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RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 

 

1D-PAGE: egydimenziós poliakrilamid gélelektroforézis 
2,4-D: 2,4-diklórfenoxi-ecetsav 
2D-(PAG)E: kétdimenziós poliakrilamid gélelektroforézis 
A260/A280: 260 és 280 nm hullámhosszon mért UV elnyelések aránya 
ABA: abszcizinsav 
ABA-GE: abszcizinsav glükóz-észtere 
ABC: ATP-kötı kazetta (ATP-Binding Cassette) transzporter 
ACC: 1-aminociklopropán-1-karboxilát 
AO: aszkorbát-oxidáz 
APS: adenozin 5′-foszfoszulfát (adenilil-szulfát) 
APX: aszkorbát-peroxidáz 
ARS: Agricultural Research Service (USDA) 
AtPID: Arabidopsis thaliana Protein Interactome Database 
Avr: avirulencia faktor (fehérje) 
Avr: avirulencia gén 
BLAST: adatbázis homológok keresésére alkalmas szekvenciaillesztı program 

(Basic Local Alignment Search Tool) 
BLASTP: protein BLAST 
BN-PAGE: natív poliakrilamid-gélelektroforézis (blue-native) 
bp: bázispár 
CAT: kataláz 
CBB: Coomassie Brilliant Blue (fehérjefesték) 
CC: hurkolt hurok domén (coiled coil) 
cDNS: komplementer (complementer) DNS 
CHS: kalkon-szintáz 
CID: a peptidionok további fragmentálódát célzó, kollízió indukálta 

disszociáció (MS/MS) 
ClustalW: nukleinsav- ill. fehérjeszekvenciák többszörös illesztését lehetıvé tévı 

programcsomag (European Bioinformatics Institute) 
CM-Chitin: karboximetil-kitin 
dpi: inokulációt követı napok száma (days post inoculation) 
dbEST: EST-adatbázis 
DHAR: dehidro-aszkorbát reduktáz 
DIGE: differenciál gélelektroforézis 
DMF: dimetil-formamid 
DNS: dezoxi-ribonukleinsav 
dNTP: dezoxi-nukleozid trifoszfát 
dT: dezoxi-timidin 
DTT: ditiotreitol 
DV: desztillált víz 
EC: az International Union of Biochemistry and Molecular Biology 

nevezéktani Bizottsága (NC-IUBMB) által elfogadott enzimkatalógus 
azonosítószámainak elıtagja 

E/S: enzim-szubsztrát arány 
EDTA: etilén-diamin-tetraacetát 
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EMBL: elsıdleges nukleotid szekvencia adatbázis (Európa, European 
Bioinformatics Institute) 

EPPdb: Extracytosolic Plant Proteins Database (University of Alberta, Kanada) 
EST: PCR amplifikált cDNS részleges szekvenálásával nyert, kifejezıdı STS-

szekvencia (expressed sequence tag)  
ET: etilén 
G(SH-)S: glutation-szintáz 
G6PDH: glükóz-6-foszfát-dehidrogenáz 
GA: gibberellinsav 
Gb: gigabázis 
GenBank: elsıdleges nukleotid szekvencia adatbázis (National Center for 

Biotechnology Information, USA) 
GIP: endo-β-1,3-glukanáz inhibitor protein 
GOGAT: glutamát szintáz (glutamin oxoglutarát aminotranszferáz) 
GR: glutation-reduktáz 
GS: glutamin-szintáz 
G-SH: glutation (redukált) 
GST: glutation-S-transzferáz 
GT: glutamil-transzferáz 
hpi: inokulációt követı órák száma (hours post inoculation) 
HR: hiperszenzitív reakció 
IC: intracelluláris 
ICF: intercelluláris (mosó)folyadék 
IDT: Integrated DNA Technologies 
IEF: izoelektromos fókuszálás 
IPG: immobilizált pH gradiens 
IPTG: izopropil béta-D-tiogalaktopiranozid 
IRH: herbivorok által kiváltott rezisztencia (induced resistance against 

herbivors) 
ISR: indukált szisztémás rezisztencia 
IWR: sebzésre indukálódó rezisztencia 
JA: jazmonsav (jazmonát) 
kbp: kilobázispár 
kD(a): kilodalton 
kontig: eltérı mértékben átfedı klónok illesztésével kapott, folytonos DNS 

szekvencia (contiguous) 
LEA: késıi embriogenezis (late embryogenesis abundant) fehérjék 
LHC: fénybegyőjtı komplex 
Lr: levélrozsda-rezisztenciagén 
LRR: leucinban gazdag ismétlıdések (Leu-rich repeats) 
LZ: leucin-zipzár domén 
M: mol / liter koncentráció rövidítése 
MALDI: mátrixhoz asszociált lézer-deszorpciós ionizáció 
MAMP: mikróbával asszociált molekuláris mintázat (microbe-associated molecular 

pattern) 
MAP(K): mitogén-aktivált protein (kináz) 
MDHAR: monodehidroaszkorbát reduktáz 
MEGA: filogenetikai analizáló program Molecular Evolutionary Genetics 

Analysis) 
MeJA: metil-jazmonát 
MgKI: MTA Mezıgazdasági Kutatóintézete (Martonvásár) 
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MQ: ioncserélı gyantán (Milli-Q) megszőrt desztillált víz 
MS/MS: tandem tömegspektrometria 
MS: tömegspektrometria (mass spectrometry) 
MT: metallothionein 
MTA: Magyar Tudományos Akadémia 
MudPIT: multidimenzionális fehérjeazonosítási technológia (Multi-dimensional 

Protein Identification Technology)  
M(W): molekulatömeg (Molecular Weight) 
NADPH: nikotinsavamid-adenin-dinukleotid-foszfát 
NBS: ciklikus nukleotidot kötı hely (nucleotide binding site) 
NBT: nitro-tetrazólium-kék 
NCBI: National Center for Biotechnology Information (National Library of 

Medicine és National Institutes of Health, U.S.A.) 
NCBInr: nem redundáns NCBI protein adatbázis 
NKI: MTA Növényvédelmi Kutatóintézete (Budapest) 
NO: nitrogén-monoxid 
NPP: N-vég terminális szignálpeptid 
nt: nukleotid 
OAcSer-S: O-acetil-szerin szulfuriláz 
PAA: poliakrilamid 
PAGE: poliakrilamid gélelektroforézis 
PAL: Phe-ammónia-liáz 
PAMP: kórokozóval asszociált molekuláris mintázat (pathogen-associated 

molecular pattern) 
PC(2,3 etc.): fitokelatin(ok) 
PCR polimeráz láncreakció (Polymerase Chain Reaction) 
PCS: fitokelatin szintáz 
PGIP: poligalakturonán-inhibitor protein 
PhytAMP: növényi antimikrobiális peptidek adatbázisa 
PLACE: edényes növények cisz-regulátor elemeinek motívumkeresı és leíró 

adatbázisa (A Database of Plant Cis-acting Regulatory DNA Elements) 
PlantCare: növényi cisz-regulátor elemeinek adatbázisa és egyben a 

promóterszekvenciák in silico analízisét támogató eszközök portálja (Plant 
Cis-acting regulatory element) 

PMSF: fenilmetil-szulfonil-fluorid 
POD / POX: peroxidáz 
PR: kórfolyamattal összefüggı (pathogenesis-related) 
ProtAnnDB: Protein Annotation DataBase 
PS: fotorendszer 
PSD: „post source” decay – egy-egy kiválasztott peptidion fragmentálásán 

alapuló szekvenálási módszer a MALDI-TOF eljárásban, melyre az 
enzimatikusan emésztett fehérjék ionizált peptidjeinek peptidtömeg 
ujjlenyomat analízisét (PMF) követıen nyílik lehetıség 

PTM: poszttranszlációs módosítás 
qPCR: kvantitatív PCR 
R / r: rezisztencia fehérje 
R / r: rezisztencia gén (domináns ill. recesszív) 
RBV: Remazol Brilliant Violet 
ROS/(ROI): reaktív oxigén-formák (/intermedierek) 
RPM: percre vonatkoztatott fordulatszám (revolutions per minute) 
rRNS: riboszómális RNS (ribonukleinsav) 
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RT: reverz-transzkripció 
RuBisCO: ribulóz-biszfoszfát karboxiláz/oxigenáz 
SA: szalicilsav 
SAM: S-adenozil metionin 
SAR: szisztémás szerzett rezisztencia (systemic acquired resistance) 
SDS: nátrium-dodecil-szulfát 
SHAM: szalicil-hidroxámsav 
SignalP: pro- és eukarióta fehérje szignálpeptid jelenlétét és hasítóhelyet jósló 

program (Center for Biological Sequence Analysis, Dánia) 
SOD: szuperoxid-diszmutáz 
SP: szignálpeptid 
SSH: szupressziós szubtraktív hibridizáció 
STS: rövid (<400 bp), markerként is használható szekvenciarészlet a genomban 
SWISS-PROT: elsıdleges fehérjeszekvencia-adatbázis (European Bioinformatics Institute 

és Swiss Institute of Bioinformatics) 
SzBK: MTA Szegedi Biológiai Központ (Szeged) 
TAE: Tris-ecetsav-EDTA elegye (részletek a szövegben) 
TargetP: eukarióta proteinek szubcelluláris lokalizációját jósló program (Center for 

Biological Sequence Analysis, Dánia) 
TBE: Tris-bórsav-EDTA elegye (részletek a szövegben) 
TBLASTN: fehérje szekvencia alapján transzlált nukleotid adatbázisban keresı 

BLAST 
Tc: Thatcher fajtájú búza genotípus 
TCB: triklórbenzén 
TIGR: The Institute for Genomic Research (J. Craig Venter Institute) 
TLP: taumatinszerő protein 
TMV: dohánymozaik-vírus 
TOF: repülési idı detektor (time of flight) 
TrEMBL: az EMBL nukleotid szekvencia adatbázisának transzlált változata SWISS-

PROT formátumban 
Tris: trisz-(hidroximetil)-amino-metán 
UCSF: University of California, San Francisco 
UDP: uracil-biszfoszfát 
USDA: U.S. Department of Agriculture (az Amerikai Egyesült Államok 

Mezıgazdasági Minisztériuma) 
UV: ibolyán túli (sugárzás) 
WallProtDB: sejtfal proteoma-adatbázis (Université Paul Sabatier, Toulouse és Centre 

National de la Recherche Scientifique, Franciaország) 
WRP: sebzés indukálta rezisztencia protein 
XDP: cukor-nukleotid(ok) 
X-gal: 5-bromo-4-kloro-3-indolil-béta-D-galaktopiranozid 
XGIP: xiloglukán endoglukanáz inhibitor protein 
γγγγ-ECS: gamma-glutamil-cisztein szintetáz 
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1. BEVEZETÉS 

 

A mezıgazdasági növények termesztése során a nagy hozamot adó, értékes állományokat 

számos abiotikus (pl. fagyhatás, szárazság, UV-sugárzás) és biotikus (pl. kórokozók, rovarkártevık 

stb.) stressztényezı veszélyezteti. Az érzékeny, ill. ellenálló fajok és fajták kiszőrésének és 

toleranciára vagy rezisztenciára nemesítésének elıfeltétele, hogy egy kellıen érzékeny módszer 

álljon rendelkezésünkre a növényi stresszállapot korai felismeréséhez és a védekezési folyamatok 

nyomon követéséhez. 

 

A proteomika nagy felbontású és pillanatszerő felvételt képes adni egy élılény (ill. 

kiválasztott szerve, szövete vagy sejtje) adott élettani állapotában kifejezıdı fehérjéinek 

összességérıl. Az anyagcsere-folyamatok közvetlen irányítóinak tartott proteinek ismeretében pedig 

az aktuális állapot jellemzı tükrét kapjuk meg. A módszer, egy esetleges mintázati különbség 

fellépése esetén nemcsak arra alkalmas, hogy azonosítsa a megváltozott minıségő/mennyiségő 

fehérjéket (ill. génjeiket) és az érintett, általuk szabályzott anyagcsere-folyamatokat, hanem (kellı 

referencia birtokában) azt is lehetıvé teszi, hogy a változás jellegébıl a változást elıidézı faktor 

mibenlétére, a kiváltott hatás erısségére és idıbeli lefolyására is következtethessünk.  

 

A növény sejtközötti állománya, vagyis az apoplaszt a külsı környezet és a protoplaszt közti 

kapcsolatot és határvonalat is képviseli, éppen ezért a szövetek egy speciális, számos normál és 

kórfolyamatban aktívan közremőködı térrészének tekinthetı. Proteomikai analízise emiatt a 

növényállományok jellemzésének és egészségügyi szőrésének kiváló eszközévé válhat, eredményeit 

pedig molekuláris nemesítési folyamatokban is felhasználhatjuk. 

 

Az elıbb taglalt, rendszerbiológiai szemlélet elınyeire alapozva biotikus és abiotikus 

stresszválasz kapcsán indukálódó, továbbá a preformált védekezésben potenciálisan közremőködı 

apoplasztfehérjék proteomikai elemzését végeztük különbözı genotípusú, levélrozsda-fertızött 

illetve egészséges búza, továbbá kadmium-stresszelt árpa csíranövényeken. 
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2. IRODALMI ÁTTEKINTÉS 

2.1 A NÖVÉNYI STRESSZFOLYAMATOK  

A stressz, mint élettani fogalom bevezetése Selye János nevéhez főzıdik (1936). A következetes 

nevezéktan hiányosságai (Levitt 1980, Tischler 1984) jól mutatják az aktuális kutatási területekre 

érvényes definiálás nehézségeit, és azt, hogy a jelenség, többek közt hatásai sokféleségének 

köszönhetıen is számos különbözı nézıpontból párhuzamosan közelíthetı. Növényélettani 

megközelítése, Larcher (1987) értelmezésében: „egy olyan terheléses állapot, amelyben a 

növénnyel szembeni fokozott igénybevétel a funkciók kezdeti destabilizálódását követıen, egy 

normalizálódáson át az ellenállóság fokozódásához vezet, majd a tőréshatás túllépésekor tartós 

károsodást vagy akár pusztulást is okoz” (Szigeti 1998). Így, a környezet meghatározott elemét 

akkor nevezhetjük stresszt kiváltó tényezınek (stresszornak), ha a növény fiziológiájában olyan 

specifikus és aspecifikus változásokat okoz, amelyek az egyed életében élettani alkalmazkodást 

(akklim(atiz)ációt) eredményeznek, hosszabb távon, a populáció szintjén pedig a faj adaptációjához 

vezethetnek. Utóbbi értelemben tehát a stresszkiváltó faktorok szelekciós tényezınek is tekinthetık. 

A mezıgazdasági növények termesztése során a nagy hozamot adó, értékes állományokat számos 

abiotikus és biotikus stressztényezı veszélyezteti. Doktori munkám során mind biotikus, mind 

abiotikus stresszhatásokat vizsgáltunk rendszerbiológiai, pontosabban proteomikai megközelítéssel 

búza és árpa modell növényekben. A biotikus stressz esetében levélrozsda fertızés, abiotikus 

stresszfaktorként kadmiumkezelés hatását analizáltuk. A következı fejezetekben e két 

stresszfolyamat jellegzetességeirıl szeretnék áttekintést adni.  

 

2.1.1 BÚZA – LEVÉLROZSDA KÖLCSÖNHATÁS 

A P. recondita Rob. Ex Desm. f.sp. tritici (legújabb nevén Puccinia triticina Erikss.) heteroecikus 

bazídiumos gomba által okozott levélrozsda-fertızés a búza egyik legjelentısebb betegségének 

számít világszerte. Széles elterjedtsége, nagy távolságokra terjedı spórái, optimális környezeti 

feltételek esetén gyors szaporodása és fertızıképessége komoly, 15-30 %-os termésveszteségeket 

okoz (McIntosh 1998, Bolton et al. 2008, Purnhauser et al. 2008), de elıbbiek mellett az egyik 

legnagyobb problémát állandóan változó és rendkívül széles rasszspektuma jelenti, amely a 

korábban már ellenállónak bizonyult fajtákkal szemben is visszatérı veszélyforrásként jelentkezik 

(Sibikeev et al. 2008). Utóbbira jó példa, hogy csak Észak-Amerikában évente megközelítıleg 70 új 

rasszát írják le a fajnak (Kolmer 2005). A legújabb források szerint erıs szelekciós evolválódását 

hatékony klonális szaporodással is kiegészíti (Goyeau et al. 2007), s épp utóbbiak tehetıek felelıssé 
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a járványszerő tüntekért, különösen a megfelelı vagy alternatív köztesgazdákkal nem rendelkezı 

termıterületeken (Bolton et al. 2008). 

A gabonarozsdák hazánkban is a búza elterjedt betegségei voltak. Az elsı magyar búzanemesítı, 

Mokry Sámuel munkásságára (1875) nagy hatással volt az 1873. évi rozsdajárvány. Míg a 

sárgarozsda (P. striiformis Westend f. sp. tritici) továbbra is sporadikus felbukkanású, s a ’70-es 

évek elıtt hazánkban fıként a szárrozsda (Puccinia graminis Pers. f. sp. tritici) okozott jelentıs 

károkat, addig a levél- vagy másnéven vörösrozsda (Puccinia recondita f. sp. tritici) jelentısége az 

’50-es évektıl kezdett fokozatosan növekedni, s napjainkra, a szárrozsda ’80-as évekre tehetı 

visszaszorulásával vált a hazai búzatermesztés egyik legjelentısebb kórokozójává (Benedek 1993, 

Csısz 2007). A nem megfelelı védettségő területeken súlyos levélrozsda-járványok alakultak ki 

1994, 1995 és 1999-ben, napjainkra pedig a fajták fogékonyságától és az idıjárás körülményeitıl 

függıen már szinte minden évben elıfordul, kisebb-nagyobb károkat okozva (Csısz 2007). Amint 

világszerte, a rozsdapopuláció változó összetételét és rassz-arányait 1956-tól már hazánkban is 

rendszeres vizsgálatokkal ellenırzik, eltérı rezisztenciagéneket hordozó izogén vonalakból 

felállított differenciáló sorok és az R izogén vonalakra alapozott határozókulcsok révén (Kolmer 

1996, Manninger 1991, 2000, 2008). Az eltelt közel ötven év vizsgálatai azt mutatják, hogy ezidı 

alatt hazánkban is változások következtek be a búza levélrozsda rassz-összetételében. A MTA 

Mezıgazdasági Kutatóintézete és az MTA Növényvédelmi Kutatóintézete által végzett vizsgálatok 

szerint a populációkban évenként 10-20 különbözı rasszt sikerül azonosítani, melyek közül néhány 

dominánsnak tekinthetı (1. táblázat; Vida et al. 1999). A 2. táblázatból világosan kitőnik, milyen 

dinamikusan változott a 20. század második felében az egyes rasszok részaránya, és hogyan vált 

néhány év alatt dominánssá egy rezisztenciát áttörı rassz a hazai rozsdaállományban.  

1. táblázat: A domináns rasszok részaránya (%) a magyarországi levélrozsda populációban 
(1961-1998). (Forrás: Vida et al. 1999 nyomán) 

 

Rasszok Évjárat 
20 77 61 12 

1961 73,8 % 18,5 %   

1966 12,0 % 40,7 %   
1970 1,0 % 52,0 %   

1984  57,4 % 35,4 %  

1989  56,7 % 28,7 %  

1994  32,5 % 41,7 % 3,1 % 

1998  12,5 % 15,0 % 35,0 % 
 

A hazai levélrozsda-populáció virulenciáját érintı legújabb fejlemény az 1999-es járvány utáni 

idıszakban egy újabb, a 6-os számú rassz megjelenése, amely a hazai fajták Lr1-es rezisztenciagént 

hordozó vonalainak ellenállóképességét immár áttörve, rohamosan növeli részarányát a 

rozsdapopulációban (Manninger 2008). 
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2.1.1.1 A patogén életciklusa, levélrozsda-patotípusok 

A búza levélrozsda (Puccinia recondita f. sp. tritici) a bazídiumos gombák törzsébe (ph. 

Basidiomycota), a rozsdagombák (o. Uredinales) rendjébe tartozik. Micéliuma harántfalakkal 

tagolt. Heteroecikus (gazdacserés), teljes fejlıdésmenető rozsdagomba, melynél az összes 

spóraforma: 0, I / II, III és IV, megtalálható (Folk és Glits 1978). Életciklusa az 1. ábrán látható. 

 

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

 

Fı gazdanövénye a búza, köztes gazdanövényei a borkóró- (Thalictrum spp.), galambvirág- 

(Isopyrum spp), atracél- (Anchusa spp.), illetve az iszalag-fajok (Clematis spp.) (Csısz 2007). 

Ivaros képletei a különbözı ivarú, vékony falú bazidiospórák (IV), ivartalan képletei: 

spermáciumok (0), ecídiumok (I), uredospórák (II) és teleutospórák (III). A bazidiospórák tavasszal 

a köztes gazdanövény leveleit fertızik. A Thalictrum fajok leveleinek mindkét oldalán kis sárga, 

köcsög alakú spermogóniumok keletkeznek, bennük a spermáciumokkal (másnéven 

piknídiospórákkal). A levelek fonákán a dikariotikus sejtekbıl (spermácium + fogóhifa) kialakul a 

narancssárga, csésze típusú ecídium az ecídiospórákkal, melyek a fıgazdát, a gabona leveleit 

fertızik. A nyár folyamán a búza levelén elszórtan narancsvörös uredopusztulák jelennek meg (6. 

ábra), bennük a nyári fertızı uredospórákkal (2/b. ábra), melyek a széllel gyorsan terjednek. A 

vegetációs idı végén jelennek meg a búza levelének fonákán az apró teleutopusztulák a 

teleutospórákkal. Ezek már nem porzanak szét, lezajlik bennük a kariogámia és belılük hajt ki a 

bazídium, melyen tavasszal ismét bazidiospórák képzıdnek (Folk és Glits 1978).  
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A búza – rozsdagomba interakció mind genetikai szinten, mind pedig a fertızés stádiumai szerint is 

jól jellemzett. Pásztázó elektronmikroszkópos munkák alapján a fertızéssel asszociált 

képzıdmények kialakulásának pontos idıbeli menetét is sikerült dokumentálni (Hu és Rijkenberg 

1998). Eszerint, 6 órával a fertızést követıen, a csírázó spórából kinyúló apresszórium képzıdik a 

gázcserenyílások felett, melynek sikeres behatolása a 12. órát követıen már a sztóma alatti 

hólyagszerő képzıdmény (szubsztomatális vezikulum) megjelenésével is bizonyítható, illetve 

ekkorra az elsıdleges infekciós hifa is láthatóvá válik a sejtközötti állományban. A fertızést követı 

24. órára egy határoló hártya (szeptum) is megjelenik az infekciós hifáról fejlıdı hausztórium 

anyasejt elkülönítése céljából, majd a gomba parazitáló, nagy felülető, elágazó hausztóriumot képez 

és a sejtmembránba türemkedve benyomul a gazdasejtbe. 

 

2. ábra: A búza levélrozsda (Puccinia recondita f. sp. tritici) kórképe fı gazdanövényén és nyári 
szaporítóképletei (a.) Búza levélrozsda uredopusztulák a kifejlett levél felszínén, (b.) az 

uredospórák fénymikroszkópos felvétele. 
(Forrás: 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 gazdanövény védekezésének genetikai alapjai 

2.1.1.2.1 A levélrozsda rezisztenciagének és forrásaik 

A levélrozsda különbözı patotípusaival szembeni rezisztenciát vizsgálva számos putatív 

rezisztenciagént azonosítottak. Ezek többsége különféle Triticum aestivum fajtákból származik, 

több Lr gén azonban rokon, vad alanyok korábbi bekeresztezése révén került be a búzába: Aegilops 

umbellulata – Lr9; Aegilops squarrosa – Lr21, Lr22, Lr32, Lr39, Lr40, Lr41, Lr42, Lr43; 

Agropyron elongatum – Lr19, Lr24, Lr29; Aegilops speltoides – Lr28, Lr35, Lr36, Lr47 és Aegilops 

ventricosa – Lr37 (Chełkowski és Stępień 2001). A levélrozsda elleni rezisztencia kutatásában nagy 

jelentıségő, hogy természetes nemesítés eredményeképpen a Thatcher fajtában közel 60, a 

levélrozsda ellen eltérı rezisztenciagént hordozó búzavonalat állítottak elı különbözı 

búzafajtákból, más termesztett gabonafélékbıl ill. rokon, vad fajokból származó introgresszióval 
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(McIntosh et al. 2007). A rezisztenciagének közül eddig az Lr10 és Lr21 (Feuillet et al. 2003, 

Huang et al. 2003), legújabban pedig az Lr1 (Cloutier et al. 2007) rezisztenciagén térképezése és 

izolálása, ill. klónozása történt meg. Ezek alapján az állapítható meg, hogy a kódolt 

rezisztenciafehérjék közül mindhárom a klasszikus CC-NBS-LRR típus tagja (Hammond-Kosack és 

Kanyuka 2007), de az Lr1 fehérje egyedi jellegeket is hordoz. Így az Lr1 egy transzmembrán 

domént visel szignálpeptidjén, amely az intracelluláris jellegő Lr10 és Lr21 fehérjékkel szemben 

membrán-komplexben való feltételezett részvételére utalhat az Avr-R géntermékek közti 

kapcsolatot magyarázó ır-hipotézis alternatívájának megfelelıen (Bonas és Lahaye 2002). Továbbá 

nem egy, hanem számos hurkolt hurok (CC) doménnel bír, amelyek nemcsak a szokásos N-, hanem 

a C-terminálison is elıfordulnak, amint azt korábban az Lr21-nél is megfigyelték.  

Kísérleteinkhez két genotípust, az Lr1 ill. az Lr9 rezisztenciagént hordozó, cv. ’Thatcher’ (Tc) 

alapú vonalakat választottunk. Az utóbbi évtized kutatásai alapján úgy tőnik, hogy a Közép-

Európában jelenleg dominánssá váló levélrozsda-patotípusok egyrésze képes a kizárólag Lr1 gént 

hordozó fajták rezisztenciáját áttörni, míg az Lr9 rezisztenciát hordozó vonalak továbbra is 

megırizték csíranövénykori ellenállóságukat (Chełkowski és Stępień 2001, Limpert et al. 1996, 

Csısz et al. 2000, Gultyaeva et al. 2000, Manninger 2000, 2008). Noha az Lr1 gént széles körben 

Triticum aestivum-ból eredeztetik, ortológokra és térképezésre alapozott újabb vélekedések szerint a 

diploid (DD genomot adó) Aegilops tauschii-ban fejlıdhetett ki, de csak viszonylag késın, így már 

a kenyérbúza domesztikálódása alatt vagy azt követıen, ismételt introgresszióval kerülhetett az 

AABBDD genomba (Chełkowski és Stępień 2001 vs. Obert et al. 2005, Nocente et al. 2007). Az 

Lr9 gén biztosan a közeli rokon Aegilops umbellulata-ból származik. A térképezések alapján (2. 

táblázat) az Lr1 gén a hexaploid búza 5 DL, míg az Lr9 gén a 6 BL kromoszómáján lokalizált 

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

2. táblázat: A vizsgálni kívánt hatású levélrozsda-R gének származása és lokalizációja. A bizonytalan 
származás zárójelbe téve szerepel. (Forrás: Chełkowski és Stępień 2001 nyomán, módosítva) 

 

Rezisztenciagén Származás Lokalizáció Genetikai marker Hivatkozás 
Lr1 Triticum aestivum 

(Aegilops tauschii?) 
5 DL, (1B) RFLP, STS Feuillet et al. 1995, 

Obert et al. 2005 

Lr9 Aegilops 

umbellulata 

6 BL RFLP cMW 684, STS, 

RAPD, RFLP PSR 546 

Schachermayr et al. 1994 

 

2.1.1.2.2 A búza válaszreakciói a levélrozsda fertızésre 

Bár kísérleti úton bizonyítható, hogy mely rezisztenciagének milyen patotípussal szemben 

biztosítanak ellenállóságot (pl. az Lr1 rezisztenciagént bizonyos, alacsony patogenicitással 

jellemezhetı rasszok ellen tartják eredményesnek – Kolmer et al. 1996; Browder 1980), és a 
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feltételezett rezisztenciagének is kereshetık már genetikai úton a gazdanövényben (Chełkowski és 

Stępień 2001; Khan et al. 2005), a rezisztencia mechanizmusáról és lefolyásának esetleges 

molekuláris különbözıségeirıl nem sokat tudunk. 

 

3. ábra: (a.) Csíranövényeken ill. (b.) kifejlett egyedek zászlós levelein megnyilvánuló, különbözı 
tünetekben testet öltı levélrozsda-rezisztencia típusok Thatcher búzafajta közel-izogén 
vonalain. Balról jobbra: Tc – fogékony (b.o.), majd: Lr12, Lr13 és Lr34 rezisztens vonalak. (Forrás: 
USDA ARS - http://www.ars.usda.gov/pandp/people/people.htm?personid=3094) 

 

Régóta ismert, hogy a különbözı rezisztenciagéneket hordozó vonalak más-más morfológiai 

tüneteket mutathatnak (3. ábra), melyben a tünetek jellege (pl. HR vagy sporulációt engedı), 

intenzitása és idızítése is különbözı lehet. Legtöbbjük rassz-specifikus, de elıfordulnak széles 

körben, akár más, rokon rozsdafajokkal szemben is hatékony gének (pl. Lr34). Többségük már 

csíranövénykortól (pl. Lr1, Lr9), mások (pl. Lr12, Lr 22a, Lr22b, Lr35, Lr37) a kifejlett egyedek 

fertızése esetében nyújtanak védettséget (3. táblázat). 

 

3. táblázat: Levélrozsda-rezisztenciagének által biztosított, eltérı rezisztencia-típusok. 
Több Lr gén kombinálódása (piramidálás) esetén a legerısebb episztatikus a többi tünete felett. 
(Forrás: Bolton et al. 2008 adatai nyomán, szerk.)  

 

Fenotípusos válasz A rezisztencia 
patogén köre Lr gén (példa) 

Idızítés A tünetek jellege 
Lr3 erıteljes foltokkal 

Lr2a 

Hiperszenzitív 
reakció (HR)  enyhe foltokkal 

Lr3ka, Lr3bg, Lr11 + klorotikus győrő 

Lr16 

csíranövénykori 

kisebb uredíniumok 
+ nekrotikus győrő 

rassz-specifikus 

Lr12, Lr13, Lr22a 
felnıtt egyedben 
erıteljesebb 

HR vagy kevés uredíniumú típusok 

Lr34 
klorózis / nekrózis 
nélkül nem 

rassz-specifikus 
Lr46 

felnıttkori 
kisebb, ritkább 
uredíniumok 
„lassan spórázók”  + klorózis 

 

Kifejezıdésüket egyes esetekben egyéb környezeti feltételek, pl. Lr13, Lr37 esetében hıstressz 

vagy hideg is befolyásolják (Bolton et al. 2008). A bizonytalanságot tovább erısítik a gazdanövény 

genetikai hátterébıl adódó eltérések. Az Lr35 gén kapcsán például Anguelova és mtsai azt találták, 
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hogy míg Thatcher vonalba épülve az Lr35 által kiváltott rezisztencia a fogékony Tc-ben tapasztalt 

erıs indukcióval szemben konstitutívan magas béta-1,3-glükanáz szinttel volt jellemezhetı (1999), 

addig Lr35/Karee genotípusban a hasonló ellenállóképesség egyértelmően indukált glükanáz, de 

konstitutív kitináz akitvitással volt társítható (2001). Ugyanazen gén jelenléte egyes 

búzavonalakban nagyobb fehérjetartalommal is asszociált (Kolmer 1997). 

A betegség kialakulásának molekuláris hátterérıl még csak kevés tény ismert, bár számos gént ill. 

fehérjét sikerült azonosítani, amelyek a gazda-patogén válasz kialakulásában közremőködnek. Ezek 

közt a rezisztens kölcsönhatásban szereplı gének (Kolmer 1996), valamint többek közt antifungális 

hidrolázok, pl. glükanázok és kitinázok (Faris et al. 1999, Anguelova-Merhar et al. 2001), RN-ázok 

(Barna et al. 2004), továbbá protein kinázok (Lin et al. 1998) és a reaktív oxigén gyökök 

termelésében szerepet játszó enzimek (Johnson és Cunningham 1972, Southerton és Deverall 1990, 

Faris et al. 1999) génjei egyaránt elıfordulnak. 

A rozsda - búza kölcsönhatást Rohringer munkacsoportja a ’60-as évek végétıl tanulmányozza, s a 

korai, metabolit szintő vizsgálatok után, a ’80-as évek közepétıl a sejtközötti állomány fehérjéinek 

proteomikai analízisét is megkezdték (Rohringer et al. 1983, Holden és Rohringer 1985a,b). 

Eredményeik között számos, eltérıen expresszálódó béta-1,3-glükanáz, peroxidáz és kitináz 

izoforma fiziko-kémiai jellegő és/vagy aktivitáson alapuló elkülönítése szerepel. Mivel azonban a 

nagy felbontású 2D-poliakrilamid gélek kiértékeléséhez akkortájt még nem állt rendelkezésre 

megfelelı tömegspektometriai eszköztár és szekvencia-adatbázis, projektjükben a fehérje szintő 

vizsgálatokról a hangsúly más módszerekre (aktivitás assay-ek, immuncitokémia, fluoreszcens- és 

elekronmikroszkópia, ld. Sock et al. 1990) tevıdött át idıvel.  

A témát a ’90-es évek végétıl egy dél-afrikai munkacsoport újra felkarolta, s kiterjedten vizsgálták 

az Lr29, Lr34 ill. Lr35 rezisztenciagének hatását a szekretált kitináz és glükanáz formák aktivitására 

(Kemp et al. 1999, Anguelova et al. 1999, Anguelova-Merhar et al. 2001). Ennek alapján úgy tőnik, 

az említett enzimek egyes esetekben konstitutív, máskor indukált expresszióval járulnak hozzá a 

rezisztenciához, de olyan is elıfordult (a fogékony Palmiet és két rezisztens, Lr29 ill. Lr34 

genotípusában), amikor nem lehetett különbséget megfigyelni a fertızés hatására indukálódó 

glükanázok aktivitásában a közel izogén vonalak között. Hovatovább, léteznek olyan kutatások is, 

amelyek fogékony fertızött egyedben a rezisztensét is meghaladó kitináz aktivitást figyeltek meg 

(Punja és Zhang 1993). Mindez arra utal, hogy az említett hidrolázok, bár közvetett módon, 

kigészítı jelleggel, de mégis szerepet játszhatnak a levélrozsda-rezisztencia kialakításában. 

Hosszú idıt követıen, a 2000-es évektıl újra proteomikai vizsgálatok következtek. Teljes kivonatot 

felhasználva elıbb Lukács Noémi munkacsoportja (Lukács Noémi, személyes közlés, 2003), majd 

Rampitsch és mtsai (2006) végeztek a P. triticina közel összes rasszára érzékeny Thatcher és egy 
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ezzel közel izogén, Lr1 rezisztenciagént hordozó vonalán proteomikai analízist - egy-egy olyan 

rozsda-rassz fertızése kapcsán, amely a Tc-vel szemben virulens, míg az Lr1/Tc esetében avirulens 

módon viselkedik. 

Rampitsch és mtsai (2006) a fogékony Tc fertızése után 7 búzafehérje indukcióját mutatták ki, 

melyek egyrésze a fehérje-turnoverben játszik szerepet. Közéjük sorolhatók az eIF-5A2 iniciációs 

és eEF1β elongációs faktorok, melyek indukciója a biotróf gombafertızés korai stádiumában már 

dokumentált, megnövekvı protein szintézisre utal (Bushnell 1984, Harrison 1999). A fehérje 

lebontásban közremőködı foszfoészteráz ill. protein-hidroláz funkciójú fehérjék azonosítása, 

valamint a lebontásban nélkülözhetetlen 20S proteaszóma α1 alegység megjelenése jól korrelál a 

cryptogein gomba elicitorral kezelt dohány sejtekben nyert eredményekkel (Suty et al. 2003). A Tc-

ben elıbbiek mellett egy trióz-foszfát izomeráz is indukálódott, ami a szénhidrát anyagcserében 

történı mobilizálódást feltételez, valamint egy, több abiotikus és biotikus stresszfolyamat 

jelátvitelében (Roberts et al. 2002) résztvevı, számos interakcióra képes 14-3-3 protein és egy 

nukleinsav-kötı fehérje homológ, amelyek a stresszhez kapcsolódó jelátviteli változásokra 

utalhatnak. Érdekesség ugyanakkor, hogy a nevezett genotípus teljes levélkivonatára alapozott 2D-

PAGE fehérjemintázatában nem sikerült azonosítaniuk az elızıleg már több gabonaféle 

gombafertızésre adott válaszában is jellemzınek talált PR fehérjéket (pl. rizs – Magnaporthe 

grisea, Kim et al. 2003, 2004), így például 1,3-glükanázokat vagy kitinázokat. Meglepı az is, hogy 

a Tc-ben fertızéssel összefüggésben dokumentált fehérjék többsége (32-bıl legalább 22) nem 

növényi, hanem gomba eredetőnek bizonyult. 

A Lukács illetve Rampitsch (2006) és mtsai által végzett összehasonlító proteomikai analízisek 

közös sajátossága, hogy a teljes levélkivonatok 2D-PAGE fehérjemintázataira alapozva sem Lukács 

(7 dpi), sem pedig Rampitsch és mtsai (9 dpi) nem tudtak reprodukálható különbségeket 

dokumentálni a Tc-ben megnyilvánuló kompatibilis, és az Lr1 vonalban kialakuló inkompatibilis 

kapcsolat között. Úgy tőnik, hogy a totál kivonatok vizsgálata nem alkalmas a rozsda meghatározott 

rasszaival szemben hatékony stresszválasz-típusok illetve rezisztenciaformák közti 

különbségtételre, és a lehetséges gazdanövények közti különbségek feltárásához kisebb és 

specifikusabb szövetrégiók proteomikai analízisét célszerő elvégezni. Ebben pedig az elsıdleges 

védelmi vonalként is számon tartott apoplaszt analízise – a korai módszertani hiányosságok ellenére 

– továbbra is elıkelı helyet foglalhat el, amelyet Lukács munkacsoportjának késıbbi eredményei 

(Pós et al. 2005) szintén alátámasztani látszanak.  

A patogenezisben ill. a növényi válaszreakciókban érintett anyagcserefolyamatok nagyobb körének 

feltérképezésében jelentıs áttörést hozott, hogy 2007-ben Fofana és mtsai cDNS microarray 

elemzést publikáltak az Lr1 gént hordozó Thatcher vonal kompatibilis és inkompatibilis levélrozsda 
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kölcsönhatásra megváltozott expressziójáról, a fertızést követı 0-24 órás intervallumot négy része 

(3, 6, 12, 24 hpi) osztva, 7728 búza EST felhasználásával. Ennek alapján összesen 192 gén esetében 

sikerült igazolniuk az avirulens és a virulens kórokozóra adott válaszban szignifikánsan eltérı 

expressziós mintázatot, melyek közt a fotoszintézisben, a reaktív oxigén-formák szintézisében, az 

ubiquitinálásban, a jelátvitelben és a sikimisav/fenil-propanoid útvonalban szerepet játszó gének 

találtattak. Joggal feltételezhetı, hogy az érintett gének közül több közvetlenül is részt vesz a 

gazdanövény avirulens kórokozó elleni, koordinált védekezésében. Bár az Lr1 gén maga nem volt 

jelen a cDNS array-en, a különbözıképpen regulált gének közül három maga is LRR domént 

hordozó génterméket kódolt, s közülük kettı ezen belül az NBS-LRR osztály tagjának bizonyult. 

Huang és mtsai (2008) Lr34/Tc vs. Tc búzafajta levélrozsdafertızésre adott válaszának 

összevetésére létrehoztak egy szupressziós szubtraktív hibridizációs (SSH) cDNS könytárat, 

melybıl egyelıre egy szignalizációban közremőködı fehérjét (MAPK kötı és foszforilációs domén 

domént is hordozó, RLK-kötı fehérjével homológ), és egy sebzés indukálta proteináz-inhibitort 

azonosítottak. Egy egészen új, 2009 ıszén publikált eredmény, hogy Lasota és mtsai a levélrozsda-

fertızıtt Lr9/Tc vonalra is specifikus szubtraktív SSH cDNS könyvtárat alkottak meg (forward: 357 

klón, reverse: 436 klón), és a forward könyvtárból 115 klón szekvenálásával 77 olyan 

fehérjetranszkriptumot sikerült azonosítaniuk, amelyek jelentıs része a patogénfertızéssel 

asszociált növényi védekezés ismert vagy feltételezett szereplıje.  

 

Bár a transzkriptomikai megközelítések, pl. a nagy sőrőségő cDNS-filterek, cDNS-microarray-ek 

vagy DNS-chipek alkalmazása nagyon hasznos segítséget nyújtanak egy átfogó kép kialakításához, 

eredményeik csak a proteomikai adatokkal komplementer módon hasznosíthatók, hiszen a fehérjék 

mennyisége, aktivitása és mRNS szintjük között gyakran nincs egyértelmő megfeleltethetıség. 

 

2.1.2 A KADMIUM-STRESSZ  

 

Kísérleteim során abiotikus stresszfaktorként a tanszékünkön korábban intenzíven vizsgált 

kadmiumot használtam. A nehézfém-szennyezés a világ flóráját és faunáját egyaránt veszélyeztetı, 

globális környezeti problémának tekinthetı. Ezen belül a kadmium, mint a növények számára az 

egyik legkönnyebben felvehetı és transzportálódó (Kovalchuk et al. 2005), s így a táplálékláncba is 

nehézségek nélkül bekerülı és akkumulálódó nehézfém, különlegesen kockázati tényezıt képvisel. 

 Az emberi szervezetben bizonyítottan rákkeltı hatása mellett jelenléte számos szervben 

közvetlen károsodáshoz is vezet (World Bank Group 1998, McLaughlin et al. 1999). Célszervei a 

máj, a vese, a méhlepény, a tüdı, a szív, az agy illetve a csont- és ízületi rendszer is (Buchet et al. 
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1990, ICdA 2009). Az akut mérgezés tünetei közé sorolják az émelygést, a hányást, a 

tüdıgyulladást imitáló- tüneteket és hasi rendellenességeket, mőködési zavarokat, míg a krónikus, 

hosszabb távú kitettség vérszegénységet, magas vérnyomást, vese- és májmőködési zavarokat, 

leállást, ízületi fájdalmakat okoz, és csontlágyuláshoz vagy spontán csonttöréshez, némely esetben 

pedig halálhoz is vezethet. 

Habár az emberi szervezetben azonos mennyiségő kadmium felszívódása a belégzéshez 

kötıdıen egyértelmően hatékonyabb (15-50 %; - ld. kipufogógáz, cigarettafüst), mint a gyomorbél-

traktuson át zajló abszorbeálódással (2-7 %), összességében a humán népesség mégis élelmiszerek 

útján veszi magához kadmiumterhelésének legjelentısebb hányadát (Van Assche 1998). Az 

akkumulálódó kadmium 98 %-a szárazföldi élelmiszernövényekbıl, ill. a növényi takarmányon élı 

háziállatok húsából származik, és csak 1-1 % tudható be a tengeri és édesvízi élılényeknek ill. az 

ivóvíz-fogyasztásnak (Van Assche 1998). 

 

2.1.2.1 Növényi toxicitás és védekezési stratégiák  

A legtöbb pro- és eukariótára nézve toxikus kadmium szerteágazó hatásainak hátterében 

több tényezı áll (4. ábra). A molekuláris alapot egyrészt az adja, hogy ionja igen nagy affinitással 

kötıdik a szulfhidril- és foszfát-csoportokhoz, miáltal számos fehérje megfelelı térszerkezetének 

kialakítását, s így mőködését lehetetleníti el, és a redoxi szabályzások közvetett megzavarásához 

vezethet (Schützendübel és Polle 2002; Hall 2002). A toxicitás másrészt abból eredeztethetı, hogy a 

Cd2+ jelentıs kémiai hasonlóságot mutat több, szintén kétértékő, de esszenciális fémionnal (pl. 

Zn2+, Fe2+, Mn2+, Cu2+, Ca2+), melyek kulcsfontosságú kötıhelyeiért versengve, pl. enzimek aktív 

helyébe illeszkedve, specifikusan is interferálhat egyes anyagcsere-folyamatokkal (Roth et al. 

2006). Az így felszabaduló fémionok ráadásul általános oxidatív károsodást is elıidézhetnek a 

szabad vas/réz-katalizálta Fenton-reakció beindításával (Polle és Schützendübel 2003). A sors 

fintora, hogy a génexpressziót szabályzó jelátviteli folyamatok a kapcsolódó iontranszport, redoxi 

szabályzás, Ca2+-függı szignalizációs komponensek, és Zn2+-ujjú transzkripciós faktorok 

károsodása okán több szempontból is érintettek (Ghelis et al. 2000, Perfus-Barbeoch et al. 2002, 

Sanitá di Toppi és Gabbrielli 1999). 
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4. ábra: A nehézfémstressz növényi anyagcserét érintı, általános következményei érzékeny 
növényekben és az akár toleranciát is biztosító stresszkezelés lehetséges stratégiái. 
Általánosságban a nehézfémionok, gyakran más molekulákkal versengve kötıdnek tiol-, karboxil- vagy 
hisztidil-maradékokhoz, mely által megváltoztatják a célfehérjék eredendı funkcióit, s így a sejt 
anyagcseréjében káros változásokat idéznek elı, illetıleg olyan jeláviteli útvonalakat is beindíthatnak, amely 
a szervezet akklimációját készítik elı. Az alkalmazkodás – a nehézfém hatáshelyeinek számos pontján 
jelentkezı, különbözı visszacsatolási hurkokon át – pl. a károsodott makromolekulák kijavításához, az 
antioxidáns rendszer megerısítéséhez vezetnek, és csökkentik a nehézfém koncentrációját a citoplazmás 
térrészben. A Cd2+ a nem redox-aktív, de közvetve szintén oxidatív károsodást okozó nehézfémionok közé 
tartozik. (Forrás: Sharma és Dietz 2008) 

 

A kadmium növényekben több alapvetı anyagcsere folyamatot is károsít, pl. membrán- és 

sejten belüli transzportfolyamatokat, a redoxi homeosztázist, fotoszintézist, légzést, valamint a N- 

és S-anyagcserét (Fodor 2003). A gyökérben fıként egyes tápelemek (Ca, Mg, P, K, Fe ill. N) ionos 

formáinak abszorpciója és transzportja, ill. a víz felszívódása szenved zavart (Alcantara et al. 1994, 

Sanitá di Toppi és Gabbrielli 1999). A kadmium a nitrit- és nitrát-reduktázon és a GS-GOGAT-

rendszeren keresztül a nitrogén asszimilációra, továbbá a metabolit-transzportra és a gátolt APS és 

Cys képzıdés révén a kén-anyagcserére is kihat (Chaffei et al. 2004, Astolfi et al. 2004). A 

fotoszintézis hatékonyságát párhuzamosan több vonalon is veszélyezteti, így a klorofill- és 

karotinoid-bioszintézis, a fotoszintetikus elektrontranszport lánc több tagja (LHC II, PS-ek stb.) és a 

sötétszakasz (pl. RuBisCO) is sérülhet (Prasad 1995a,b, Sanitá di Toppi és Gabbrielli 1999). 

Elıbbihez kapcsolódva, a sztóma-zárósejtek vízállapottól független zárásával és a transzspiráció 

megzavarásával a kadmium dehidratálódást is elıidéz a növényben (Perfus-Barbeoch et al. 2002). 

Az elıbb taglalt kórfolyamatokat az 5.A ábra szemlélteti. 

A kadmium másodlagos, oxidatív stresszt kiváltó képessége jórészt a szabadgyökök és egyéb aktív 

oxigén fajták generálásán alapszik, melyet a ROS egyik fı forrásaként is számon tartott 

fotoszintézis és a légzés agresszív megbolygatása egyértelmően elısegít (Romero-Puertas et al. 



17 

2004; Silverberg 1976). A képzıdı reaktív intermedierek a késıbbiekben lipidperoxidációt, fehérje-

karbonilálást és enzim inaktiválódást, pigment-degradációt és membránkárosodást váltanak ki, és 

egyes védekezéssel összefüggı jelátviteli folyamatokra is befolyással bírnak (Romero-Puertas et al. 

2001, DalCorso et al. 2008). Nukleinsavakkal bekövetkezı reakciójuk kromoszómakárosodást és a 

sejtciklus megzavarását okozhatja, így a sejt életképességét is veszélyeztetheti (Benavides et al. 

2005). A kadmium legjellemzıbb szervi tüneteiként a gyökér idı elıtti vastagodását és megnyúlási 

zónájának rövidülését, valamint gyarapodó gyökérszırfejlesztés melletti, csökkent 

oldalgyökérképzését, a hajtásban pedig levélpöndörödést és klorotikus hervadást figyelhetünk meg 

(Chaffei et al. 2004, Clemens 2006, Ďurčeková et al. 2007). Mindez végsı soron a teljes növény 

szintjén mérsékelt növekedés, valamint csökkent biomassza termelés és szaporodóképesség 

formájában jelentkezik (Ernst et al. 2008). 

A kadmiummal szemben mutatkozó védekezés az elkerülés, a rezisztencia, illetve a 

tolerancia különféle formáiként jelentkezik (Clemens 2006b; ld. 5.B ábra), de ha a sejtnedvben a 

szabad Cd2+ koncentrációja a 3-10 mg/kg száraztömeg értéket meghaladja, elkerülhetetlenül 

bekövetkezik az élettani károsodás (Bahlsberg-Pahlsson 1989). A nehézfémek felvétele, szállítása 

és felhalmozódása meglehetısen komplex folyamat, ami a sejten kívüli kicsapást, extra- és 

intracelluláris fémion–kelációt, kompartmentalizációt és a szállító edénynyaláb-rendszeren 

keresztüli transzlokálódásukat is magába foglalja. 

A kadmium kitettség során a növényi sejtekben különféle méregtelenítési folyamatok aktiválódnak, 

amelyek aktív és/vagy passzív védelemet biztosítanak. A kadmium a sejten kívül egyrészt a 

rizoszférába kiválasztott gyökér exudátum szerves sav, fıleg malát és citrát tartalma, másrészt pedig 

egyes sejtfalkomponensek (pl. savas pektátok és hisztidil csoportok) és más extracelluláris 

szénhidrátok (pl. nyálka, kallóz) révén immobilizálódhat (Delhaize és Ryan 1995). A talaj és a 

sejtfal fizikai adszorpciós kapacitását meghaladó koncentráció azonban óhatatlanul a sejtbe irányuló 

transzporthoz vezet, mivel a Ca2+-csatornák és a gyenge szelektivitást mutató, importáló metál-

transzporter fehérjék miatt (pl. ZIP, és NRAMP család) a plazmamembránon keresztüli kizárás 

hatékonysága elenyészı (Perfus-Barbeoch et al. 2002, Krämer et al. 2007, Nevo és Nelson 2006). 
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5. ábra: A kadmiumstressz biokémiai háttere. A.) Kadmiummal asszociált kórfolyamatok 
hatáspontjai a hajtás szöveteiben és a gyökérben. A kadmium fotoszintetizáló sejtekben, még 
nem azonosított fémion-transzporterek általi felvételét követıen fıként a kén-anyagcsere (1.) és a 
fotoszintézis ill. klorofill-bioszintézis (2.) gátlását idézi elı. Emellett, a sztómazárósejtekben a 
Ca2+-szignált imitálva  nyitásra készteti a sejtmembrán anion- és K+

out-csatornáit (3.), ami közvetve 
víz- és turgorvesztéshez vezet, és a gázcserenyílások záródását vonja maga után. A 
gyökérsejtekben a nitrogén asszimiláció (nitrát- és nitritreduktáz) enzimei érintettek a Cd2+-indukált 
gátlásban, továbbá az NH4

+-asszimiláció GS-GOGAT rendszere. B.) A kadmiumra adott 
stresszválasz típusai és színterei. Egyes, adszorbeáló sejtfal-elemek a Cd2+ extracelluláris 
immobilizálásával akadályozzák a nehézfém sejtnedvbe jutását. A sejtbe jutó Cd2+ különféle 
stresszfehérjék kifejezıdését, ill. fitokelatinok és vélhetıen metallotioneinek szintézisét is serkenti. 
Utóbbiak komplexálják az iont és vakuólumba transzportálják a tonoplaszt ABC transzporterein át, 
ahol a kadmium-ionok kis molekulatömegő komplexeikbıl, újabb molekulák bekapcsolódásával 
nagyobb komplex-formákba rendezıdnek. A képzıdı reaktív oxigénformák az antioxidáns 
rendszer aktiválódását is beindítják, melynek egy jelentıs színtere a peroxiszóma. 

 ABA: abszcizinsav; ABC: ATP-kötı kazetta transzporter; APS: adenilil-szulfát; APX: aszkorbát-peroxidáz; 
CAT: kataláz; DAG: diacil-glicerol; DHAR: dehidro-aszkorbát-reduktáz; γ-ECS: gamma-glutamil-cisztein-
szintetáz; G: G-fehérje; GOGAT: glutamát szintáz; GR: glutation-reduktáz; G(SH-)S: glutation-szintáz, GS: 
glutamin-szintáz; IP3: inozitol-3-foszfát; LHCII: fénybegyőjtı komplex (II); LMW / HMW: kis / 
nagymolekulatömegő; MT: metallothionein; OAcSer-S: O-acetil-szerin szulfuriláz; PCs: fitokelatinok; PCS: 
fitokelatin-szintáz; PLP: foszfolipáz protein; PSI és II: fotorendszerek; ROS: reaktív oxigénformák; SOD: 
szuperoxid-diszmutáz   (Forrás: DalCorso et al. 2008) 
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A citoszólban megjelenı kadmium eltávolítása, illetve semlegesítése ezt követıen több útvonalon 

történhet. A legközvetlenebb út az ion visszapumpálása az apoplasztba, ill. xilem- vagy floem-

áramlásba juttatása, a sejten belül pedig a vakuólumba történı kompartmentalizációja. Ezt az ionok 

tekintetében jóval szelektívebb, és gyakran ATP-igényes efflux fehérjék, pl. a HMA, a CDF és az 

ABC transzporter családok bizonyos képviselıi közvetítik (Verret et al. 2004; Montanini 2006; 

Kim et al. 2007). A fémionok szeparációja és továbbítása azonban legtöbbször nem csupasz 

formában, hanem valamiféle ligandummal képzett komplex formájában megy végbe, így SH-

tartalmú kelátor peptidek (fitokelatinok – PC, glutation – GSH) és egyes esetekben kis 

molekulatömegő fehérjék (metallothioneinek – MT) közremőködésével (Cobbett 2000, Cobbett és 

Goldsbrought 2002, Clemens 2006a). 

A kadmium, más abiotikus stresszekhez hasonlóan maga is kiválthatja egyes stresszfehérjék, 

így hısokk-fehérjék, speciális szerepő aminosavak (pl. prolin), valamint stresszszignálok (pl. 

szalicilsav, abszcizinsav, etilén) szintézisét, és a szekunder oxidatív stressz következményeként, 

annak mintegy ellensúlyozására az antioxidáns enzimrendszer számos tagjának (pl. SOD, POD, 

CAT, APX) - inaktiválást követı - expresszióját (Timperio et al. 2008, Fuhrer 1982, Pál et al. 2006, 

Stroiňski 1999, Romero-Puertas et al. 2007). Megfigyelték, hogy hosszabb távú, ill. magas Cd-

koncentrációnál végzett kezelés idıvel paradicsomban és búzában is SOD aktivitásnövekedést 

indukált, a kezdeti, ROS-kapcsolt aktivitáscsökkenés kompenzálására (Dong et al. 2006, Lin et al. 

2007). Borsóban egy kataláz transzkriptum menyiségi gyarapodásáról, búzában pedig a 

peroxiszómában lokalizált aszkorbát-glutation rendszer glutation reduktázának (GR) szervfüggı 

indukciójáról is beszámoltak (Romero-Puertas et al. 2007, Yannarelli et al. 2007). 

A transzkripciós aktiválás azonban nemcsak a méregtelenítésben közvetlenebb szerepet játszó 

fehérjéket érintheti. A normál élettani aktivitás fenntartásához szükséges, alapvetı metabolitokat 

szintetizáló enzimek expressziós változására jó példa, hogy a N-asszimilációban közremőködı 

glutamin-szintáz Cd-érzékeny, kloroplasztiszos formájának gátlását kompenzálandó, a hajtásban 

egy citoszólikus forma expressziójának növekedését észlelték paradicsomban (Chaffei et al. 2004).  

 

2.1.2.2 Nehézfémstressz hatása a globális fehérjemintázatra 

A nehézfém-stresszre specifikus, transzkriptomikai szinten rendelkezésre álló EST könyvtárak és 

microarray eredmények mellett (pl. Didierjean et al. 1996, Fusco et al. 2005, Kovalchuk et al. 

2005), az utóbbi években a fémionok hatásainak szervekre szőkített (pl. gyökér, levél) proteomikai 

analízisei is megindultak. Az eljárást már többek közt a réz (A. thaliana - Smith et al. 2004), az 

arzén (Z. mays - Requejo és Tena 2005), a mangán (V. unguiculata - Fecht-Christoffers et al. 

2003a,b), az ólom (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) hatásvizsgálatára is alkalmazzák. 

Sarry és mtsai (2006), a Cd-stresszre adott korai válasz összefüggésében a szén-, kén- és nitrogén-

anyagcsere komplex aktivációját valószínősítik többféle kadmium koncentrációjú táptalajon nevelt 

Arabidopsis sejtkultúrák proteomikai vizsgálata alapján. Roth és mtsai (2006) Arabidopsis 

csíranövényein alkalmaztak rövid idejő, kis koncentrációjú kadmium-kezelést (10 µM Cd2+), majd a 

gyökérre koncentrálva végeztek átfogó proteoma-analízist Western-blot és affinitás-kromatográfiai 

megerısítéssel. A több ezer, széles kémhatás-tartományban elválasztott gyökér eredető fehérjébıl 

41 folt intenzitásának megváltozását észlelték, s ebbıl 25-öt elemezve 17 fehérjét azonosítottak, 

melyek legtöbbje 4 osztályba volt sorolható: (1) metabolikus enzimek (pl. ATP-szulfuriláz, glicin-

hidroximetil-transzferáz, trehalóz-6-foszfatáz); (2) méregtelenítı szerepő glutation-S-transzferázok, 

(3) latex allergén jellegő fehérjék; (4) ismeretlen funkciójú proteinek. Emellett a gyökérben 

fitokelatinok (PC2) intenzív szintézisét is bizonyították. Elıbbi munka mintegy kiegészítéseként, 

Semane és mtsai (2010) Arabidopsis csíranövények levelén végeztek proteomikai analízist egy 

hasonlóan enyhe (1-10 µM), a környezeti terhelésnek jobban megfeleltethetı Cd2+-kezelést 

követıen, melynek során, a tolerancia szintjét meghaladó koncentrációnál 21 fehérje szignifikáns 

erısödését detektálták a fokozott lipidperoxidációban is tükrözıdı stresszválasz hatására. Munkájuk 

értékes hozadéka, hogy egy sejtszintő modellt is felállítottak az oxidatív stresszválaszban, a 

fotoszintézis és energiatermelés folyamataiban, a fehérje-anyagcserében, a génexpresszió 

szabályzásában, valamint egyéb illetve ismeretlen folyamatokban résztvevı proteinek részvételével. 

A modellnövény analízisét rövidesen a fásszárúak tesztelése követte. Kieffer és mtsai (2008) 

Cd-kezelt nyárfákban, proteoma és metabolit szinten a primer szénhidrát-metabolizmus jelentıs 

átalakulását tapasztalták. Bár a fotoszintézis csak csekély mértékben volt érintett, a csökkent 

növekedés miatt a képzıdı fotoasszimilátumok inkább hexózok vagy összetett cukrok formájában 

raktározódtak, s így ozmoprotektánsként is szerepelhettek a járulékos dehidrációban. A 

mitokondriális légzésintenzitásban ugyanakkor, a raktározott cukrokkal párhuzamosan növekedést 

tapasztaltak. Késıbbi, 2009-es munkájukban rövid (14 napos) és hosszabb távú (56 napos) 

kezelésben, szervekre bontva is vizsgálták DIGE-n a Cd-ra adott reakciót. A levelekben egyes 

stresszfehérjék, pl. hısokk proteinek, proteinázok és PR fehérjék mennyiségének növekedését 

találták, s a növény-patogén kölcsönhatásból ismert HR-hez jelentısen hasonló válasz indukálódott. 

A gyökérben jelentısebb volt a kadmium anyagcserére gyakorolt károsító hatása, itt számos tipikus 

stresszfehérje, pl. a hısokk-fehérjék mellett GST korai, erıteljes indukcióját figyelték meg, míg a 

primer metabolizmus (pl. glikolízis, Calvin-ciklus, N- és S-anyagcsere) fehérjéinek mennyisége 

komoly csökkenést mutatott. A glutation-metabolizmus enzimeit tekintve, a glutation-reduktáz és 
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aszkorbát-peroxidáz gátlását a levélben figyelték meg, míg a glutation-S-transzferáz aktivitása (és 

mennyisége) a gyökérben mutatott emelkedést. 

Az élelmezési és takarmányozási szempontból nélkülözhetetlen egyszikőek kadmium-

szennyezésre adott válaszának proteomikai elemzése sem sokat váratott magára: Rizs 

csíranövények totál protein mintázatát érintı változásait átmeneti, tömény (0,2-1 mM) kadmium 

kezelésre tesztelve Ahsan és mtsai (2007) 21, legalább 1,5-szeres indukciót mutató fehérjét 

azonosítottak 2D-PAGE-t követı MALDI-TOF eljárással. melyek közt a védekezés és 

méregtelenítés, antioxidáns és fehérje bioszintézis és csírázási folyamatok szereplıi is elıfordultak. 

Szélesebb [Cd2+] tartományban (0.1 µM - 1 mM), s a gyökérben vizsgálódva érdekes kettısség is 

megfigyelhetı volt a tiol-peptidek és fehérjék válaszában: míg az alacsonyabb koncentrációnál a 

Cd2+ fıként a glutation-szint növekedését és védekezési mechanizmusokat aktivált egyes 

transzporterek és az oxidatív károsodást szenvedett fehérjék lebontásában közremőködı proteinek 

indukciója révén, addig nagyobb töménységnél a PC3 fitokelatin-szintézissel együtt inkább egyes 

szabályzófehérjék és számos metabolikus enzim expressziója volt bizonyítható (Aina et al. 2007). 

Búza csíranövényeken végzett Cd- és Hg-stressz ill. triklórbenzén (TCB)-kezelés levélre gyakorolt 

hatását vizsgálva Ge és mtsai (2009) azt találták, hogy mindhárom stresszfaktor vízhiányhoz és 

protein-foszforilációt is kiváltó lipid-foszforilációhoz vezetett. Míg azonban a Hg2+ a protein 

szintézist általánosan gátolta a levélben, addig a Cd2+ és a TCB egyértelmően fehérje indukciót 

eredményezett. Az indukált proteinek közt a Met-anyagcserében, a RuBisCO módosításában, a 

protein foszforiláció szabályzásában, a fehérjék megfelelı térszerkezetének védelmében, H+-

transzmembrán-transzportban közremőködı fehérjék, továbbá az etilén stressz-szignált, egyes 

sejtfalkomponenseket és más, a védekezésben ismert szerepő másodlagos anyagcsereterméket 

szintetizáló enzimek is szerepeltek. 

 

A növények stressztoleranciájának egy érdekes aspektusa szimbionták lehetséges óvó 

szerepe a kadmiummérgezés hatásai alól. Repetto és mtsai (2004), Cd-érzékeny borsófajták 

gyökerén Glomus endomikorrhizát fejlesztve azt találták, hogy a kontroll mérgezettekhez képest a 

nehézfémmel kezelt, de gombával már kolonizált gyökerek növekedésének gátlása egészen 

visszafogott volt, valamint több, kadmium-függı kifejezıdést mutató növényi fehérje is 

megváltozott expresszióval reagált a szimbionta gombapartner jelenlétéhez köthetıen. A Glomus 

fajok arbuszkuláris mikorrhizát képzı kolonizációja a gyökérproteoma-mintázat analízise alapján 

hasonló eredményre vezetett kadmium-kezelt Medicago-ban is (Aloui et al. 2008). Több Paxillus 

törzzsel kolonizált, füzeken (Salix × dasyclados) végzett fitoextrakciós vizsgálatok ugyanakkor azt 

mutatják, hogy egyes ektomikorrhizát képzı gombafajok a nehézfém-ion függvényében is változó 

elıjellel befolyásolhatják a felszívódást és a gazdaszervezeten belüli nehézfémeloszlást. Ren és 
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mtsai (2006) kadmiummal stresszelt rozson végzett kutatásai pedig arra utalnak, hogy endofiták 

jelenléte egyes esetekben az akkumulációt is egyértelmően segítheti. 

A nehézfém-stresszek kapcsán végzett, egyelıre szerény, szervre specifikált növényi 

proteomikai analízisek többségét a gyökér- illetve ritkábban a levél totál proteoma analízisek 

foglalják el. A kadmium indukálta növényi válasz azonban szerv- és szövetszinten nyilvánvaló 

eltéréseket mutat, mind a károsodás jellege, mind pedig a védekezést szolgáló stratégiák 

tekintetében. Elıbbiekre jó példa a hajtás epidermiszének nekrotikus tünetei a rhizodermis 

megnövekvı lignifikálódásával szemben, vagy a fitokelatin és szerves sav tartalom, ill. antioxidáns 

enzimrendszer egyes képviselıinek hajtás és gyökér közti eltérı megoszlása ill. indukálódása 

árpában (Jócsák et al. 2010; Hegedős et al. 2001). Kadmium-kezelt zsázsa csíranövény hipokotilja 

és sziklevelei, ill. mag és maghéja fehérjemintázatában szintén eltéréseket mutatott (Gianazza et al. 

2007). Mindezek alapján joggal várható, hogy a különféle sejtkompartimentumok fehérje-

mintázatában, beleértve ebbe a sejtközötti álllományt is, eltérések mutatkoznak (Vitória et al. 2006). 

 

2.1.2.3 Nehézfémek hatása a sejtközötti állományba kiválasztott fehérjékre  

A nehézfémekre vagy egyéb, metalloid ionokra adott apoplasztikus válaszban egyelıre az 

exudátumok metabolit vonatkozása terén rendelkezünk szélesebb ismeretekkel (Guo et al. 2007, 

Horst 2007). Mivel a lignifikálódás, sejtfal-keresztkötések és a reaktív oxigénformák a kadmium-

stresszben különös jelentıséggel bírnak (Chen és Kao 1995, Erdeli et al. 2004, Metwally et al. 

2005), ezért a sejtfalhoz eltérı kötıdést mutató, savas és bázikus intercelluláris fehérjék közül 

egyelıre leginkább a reaktív oxigéngyökök elıállításában, átalakításában ill. eliminálásukban 

közremőködı, különféle szubsztrátokra specifikus ill. aspecifikusabb peroxidázok és oxidázok 

képviselıinek elıfordulását, aktivitását és idıbeli indukcióját vizsgálják (Fecht-Christoffers et al. 

2003a, Huttová et al. 2006, Tamás et al. 2007, Verma et al. 2008, Zhang et al. 2009). A témát 

érintı eddigi munkákat a 4. táblázatban tekintjük át. 

A táblázat jól érzékelteti, hogy amíg a nem esszenciális nehézfémek, így a Cd-apoplasztfehérjékre 

gyakorolt hatását is (pár kivételtıl eltekintve) elsısorban a gyökér különbözı sejtfalfrakcióinak 

elemzésén keresztül és fıként a redoxi aktivitású enzimfehérjékre koncentrálva végzik jelenleg, 

addig egyéb, pl. mikroelemként is funkcionáló fémionok (pl. Cu2+, Mn2+) toxicitásának vizsgálatába 

már a földfeletti szervek (jórészt a levél) intercellulárisait is jobban bevonják (Zhang et al. 2008, 

2010, Fecht-Christoffers et al. 2003a) és az adott ionra érzékeny apoplasztfehérjék vizsgálatában 

már az átfogóbb, komplex fehérjemintázati változások alkalmas proteomikai metodika is 

megjelenik (Fecht-Christoffers et al. 2003b, Alves et al. 2006). 
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4. táblázat: A nehézfém- vagy metalloidstressz kapcsán ezidáig publikált, megváltozott expressziót ill. 
aktivitást mutató apoplaszt-fehérjék analíziseinek áttekintése (részleteket ld. a szövegben). 

 

Növényfaj Kezelés Lokalizáció Fehérje Hatás jellege (+) / (-) Hivatkozás 

árpa  
(H. vulgare)  
cv. Jubilant 

[Cd2+] 
gyökér 
apoplaszt 
I-V. frakció 

peroxidáz (POD) 
izoenzimek 

gátlás (I-IV) és 
aktivitásnövekedés 
többféle savas és 
bázikus izoformán 
(V, I, II, III) 

Huttová et al. 
2006 

árpa  
(H. vulgare) 
 cv. Jubilant 

[Cd2+] 
0-2 mM 

gyökér 
apoplaszt 
I-IV. frakció 

aszkorbát-oxidáz 
(AO) izoenzimek 

gátlás >> aktiválás 
savas és bázikus 
izoformák (II-III) 

Tamás et al. 
2006 

árpa  
(H. vulgare)  
cv. Jubilant 
 

[Cd2+] 
ill. egyéb 
abiotikus 
stresszorok  

gyökér 
apoplaszt, 
sejtfal és 
intracelluláris 
frakciók  

peroxidáz (POD) 
izoenzimek 

egy bázikus POD (pI ~9) 
erıteljes indukciója a 
gyökércsúcsban, más 
izoformák inhibíciója 

Tamás et al. 
2007 

mustár  
(B. juncea)  
cv. Varuna 

[Cd2+] 

0-200 µM 
gyökér 
apoplaszt 

peroxidáz (POD) 
izoenzimek 

ionosan kötött: (+) 
oldékony típus: (-) 

Verma et al. 
2008 

mungóbab 
(Phaseolus 
aureus) 
 és lóbab 
(Vicia faba) 

[Cd2+] 

100 µM 

levél 
apoplaszt vs. 
szimplaszt 

SOD 
APX 
POD 
(NADPH oxidáz) 

kontroll aktivitás és 
indukcióbeli eltérések az 
eltérı toleranciájú 
fajokban 

Zhang et al. 
2009 

szója (G. max) [Al3+] gyökércsúcs egy 97 kDa protein csökkenı mobilitás 
Kataoka et al. 
2003 

vegyes erdei 
flóra 

[Al3+] 
rizoszféra, 
talajoldat 

8 féle szén-
mineralizáló enzim 

precipitáció 
Scheel et al. 
2008 

szálkamenta 
(Elsholtzia 
haichowensis) 

[Cu2+] 

100 µM 

gyökér  és 
levél 
apoplaszt vs. 
szimplaszt 

CAT, SOD 
APX 
(G)POD 
(NADPH oxidáz) 

Cu-Zn SOD és GPOD 
indukciója 

Zhang et al. 
2008, 2010 

spenót  
(S. oleacea) 

[Ag+], [Hg2+], 
[Cu2+] 

levél 
apoplaszt 

2-2 savas pH opt.ú 
galaktozidáz és 
arabinofuranozidáz 

gátlás 
Hirano et al. 
1994 

szója  
(G. max) 

[Al3+] gyökércsúcs egy 97 kDa protein csökkenı mobilitás 
Kataoka et al. 
2003 

erdei flóra [Al3+] 
rizoszféra, 
talajoldat 

8 féle szén-
mineralizáló enzim 

precipitáció 
Scheel et al. 
2008 

tehénborsó 
(V. unguiculata) 
cv. TVu 91 / 
1987 (érzékeny 
és toleráns) 

[Mn2+] 
levél 
apoplaszt 

izoenzimek: 
 
peroxidáz (POD)  
GR 
MDHAR 

erıteljesebb 
aktiválódás: 
- szenzitív vonalban 
- szenzitív vonalban 
- mindkét vonalban 

Fecht-
Christoffers et 
al. 2003a 

tehénborsó 
(V. unguiculata) 

[Mn2+] 
levél 
apoplaszt 

peroxidázok (PR9) 
PR1, PR2, PR3, 
PR5  

indukálódás 
Fecht-
Christoffers et 
al. 2003b 

csillagfürt 
(L. albus) 

B-hiány 
levél 
apoplaszt 

PR1, PR2, PR5, 
PR8, 
expanzinszerő 
fehérje 

indukálódás 
Alves et al. 
2006 
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Huttová és mtsai (2006) az árpa gyökér sejtfalának fehérjéit az egyre gyengülı kötıerı szerint öt (I-

V) frakcióra bontva, peroxidáz (POD) izoenzimek aktivitása és 1D-fehérjemintázata szintjén 

vizsgálták a kadmium-stressz hatását,. Az aktivitás-assay-ek erıs (I), majd egyre gyengülı gátlást 

mutattak (II-IV) a sejtfaltól távolodva, az V., gyenge kötıdéső frakcióban viszont ezzel egyidıben 

intenzív aktivitásnövekedés volt tapasztalható. A savas és lúgos, natív PAGE-hez kötött gélekben 

végzett gvajakol-peroxidáz assay-ek révén ugyanakkor, még a gátolt aktivitású régiókban is 

izoperoxidázok megnövekvı aktivitását lehetett megfigyelni: (I): egy savas izoenzim gátlása mellett 

két bázikus izoforma aktiválása; (II és III): további két bázikus és egy savas POX aktiválása; (V): 

erısen aktiválódó bázikus izoforma jelenlétét tapasztalták. 

Az elıbbi munkacsoportban vizsgálták továbbá az apoplasztikus és sejtfali aszkorbát-oxidáz (AO) 

enzimek különféle izoformáinak aktivitásváltozását is az I-IV. (extracelluláris, oldékony, sejtfal- és 

membránkötött) frakciókban (Tamás et al. 2006). A normál körülmények közt a II. frakcióban 

leginkább aktív enzimtípust a magas Cd-koncentráció minden frakcióban gátolta, de két savas és két 

bázikus izoenzim csökkent aktivitása mellett egy újabb, bázikus izoforma aktivitása vált 

kimutathatóvá (II. és III. frakciók). Mivel az AO enzimeket – a plazmamembrán 

elektrontranszportban, a sejtmegnyúlásban, a sejtfal anyagcserében és az oxigén-elérhetıség 

szabályzásában végzett szerepük miatt – a növekedés egyik kulcsenzimeiként tartják számon, 

valószínő, hogy az árpa gyökerének kadmium okozta csökkent gyarapodásában erıteljes szerepe 

lehet egyes apoplasztikus aszkorbát-oxidáz izoenzimek gátlásának (Tamás et al. 2006).  

Mustár csíranövények és 3-4 leveles állapotú egyedek kadmiumterhelését vizsgálva, szintén 

eltérésekrıl számoltak be a különbözı kötıdéső gyökér sejtfal fehérjefrakciók aktivitása terén 

Verma és mtsai (2008). Megfigyeléseik szerint az ionosan kötött POD-ok enzimaktivitása, a 

emelkedı kadmium- (és réz-) koncentrációval párhuzamosan növekvı H2O2 szintjével közvetlen 

pozitív korrelációt mutatott, a szolubilis POD frakcióban azonban, bár csak a csíranövények 

szintjén, csökkent aktivitás volt megfigyelhetı (50-100 µM).  

Tamás (2007) továbbá, összehasonlító jelleggel is vizsgálta a peroxidázok aktivitását különféle 

abiotikus stresszorokkal (Al, Co, Cu, Hg; szárazság, só, hı és hideg), továbbá POD aktiváló (2,4-D) 

vagy gátló (SHAM), ill. H2O2-dal vagy peroxidnyelı (DTT) komponensekkel kezelt árpagyökerek 

apoplasztjának összevetésével. A bázikus peroxidázok között, kadmium stresszre specifikusan egy 

csak a gyökércsúcsban szekretálódó peroxidáz izoforma (pI ~9) kifejezıdését igazolta, míg ezzel 

egyidejőleg további izoformák aktivitásában a nehézfém jelenlétével összefüggésben csökkenést 

tapasztalt. A Tamás és mtsai (2007) által vizsgált bázikus peroxidázok lokalizációjának elemzése 

ugyanakkor, savas peroxidázokkal végzett korábbi vizsgálatokhoz (Ros Barceló et al. 1989) 

hasonlóan arra hívja fel a figyelmet, hogy egy-egy izoforma jelenléte akár több apoplasztfrakcióra 

is kiterjedhet. Mivel pedig a sejtmegnyúlás folyamatát vizsgáló, utóbbi munkából az is 
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bizonyíthatóvá vált, hogy egy-egy izoforma apoplasztfrakciók közti megoszlására is hatást 

gyakorolhat a növény élettani állapota (Ros Barceló et al. 1989), az is feltételezhetı, hogy nemcsak 

normál differenciációs folyamatok, hanem egyes stresszhatások (köztük nehézfémek) is képesek ily 

módon (is) szabályozni az extracelluláris tér redox folyamatait. 

 

A peroxidáz aktivitásvizsgálatok során kadmium kezelt gyökérmintákban is gyakran léptek fel 

látszólagos anomáliák, amikor kezelés, növényfaj, sıt akár kivonási mód vagy aktivitás assay 

függvényében egyes esetekben aktivitásnövekedést (Chen és Kao 1995; Schützendübel et al. 2001, 

Chaoui et al. 2004; Erdeli et al. 2004; Metwally et al. 2005; Singh et al. 2006), máskor gátlást 

(Chen et al. 2003, Ranieri et al. 2005) figyeltek meg, sıt gyakran semmiféle változás sem volt 

kimutatható (Chaoui et al. 1997, Hegedős et al. 2001, Pál et al. 2005). Egyes esetekben a 

változatlan aktivitásúnak tőnı kivonat in gel assay-ben mégis eltéréseket mutatott (Tamás et al. 

2007). Mindez jól példázza, hogy a nehézfém-stressz kapcsán potenciálisan közremőködı, számos 

anionos és kationos jellegő, különféle mérettartományba sorolható izoenzim mélyebb tipizálására 

égetı szükség volna (Tamás et al. 2007). Meglehetısen széles szubsztrát-specificitásuk, továbbá 

eltérı aktivitásbeli és expressziós érzékenységük miatt jellemzésük ugyanakkor a szekvenciális 

azonosítást sem nélkülözheti, emiatt pedig, a fehérje-szintő validáláshoz az itt feltárt peroxidázok 

körében is elengedhetetlen volna a proteomikai közelítés. 

Egyéb fémionok intercelluláris fehérjékre gyakorolt hatásainak vizsgálatában globálisabb, 

rendszer szintő megközelítést keresve Fecht-Christoffers és mtsai 2003-as, tehénborsó levél 

apoplasztján végzett újabb proteomikai tanulmánya tekinthetı ezidáig a legátfogóbbnak. Míg egy 

korábbi tanulmányukban a klasszikus vonalat követve POD, GR és aszkorbát regenerálását végzı 

enzimek aktivitását tanulmányoztak a rendszerben (Fecht-Christoffers et al. 2003a), ebben a 

mangán-mérgezéshez kötıdıen, több, eltérı indukciójú és specificitású peroxidáz azonosítása 

mellett, a BN-/SDS-PAGE és IEF/SDS-PAGE gél-alapú elemzésükben azonosított 21 ill. 42 fehérje 

közt olyan fehérjék jelenlétét is bizonyították, amelyek komoly hasonlóságot mutatnak egyes 

sebzés-indukálta és más, patogenezissel kapcsolt (PR) fehérjékkel, így pl. glükanázokkal, 

kitinázokkal, sebzés-indukálta és thaumatinszerő fehérjékkel, valamint a PR1 család képviselıivel. 

Mivel pedig a kadmium egyéb, esszenciális ionok, köztük a bór felvételét is képes megzavarni, a 

témában, közvetve említésre méltó az a proteomikai tanulmány is (Alves et al. 2006), amely a Cd-

stressz esetében is számottevı bórhiány hatását vizsgálta a levél apoplaszt szolubilis fehérjéire. A 

munka azzal az eredménnyel zárult, hogy az eltérınek talált 23 fehérjefoltból azonosított 9 protein 

közt PR1-szerő, béta-1,3-glükanáz, III osztályú kitináz, thaumatin-szerő, és egy expanzin jellegő 

fehérjét is sikerült azonosítaniuk, amelyek a védekezésben is közismertek. S amíg a legtöbb hasonló 

expressziót mutatott vízhiány esetében is, egy PR1 fehérje de novo expresszálódónak bizonyult. 
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A nehézfém-stresszek egy speciális aspektusa, hogy az apoplaszt fehérjekivonatokban egyes 

esetekben a fehérjekoncentráció csökkenése vagy növekedése, ill. bizonyos fehérjék hiánya 

figyelhetı meg (Blinda et al. 1997, Kataoka et al. 2003). Ezzel kapcsolatban felmerül a kérdés, 

hogy a jelenség hátterében az egyes szekretált fehérjék mobilitásának vagy expressziós szintjének 

megváltozása vagy esetleg a proteolitikus aktivitás módosulása áll-e az apoplasztban. A kérdés 

azért is jogos, mert a Cd-stressz hatására peroxidázok jelennek meg, melyek számos képviselıje a 

sejtfalszerkezet erısítésére (Lagrimini et al. 1997), míg mások annak fellazítására képesek (Liszkay 

et al. 2003), valamint ismeretes, hogy kadmium hatására a membrán-integritás is sérülhet (Fodor et 

al. 1995, Tamás et al. 2006). Kataoka és mtsai (2003) alumíniummérgezés kapcsán egy nagy 

molekulatömegő (97 kDa) protein csökkenı mobilitását és a sejfal bizonyos elemeihez való erısebb 

kötıdését bizonyították szója gyökércsúcsban, Scheel és mtsai (2008) pedig további nyolc, a szén 

mineralizációjában is szerepet játszó (kitináz, cellobiohidroláz, glükozidáz, glükuronidáz, lakkáz és 

xilozidáz aktivitású) extracelluláris enzim precipitációját észlelték Al3+ jelenlétében a talajoldatban.  

Blinda és mtsai (1997) viszont árpalevélben a Ni-, Zn- és Cd-stressz kapcsán kinyerhetı, 

megnövekedett apoplasztikus fehérjemennyiség elsıdleges okát a de novo protein-szintézissel 

magyarázták, nem tulajdonítottak jelentıséget a sejtfalszerkezet megváltozásából eredeztethetıen 

esetleg gátolt immobilizációnak, és nem találtak különbséget a kezelt és a kontroll növények 

apoplasztjának (amúgy minimális) proteáz aktivitásában sem. Hirano és mtsai (1994) ugyanakkor 

spenótlevélbıl két-két olyan, savas pH optimummal rendelkezı galaktozidáz és arabinofuranozidáz 

izoformát izoláltak, melyek aktivitása érdemi nehézfém-érzékenységet mutatott, s amelyek így, 

gátolt aktivitásuk révén közvetve mégis hozzájárulhatnak a sejtfal rigiditás növekedéséhez. 

 

2.2 AZ APOPLASZT 

 

A növény stresszre adott válaszának sokrétősége nemcsak az egy-egy stresszor által befolyásolt, 

párhuzamos vagy éppen szekvenciálisan zajló, gyakran egymásra épülı vagy legalábbis egymásra 

hatást gyakorló anyagcsere-folyamatok sokféleségét rejti az egyedben, hanem azt a tényt is, hogy 

ezen reakciók nemcsak sejtes, hanem szöveti és szervi tekintetben is változatos színtereken zajlanak 

a szervezetben. Egy vizsgált növényi régió bizonyos stresszorra való érzékenysége (annak adott 

fokú sebezhetısége mellett) az adott stressz érzékelésének, a jel továbbításának és a válasz során 

indukálódó, specifikus vagy általánosabb reakcióknak az eltérı lehetıségét is magába foglalja, s 

egyúttal a hatékony kifejezıdés és lezajlás korlátait is meghatározza az adott térrészben.  
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A növény több szervet is átívelı sejtközötti állománya, amely azonban eredetét tekintve alapvetıen 

a konkrét szövet sejtes állománya által fenntartott és meghatározott, nem egyedül a sejtes 

állományra jellemzı reduktív közeg hiánya vagy pl. az alapvetıen eltérı, savasabb kémhatás 

viszonyok tekintetében képes speciális reakciók helyszínévé válni. Abban az értelemben is 

egyedinek tekinthetı, hogy áramlásviszonyainak speciális, de szabályozott volta révén a különféle 

folyamatok dinamikus összehangolásában közremőködik a szervek közt. Emellett speciális, 

perifériás elhelyezkedése révén a külsı közeg és a szervezet közti kommunikációban 

határfelületként is hatékonyan segédkezhet, ezúton is biztosítva a szervezet koordinált mőködését. 

A vizsgálatba vont levélrozsda kórokozója és a kadmium, mint stressztényezık által generált, 

fehérje szinten mutatkozó stressszválaszokat erre a speciális növényi közegre szőkítve végeztem. Ez 

indokolja az intercelluláris állomány alábbi, részletesebb bemutatását. 

 

Apoplasztnak nevezzük a növényi szövetek sejten kívüli részét a sejtfallal együtt, míg a 

plazmamembránon belüli alkotórészeket együttesen a szimplaszthoz soroljuk. Az apoplaszt tehát a 

sejtfalat, az intercelluláris tereket és egyéb komponenseket magába foglaló, speciális közeg, 

amelyben érzékeny, dinamikus változások zajlanak a növekedéshez és fejlıdéshez, illetve a 

környezeti alkalmazkodáshoz kötıdıen (Dietz 1997, Pignocchi és Foyer 2003). 

Az apoplaszt a növényi szövetek térfogatának legfeljebb 5 %-át teszi ki a föld feletti szervekben 

(Steudle et al. 1980, Parkhurst 1982) és a gyökérkéregben (Vakhmistrov 1967). Számtalan 

makromolekula (pl. szénhidrátok, fehérjék, lignin), valamint kisebb szerves és szervetlen 

komponens és gázok elegye. Anyagtartalmát a xilembıl származó import, a sejtek adszorpciója és a 

floembe továbbított export mindenkori egyensúlya határozza meg (López-Millán et al. 2000). A 

térfogat kicsinysége miatt az áramlásokban bekövetkezı, viszonylag csekély módosulás is komoly 

változásokhoz vezethet az apoplaszt összetételében. 

A sejtközötti állomány a szervetlen ionok és szerves metabolitok nagy sokféleségét, így szerves 

savakat (Gabriel és Kesselmeier 1999), mint pl.aszkorbátot (Polle et al. 1990, Luwe et al. 1993), 

aminosavakat és egyéb N-tartalmú komponenseket, hormonokat illetve cukrokat (Hsu et al. 1984, 

Tetlow és Farrar 1993) is tartalmaz. Enzimekben (Li et al. 1989, Pinedo et al. 1993) és más 

létfontosságú fehérjékben való viszonylagos gazdagsága alapozza meg sokrétő szerepkörét. 

Szerepet játszik a növekedési és differenciálódási folyamatokban (Regalado és Ricardo 1996, Dani 

et al. 2005), így a sejt megnyúlásos növekedésében, a sejtadhézióban, sıt a sejtosztódást is 

befolyásolja (Takeda et al. 2003). Emellett a víz és az ásványi tápelemek ill. egyéb kismolekulák és 

asszimilátumok szállításában (Nielsen és Schjoerring 1998, Chikov és Bakirova 2004, Sattelmacher 

és Horst 2007), a raktározásban és méregtelenítésben is fontos feladatai vannak (Starrach és Mayer 

1989, Wolf et al. 1990, Zhang et al. 1991, Brune et al. 1994). A jelátvitelben betöltött kiemelkedı 
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szerepét a környezet és a protoplaszt közti speciális, összekötı szerepe biztosítja (Hartung et al. 

1992, Sakurai 1998). 

Különféle környezeti hatásokra az apoplaszt anyagcsere-folyamataiban érzékeny változások 

következnek be, mely a fehérjemintázat dinamikus megváltozásában is tükrözıdik. Mint a káros 

hatások érzékelését végzı és azok eliminálásába is bekapcsolódó elsıdleges védelmi vonal, a 

növényi stresszkutatások kiemelt célpontja. Proteomikai analízisét vélhetıen mindössze pár száz 

fehérjét magába foglaló fehérje-sokfélesége jelentısen megkönnyíti. Mivel biotikus és abiotikus 

stresszvizsgálataimat a levél sejtközötti állományába szekretált szolubilis fehérjefrakció változásaira 

koncentrálva végeztem, az alábbiakban rövid áttekintést adok az apoplasztban eddig ismert fehérjék 

változatosságáról és a bizonyítottan, érdemi közremőködésükkel lebonyolított stresszválaszokról. 

2.2.1 Az apoplaszt proteomikája és stresszválasza 

Az apoplaszt protein profiljának megváltozását a környezettel való kölcsönhatás folyományaként 

számos abiotikus és biotikus stressz tényezı indukálhatja (Sattelmacher 2001). Így pl. ozmotikus 

stressz (Marshall et al. 1999), szárazság és sóstressz (Ramanjulu et al. 1999 és Zhu et al. 2007, 

Dani et al. 2005, Zhang et al. 2009, Guo és Song 2009), nehézfém toxicitás (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 

támadása (Van der Westhuizen és Pretorius 1996, del Carmen Córdoba-Pedregosa et al. 2003) 

kapcsán is kimutatták változásait.  

Az apoplasztban potenciálisan elıforduló fehérjék száma valójában nehezen felmérhetı. 

Általánosan elfogadott, hogy egy adott élettani állapotban az apoplaszt legfeljebb néhány százféle 

fehérjét tartalmaz (Lee et al. 2004, Wen et al. 2007). Az egyre gyarapodó, befejezett genom 

projektek ennél jóval nagyobb potenciális sokféleségre engednek következtetni. Az Arabidopsis 

thaliana genom ismeretében, 2006-ban nagyságrendileg harmincezer (egészen pontosan 33 809), 

feltételezhetıen szekretált polipeptidet kódoló nyílt leolvasási keretet azonosítottak, melyek közül 

microarray adatok alapján sok ténylegesen is kifejezıdik (Lease és Walker 2006). Más kutatások 

alapján közel 5000 proteinrıl feltételezhetı, hogy a szekretált fehérjékre jellemzı, az endomembrán 

rendszerben lehasadó N-terminális szignál peptidet hordoz (Bendtsen et al. 2004a), s ezek közül kb. 

1500-at kifejezetten a sejtfallal asszociált szerepkörben tartanak számon (Bendtsen et al. 2004b, de 

Jong et al. 2006, Somerville et al. 2004). 

A valós nagyságrend felmérésének egyrészt technikai problémák szabnak korlátot. Az 

intercelluláris fehérjék kinyerésére alkalmazott eljárások mindegyike magában hordozza a profil-

szőkülés és a kontamináció lehetıségét (Jamet et al. 2008, Borderies et al. 2003), amely fıként a 

különféle sejtfalkomponensekhez más-más affinitással és kémiai kölcsönhatással kötıdı sejtfal-
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proteinek esetében jelent komoly veszélyt (Robertson et al. 1997). Az elıbbi problémákat a 

szeparálásra és azonosításra választott tömegspekrometriai módszerek egyéni lehetıségei és korlátai 

(pl., erısen bázikus és hidrofób proteinek rossz elválaszthatósága, szőkebb dinamikus felbontás 2D-

PAGE-n vs. MudPIT; emésztés, ionizáció és detektálás típusai MS-ben) csak tovább erısítik. A 

problémák másik oldalát a biológiai információhiány jelenti, amennyiben az átfogó screenelés 

alapjaként szükséges genomi adatbázisok jelentıs szekvenciális és annotációs hiányosságokkal 

rendelkeznek, illetve az is probléma, hogy az ezekre épülı bioinformatikai eszközök többsége, így a 

fehérje lokalizációját annak szerkezetébıl vagy szekvenciájából levezetı, különféle 

algoritmusokkal dolgozó predikciós programok (pl. TargetP, SignalP - Emanuelsson et al. 2007), 

vagy a funkcionális hálózatokat építı alkalmazások (pl. AtPID) szintén csak korlátozott, statisztikai 

biztonságot nyújthatnak (Nielsen et al. 1997, Antelmann et al. 2001). 

Az apoplasztban eddig azonosított fehérjék közül eddig csak kevéshez köthetı konkrét biológiai 

funkció, számos esetben viszont az is bizonyított, hogy multifunkciós fehérjék is szekretálódnak 

(Segarra et al. 2003). Emellett, mostanában egyre nı az arra utaló bizonyítékok köre, hogy a 

növény a különféle fejlıdési és egyéb fiziológiai folyamatainak befolyásolására fehérje jellegő, 

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

így pl. a sziszteminnel analóg Hyp-gazdag glükopeptideket (Pearce és Ryan 2003), 

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

2000) vagy egy öninkompatibilitásban közremőködı (S-lókusz) Cys-gazdag proteint (Schopfer 

1999), így az apoplasztban betölthetı fehérje-szerepkörök száma egyre csak bıvülni látszik.  

A. B. 

6. ábra: A.) Az apoplaszt normál élettani szerepköre az elsıdleges sejtfal szintézise ill. átalakítása 
példáján; B.) A kórfolyamatokkal kapcsolt szekréciós válasz a gombafertızések példáján. 
XDP: cukor-nukleotid(ok); GIP: endo-β-1,3-glukanáz inhibitor protein, PGIP: poligalakturonán-inhibitor 
protein; XGIP: xiloglukán endoglukanáz inhibitor protein (Forrás: 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 több fajnál is folyik napjainkban. Haslam és mtsai 2003-

ban Arabidopsis thaliana, Oryza sativa és T. aestivum (cv. ’Paragon’) fajokban totál levélkivonat és 

apoplaszt szolubilis frakcióinak összehasonlító 2D-PAGE fehérjemintázatát publikálták, az elsı két 

fajra nézve számos fehérje MS-azonosításával is kiegészítve (lúdfőben 25-bıl 14 (56 %), míg 

rizsben 23-ból 9 esetben (39 %) sikerrel). A mintázatok összevetésébıl taxon-specifikus eltérések 

és rokon fajokban mutatkozó hasonlóságok egyaránt bizonyíthatók voltak. A lúdfőben és rizsben 

azonosított, dominánsabb proteinek közt a fejlıdésben (sejtosztódás/sejtmegnyúlás – pl. aszkorbát-

oxidáz) ill. a patogén elleni védelemben szereplı (germin-szerő proteinek, különféle glüko-

hidrolázok, taumatinszerő proteinek, szubtilizinszerő proteinázok, malát-dehidrogenáz (!)), 

valamint a szignalizációban (Ser-karboxipeptidáz, Ser/Thr-protein kináz) és a tápelem-

asszimilálásban (nitrát-reduktáz) közremőködı fehérjéket azonosítottak. 

Soares és mtsai 2007-ban közölték a Medicago truncatula levél apoplasztjának (2-DE – 

MALDI-TOF/TOF alapú) fehérjetérképét, amelyben 300-at meghaladó, az intercelluláris 

folyadékban jelenlévı (220) ill. a sejtfalhoz ionosan kötıdı (84) protein reprezentatív jelenlétét 

bizonyították. Arabidopsis és Medicago gyökér apoplasztjának térképezésében, összehasonlító 

jelleggel a 2-DE, LC-MS/MS és a MudPIT technológia is szerepet kapott (Basu et al. 2006) 16 ill. 

52 fehérje azonosításával, szignál-peptid hasítóhely ill. transzmembrán domének ill. horgonyok 

szőkítésével. A funkcionális osztályozásban glikozid-hidrolázok, tripszin/proteáz inhibitorok, 

plasztocianin-szerő domének, Cu-Zn szuperoxid-diszmutázok, gamma-tioninok (PR12), taumatinok 

(PR5), ubiquitinek, proteáz inhibitor/mag raktározó/lipid transzfer fehérjék, transzkripciós 

faktorok(!), III osztályú, szekréciós peroxidázok, és novena bázikus szekréciós fehérjék (BSP) 

egyaránt szerepeltek. 

Rizsben fıként a levél és sejtkultúrák szekretált fehérjefrakciójának azonosítása zajlik (Jung et 

al.2008, Chen et al. 2008, Chou et al. 2009). Búza esetében ugyanakkor nem véletlen, hogy MS-sel 

kombinált proteomikai alapon mindmáig nem született átfogó apoplaszt referenciatérkép, s Haslam 

és mtsai (2003) számos rizs ill. lúdfő apoplasztfehérje MS-azonosításával szemben Triticum 

esetében még mindig csak mintázat-szintő összevetésre vállalkoztak – annak ellenére, hogy a búza 

2D-PAGE alapú referenciatérképezése már a ’80-as évek közepén megindult, cv. ’Little Club’ 

fajtán (Holden és Rohringer 1985a,b). Míg azonban akkoriban fıként a korai tömegspektrometriai 

módszerek korlátainak volt köszönhetı, hogy a kiváló, szisztematikus munka az elválasztott 

apoplasztfehérjéket elsısorban csak glükoprotein-jellegük ill. feltételezett peroxidáz és különbözı 

specificitású (arabino-, fuko-, galakto-, N-acetil-galaktózamino-, manno-, xilo- és glüko-

sztereoizomereket hasító) glükozidáz enzimaktivitásuk szintjén jellemezhette, mára sokkal inkább 
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az adatbázis-hiányosságok és a genomi térképezés elhúzódása állják útját egy áfogóbb projektnek, 

így a megfelelı fajtaválasztás is elengedhetetlen volna a sikerhez. 

Arabidopsis-ban, a sejtszuszpenziós kultúrákból (Robertson et al. 1997, Chivasa et al. 2002, 

Borderies et al. 2003, Bayer et al. 2006); tılevélrózsából (Boudart et al. 2005); hipokotilból (Feiz et 

al. 2006); virágzó szárból (Minic et al. 2007); és sejtfal-regeneráló protoplasztokból (Kwon et al. 

2005) proteomikailag azonosított extracelluláris fehérjék funkciójuk szerint a következı 

csoportokba sorolhatók: (1) szénhidrátokon ható fehérjék (glikozil-hidrolázok, észterázok és liázok, 

expanzinok); (2) oxido-reduktázok (peroxidázok és egyebek); (3) proteázok; (4) kölcsönható 

doménő fehérjék (szénhidrát- és fehérjekötı típusok); (5) szignalizációban szereplık; (6) 

sruktúrfehérjék; (7) multifunkciós fehérjék; (8) ismeretlenek (Boudart et al. 2007). 

Az analízisek egyik fontos üzenete, hogy az egyes fajok rendkívül eltérı, azaz specifikálódásra is 

lehetıséget adó extracelluláris proteinmintázattal rendelkeznek (Haslam et al. 2003, Robertson et 

al. 1997), de az is kiderült, hogy a szövettenyészetben vagy sejtszuszpenzióban nevelt és a 

természetes szöveti differenciációt mutató szervekbıl izolált apoplasztfehérjék mintázata között 

minimális az átfedés (Jung et al. 2008). Így, bár a sejtszuszpenziós technológia számos elınnyel 

rendelkezik a kezelhetıség terén, sıt, különféle hormonális szignálokkal és egyéb elicitorokkal 

számos differenciálódási program vagy éppen szignáltranszdukciós útvonal indukálható egyszerő 

módon a tenyészetben, az abban nyert eredmények csak fenntartásokkal és kiegészítı jelleggel 

hasznosíthatóak.  

2.2.2 Apoplaszt proteoma-adatbázisok 

A növényi sejtfal proteoma, legalábbis a megszekvenált genomú fajok terén mára olyannyira 

intenzíven fejlıdı kutatási területté vált, hogy A. thaliana-ban jelenleg a genomi szekvenciák 

alapján jósolt, kb. 1500 sejtfalfehérjének kb. 25-30 %-át, azaz közel 4-500 fehérjét sikerült már 

különféle szervekben ill. eltérı környezeti viszonyokhoz kötıdıen izolálni és azonosítani 

(WallProtDB, 2009). A legutóbbi eredmények szerint ez a szám rizsben is a 300-at közelíti (Jung et 

al. 2008; Chen et al. 2008; Chou et al. 2009). Ennek megfelelıen, az egyes fajokra referenciaként is 

használható proteomikai adatbázisok ill. különféle stresszekre specifikus apoplaszt győjtemények 

létrehozására számos törekvés indult. 2004-ben, az Alberta Egyetemen (Kanada) Wang és mtsai egy 

online, a legnagyobb annotált fehérje-adatbázissal (SWISS-PROT/TrEMBL) is összefüggésben 

álló, extracelluláris növényi protein-adatbázis kiépítésébe kezdtek (Extracytosolic Plant Proteins 

Database (EPPdb), http://eppdb.biology.ualberta.ca), eredetileg Brassica napus apoplaszt 

fehérjéken 2D-PAGE; LC-MS/MS, de novo szekvenálás és bioinformatikai források alkalmazásából 

nyert eredményeik összegzéseként. Jamet és mtsaihoz (2006) kapcsolódóan, a Toulouse-i 

Egyetemen „WallProtDB” néven egy francia sejtfal proteoma-adatbázis látott napvilágot. Az 
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eredmények interpretálásának elısegítésére utóbbiban a találatok a szubcelluláris lokalizáció és 

funkcionális domének predikciójára alkalmas ProtAnnDB (Protein Annotation DataBase) 

adatbázissal (San Clemente et al. 2009 - www.polebio.scsv.ups-tlse.fr/ProtAnnDB/) is kapcsoltak. 

Jelenlegi A. thaliana és O. sativa adataik mellett a jövıben tervezik az adatbázis egyéb 

növényfajokra való kibıvítését is. 

 

2.3 A FEHÉRJE SZINTŐ STRESSZVÁLASZ 

 

A növényi védekezésben közremőködı fehérjekódoló géneket, termékeik idıbelisége szerint 

feloszthatjuk a korai jelérzékelésben és pl. a hiperszenzitív reakció kialakításában szerepet játszó 

fehérjék génjeire, a szőkebb értelemben vett szignáltranszdukció szereplıire, és végül a védekezés 

késıbbi fázisában, több lépcsıben indukálódó, effektor funkciójú célgénekre, melyek köre, 

kifejezıdésük és aktivitásuk szabályzása a stresszor típusától függıen részlegesen specifikált. 

Hangsúlyozni kell ugyanakkor, hogy a válaszreakciók, így a mikrobával asszociált molekuláris 

mintázat (MAMP) észlelése révén aktiválódó, ısi típusú s gyakran bazális rezisztenciához vezetı 

védelem (Klement 2004, Nürnberger és Kemmerling 2009), továbbá a jóval specifikusabb, adott 

patogén eredető avirulencia faktorok (Avr) és növényi rezisztencia (R) gének kölcsönhatására épülı 

effektor-indukált védekezés (Chisholm et al. 2006) különféle lokális és szisztemikus formái (az 

obligát- és hemibiotróf kórokozók indukálta hiperszenzitív reakció (HR) és szisztémás szerzett 

rezisztencia (SAR), a nekrotróf patogének vagy sebzés indukált (WRP) és herbivorok által kiváltott 

rezisztencia (IRH) s végül az indukált szisztémás rezisztencia (ISR)) - természetükben jelentıs 

átfedéseket mutatnak (Tsuda et al. 2008). 

Az átfedések hátterében elsısorban az áll, hogy az adott stresszorra specifikus stresszválaszt 

közvetítı növényi szignálok, így fıként a szalicilsav (SA), a jazmonsav (JA) illetve az etilén (ET) 

trió (Ton et al. 2002), és egyéb, a védekezésben kevésbé feltárt szerepő hormonok (β-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), sıt gibberellinek (Navarro et al. 2008) stb.) részben átfedı jelátviteli 

útvonalakat aktiválnak, melyek közt állandó és többlépcsıs, aktuálisan szinergisztikus/antagonista 

finom hangolás zajlik, a kapcsolódási hálózat szövevényében (Dong 1998, Feys és Parker 2000, 

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

 

A válaszadásban résztvevı gének expressziója bizonyíthatóan megnövekszik növényevık illetve 

kórokozók megjelenésével, vagy egyéb, akár abiotikus stressztényezıkkel összefüggésben, az 
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indukálható gének pontos száma azonban, nagyszámú képviselıjük többszörös feladatköre miatt 

nehezen megbecsülhetı. Reymond és Farmer (1998) a növényi védekezésben indukálható géneket 

funkciójuk szerint 6 fı csoportba sorolta, s bár osztályozásuk csak Arabidopsisra épült, az azóta 

különbözı növényeknél elvégzett transzkriptomikai analízisek a felállított rendszert lényegében 

máig igazolják (Schena et al. 1995, Broeckling et al. 2005). A következıkben rövid áttekintést 

adunk az egyes osztályokba besorolt fehérjékrıl és azok funkcióiról. 

1.) Az oxidatív stressz kapcsán szintetizálódó enzimek 

A biotikus vagy abiotikus stresszor hatására kezdetben a redox-homeosztázis oxidatív irányú 

eltolódása következik be a növényi szövetekben, részben az azonnali, sejtsérüléssel 

összefüggı nem-specifikus oxidálódás, részben pedig az utóbb esetlegesen (1,5-3 h) 

kiváltható, oxidatív válaszban (pl. HR) aktiválódó enzimek következményeként. A reaktív 

oxigén fajták (ROS) szintézisében elsıdlegesnek feltételezett, növényekben sokáig csak 

indirekt úton bizonyított NAD(P)H-oxidáz jellegő fehérje mellett mára egyes apoplasztikus 

peroxidázok, germin-szerő oxalát-oxidáz, lipoxigenáz és amin-oxidázok részvételét is 

feltételezik (Sagi és Flur 2001, 2006, Torres et al. 2002, Kuzniak és Urbanek 2000). 

Épp elıbbi folyamat ellensúlyozása céljából indul meg a stresszre érzékeny célgének elsı 

körének génexpressziója (>2-3 h), mely reduktív jellegő, s a jelátvitelt is befolyásolni képes 

változásokra vezet a növényi citoplazmában, sıt esetenként a sejtközötti állományban is. 

Ennek hátterében az oxidatív károsodást kivédı enzimfehérjék (SOD, POX, katalázok stb.) 

és az antioxidáns metabolitok (pl. karotinoidok, α-tokoferol, aszkorbát, glutation) szintézisét 

kivitelezı enzimek (így pl. APX, MDHAR, GR és DHAR ill. a korábban már említett 

G6PDH) megnövekvı expressziója áll. Emellett az apoplasztban átmenetileg további 

oxidatív hatású, a sejtfalat erısítı, keresztkötéseket fokozó és citocid hatású anionos 

peroxidázok is indukálódhatnak (Trezzini et al. 1993). 

2.)  Az aromás anyagcsere szintetizáló enzimei 

Ebbe a körbe fıként a fenil-propanoid útvonalban és a flavonoid bioszintézisben szereplı 

enzimek (pl. PAL, CHS) tartoznak, melyek, az indukált védekezés részeként 

sejtfalmódosítást (pl. papillaképzıdést, további lignifikációt) és aromás típusú 

antimikrobiális fitoalexinek (pl. kumarinok, sztilbének) termelését, sıt a szalicilsav 

szignálmolekula termelését is lehetıvé teszik (Hammond-Kosack és Jones 1996). 

3.) A triptofán-út enzimei 

Ez a szintézisút a sejtsérülést okozó behatolók ellen védı indolvázas vegyületek, így egyes 

fitoalexinek (pl. camalexin) és indol-glükozinolátok képzıdéséhez vezet, de az auxin 

hormon szintézisében is közremőködhetnek. 
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4.) A zsírsav-szignalizáció és lipid metabolizmus enzimei 

E fehérjéknek a terpenoid fitoalexinek és a membránjavítás alapanyagainak szintézise 

mellett a lipid jellegő szignalizáció alapjainak megteremtésében van kiemelkedı szerepük. 

Ide köthetı az oktadekanoid-útvonal révén a jazmonsav szignál és rokon vegyületei, 

valamint a több szisztemikus reakcióban szereplı, lipid jellegőnek feltételezett hosszú távú 

szignálok elıállítása ill. lebontása is. 

5.) Jelérzékelés, korai és késıi jelátvitel és szabályzófehérjék 

a. receptorfehérjék és adaptoraik 
b. ioncsatorna fehérjék 
c. korai protein-kinázok (sejtfallal asszociált / Ca2+-függı / kalmodulin függı)  
d. G-fehérjék 
e. a MAP-kináz útvonal elemei 
f. transzkripciós faktorok 
g. Met-ciklus (ET-bioszintézis, SAM és ACC-szintáz) 
h. auxin bioszintézis közremőködıi 

 

Az itt felsorolt elemek a fehérjék széles és diverz körét képviselik, s többségük kis mennyiségben, a 

preformált védelem részeként vagy egyéb szerepkörben, normál körülmények közt is kifejezıdik. 

Ennek kapcsán merül fel az a fontos kérdés, hogy milyen tényezık irányítják a releváns 

szignáltranszdukcióban közremőködı proteinek rendelkezésre állását és az idızítés helyességét. 

A gyors, fehérje szintő reguláció egy jelentıs köre a poszttranszlációs módosulások lehetısége 

(PTM), mely a leggyakrabban foszforilálást, a redox-állapot megváltozását vagy egyéb, ritkább 

jellegő módosításokat jelent (Gupta et al. 1998, Meskiene et al. 1998). A PTM-ek egy további, 

kiemelt formája a transzkripciót szabályzó fehérjefaktorok poliubiquitinálása, s így a 26S 

proteaszóma lebontási útvonalra terelése, minek következtében a módosult fehérjék szabályozott 

proteolízis áldozatává válnak. Ez, a fehérjék aktuális mennyiségét is érintı stratégia a növényi 

stresszfolyamatok szabályzásában igen jelentıs, s a kölcsönható partnerek függvényében mind a 

jelátvitel közvetlen gátlására, mind, a meglevı gátlások feloldása révén, aktiválásra is alkalmas 

(Dreher és Callis 2007, Beckers és Spoel 2006, Delauré et al. 2008). Hasonló, s gyakran a PTM 

hatásával is összefüggı eredményre vezet ugyanakkor, ha egy transzkripciós regulátor gátlása 

fehérje-fehérje kölcsönhatás révén következik be, melyre a citoszólban (Cao et al. 1997, Ryals et al. 

1997, Beckers és Spoel 2006) és sejtmagi szinten (Mosher et al. 2006) is ismerünk példákat. 

 

6.) PR (patogenezissel összefüggı) fehérjék szintézise 

Mivel kísérleteim során behatóan foglalkoztam különbözı PR-proteinek azonosításával és 

jellemzésével, bemutatásuknak külön fejezetet szentelek.  
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2.3.1 A PR FEHÉRJÉK 

A PR rövidítés a „pathogenesis-related”, azaz kórfolyamathoz kapcsolódó fehérjék megjelölésbıl 

származik, s olyan, fertızés hatására indukálódó fehérjék összefoglaló megjelölésére szolgál, mint 

pl. a glükanázok, kitinázok, proteázok és proteáz inhibítorok (Heil és Balwin 2002). A PR 

fehérjéket a búzacsírában fedezték fel (Molano et al. 1979), indukálhatóságukat pedig elsıként 

TMV (dohánymozaik-vírus) fertızésre hiperszenzitív reakciót adó dohánynövények 

levélkivonataiban igazolták (Van Loon 1999). Bár a PR proteinek eredeti definíciójuk értelmében 

biotikus stresszhatások kapcsán termelıdı fehérjék (Linthorst és Van Loon 1991), bebizonyosodott, 

hogy egyes típusaik megjelenése vagy csökkenı expressziója abiotikus eredető terhelésekkel (pl. 

UV-sugárzás, hideg, nehézfémek) is összefüggésben állhat (Antoniw et al. 1980; Gaudet et al. 

2000). A PR proteinekhez hasonló fehérjéket újabban normál, nem fertızött növények bizonyos 

szöveteiben azonosítottak, s ezeket PR-szerő fehérjéknek nevezték el (Van Loon 1999). Számos PR 

fehérje ugyanis az egyedfejlıdés során szabályozottan meghatározott szervekben, szövetekben, 

illetve az életciklusnak csak meghatározott pontjain fejezıdik ki. Így például egy 1,3-glükanázról 

bizonyították, hogy a mikrosporogenezis során fontos szerepet játszik, és hiánya hímsterilitáshoz 

vezethet (Jin et al. 1999), kitinázra pedig szükség van a sárgarépa szomatikus embriogeneziséhez 

(De Jong et al. 1992). Mivel ugyanazon PR-szerő fehérjét kódoló gén, amely legtöbbször 

egyedfejlıdési kontroll alatt áll, más növényi szövetekben csak a stresszválasz hatására 

indukálódik, mai ismereteink alapján a megkülönböztetı „PR” nomenklatúra túlhaladottnak 

tekinthetı, és használatának létjogosultsága legalábbis megkérdıjelezhetı, sok esetben zavart okoz.  

A PR fehérjék különbözı biokémiai és enzimaktivitással rendelkezhetnek. Elsıdleges szerkezetük, 

szerológiai rokonságuk, enzimatikus és biológiai aktivitásuk alapján 17 családba (5. táblázat) 

sorolták ıket (Hassan 2006). Az eddig ismert PR családok mindegyikének képviselıit azonosították 

már gabonafélékben. 

Az egyes családokba tartozó fehérjék eltérı, részben átfedı funkciókat töltenek be. A PR2 

fehérjecsalád glükanáz aktivitással bír, a PR3-nak endokitináz aktivitása van. Ismert, hogy a legtöbb 

gombafaj tartalmaz β-1,3-glükánt vagy kitint a sejtfalában (Bartnicki-Garcia 1968). Tisztított 

kitinázok és glükanázok vizsgálata során kimutatták, hogy számos gombafaj növekedését gátolni 

tudják, különösen együttesen hatva (Mauch et al. 1988). Egyéb, PR1 és PR5 tisztított fehérjék is 

mutattak antifungális aktivitást (Niederman 1995). A PR6 fehérjékrıl kiderült, hogy proteáz 

inhibítorként hatnak, célpontjaik a gomba vagy rovar eredető proteázok. A PR7 endoproteáz, a PR9 

peroxidáz, a PR10 RN-áz aktivitással rendelkezik. A PR fehérjék kimutatott széleskörő, leginkább 

hidroláz és inhibítor aktivitása összhangban áll azzal a feltételezéssel, hogy jelentıs szerepük van a 

patogénfertızés elleni védekezésben, amit a behatolóra jellemzı speciális sejtkomponensek 
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bontásával, vagy a kórokozó növekedési környezetében kifejtett általános toxikus hatásukkal érnek 

el.  

 

5. táblázat: Patogenezissel kapcsolatos (PR) fehérjék családokba sorolása. (Forrás: Van Loon és Van 
Strien 1999, Van Loon et al. 2006, ill. az Utrecht-i Egyetem honlapja nyomán 
(http://www.bio.uu.nl/~fytopath/PR-families.htm).  

 

Család Molekulatömeg (kDa) Funkcionális besorolás Hatás / Lokalizáció Referencia 

PR 1 14-17 Antifungális nem ismert Antoniw et al. 1980 

PR 2 25-35 1,3-β-glükanáz sejtfal glükán Antoniw et al. 1980 

PR 3 25-35 
endokitináz 

(osztályok: I, II, IV, VI, VII) 
sejtfal kitin Van Loon 1982 

PR 4 13-19 endokitináz (prohevein) sejtfal kitin Van Loon 1982 

PR 5 22-26 
ozmotin- és taumatinszerő 

fehérjék (TLP) 
membrán / sejtfal Van Loon 1982 

PR 6 6-13 proteináz inhibitor proteináz Green és Ryan 1972 

PR 7 69 Proteináz nem definiált Vera és Conejero 1988 

PR 8 28 endokitináz (osztály: III) sejtfal kitin Métraux et al. 1988 

PR 9 39-40 Peroxidáz indirekt hatás Lagrimini et al. 1987 

PR 10 17-18 RN-áz patogén-RNS Somssich et al. 1986 

PR 11 41-43 endokitináz (osztály: V) sejtfal kitin Melchers et al. 1994 

PR 12 5,6 Defenzin membrán Terras et al. 1992 

PR 13 14 Tionin membrán Epple et al. 1995 

PR 14 7-12 lipidszállító fehérjék (LTP) lipid 
García-Olmedo et al. 

1995 

PR 15 22-26 oxalát-oxidáz vagy germin sejtmembrán Zhang et al. 1995 

PR 16 22-26 
oxalát-oxidáz szerő, 
germinszerő fehérjék 

sejtmembrán Wei et al. 1998 

PR 17 27 nem ismert - Okushima et al. 2000 

 

A PR-fehérjék kifejezıdése ugyan nem egészen patogén-specifikus, azonban azt, hogy pontosan 

milyen PR-fehérjék indukciója indul be a fertızést követıen, alapvetıen a gazdanövény fertızésre 

adott válaszreakciójának típusa határozza meg. A szakirodalom biotróf patogének (szalicilsav-

útvonal) kapcsán fıként az antifungális PR1, egyes 1,3-glükanáz enzimek (PR2), taumatinszerő 

(PR5) fehérjék illetve bizonyos típusú peroxidázok (PR9) expresszálhatóságát említi, míg a 

nektrotrófok és sebzés (jazmonsav- illetve etilén-jelátvitel) következményeként jellemzıen inkább a 

kitináz ill. kitin-kötı aktivitással bíró enzimek (PR3, 4) és kisebb, Cys-gazdag antimikrobiális 

peptidek, így proteináz-inhibitorok (PR6), defenzinek (PR12), thioninok (PR13) és lipid-transzfer 

fehérjék (PR14) szintézise tekinthetı általánosnak (Dong 1998, Feys és Parker 2000, Glazebrook 

2001, Kunkel és Brooks 2002, Wang et al. 2002, Delauré et al. 2008). Mindazonáltal elmondható, 

hogy nemcsak a patogén ill. kártevı jellegétıl, hanem esetenként magától a gazdanövényfajtól ill. 
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fajtától is függ, hogy milyen stresszorra, ill. milyen szignál-kombinációban expresszálódik egy 

adott PR fehérje (Xu et al. 1994 ill. Potter et al. 1993, Samac et al. 1991 vs. Reymond és Farmer 

1998). Köztudott, hogy egy adott kórokozó fertızésére a különbözı gazdanövények, akár egy-egy 

érintett PR fehérjecsalád indukcióját tekintve is (pl. izoforma és/vagy intenzitás szinten) eltérıen 

reagálhatnak. A PR fehérjék specifikus készletének aktuális indukciója tehát gazdaspecifikus is 

egyúttal. Ahogy korábban már említettem, a mikroorganizmusok egyrésze ráadásul a JA-ET-SA 

szignál-trió valamely tagjának termelésével, analóg általi imitálásával vagy lebontásával, saját 

érdekében maga is képes befolyásolni, akár átprogramozni az eredetileg típusának megfelelıen, a 

gazdaszervezetben releváns módon indukálódó génspektrumot (Cui et al. 2005). 

A PR fehérjék génjei, gyakran akár több PR géncsalád, klaszterben helyezkednek el a genomban, 

ami közös szabályozásra utal. Bizonyos esetekben a PR gének mennyiségi tulajdonságot kódoló 

gének közelében lokalizálódnak. Számos PR fehérjét több mint egy gén kódol, s ezek gyakran 

egymással együttmőködve fejtik ki hatásukat, ezért az eddigi vizsgálatok nem tudtak választ adni 

arra, hogy egy adott PR fehérje hiánya okoz-e megnövekedett érzékenységet patogénfertızés vagy 

rovarkárosítás esetén (Muthukrishnan et al. 2001). A PR fehérjék szöveti elıfordulása 

meglehetısen sokszínő: nemcsak a növényi sejten belül, például a vakuólumban vannak jelen, 

hanem szekretálódhatnak is (Ellis et al. 2007). Gyakran több funkcióval bírnak, és nagyfokú pH és 

hıstabilitást mutatnak, emellett ellenállóak a proteolízissel szemben is – feltehetıleg azért, mert 

eléggé ellenséges környezetben kell funkcionálniuk. 

Ma már léteznek igen hatékony, speciális affinitáskromatográfiai módszerek bizonyos PR fehérjék 

izolálására, így például kitint vagy egyéb szubsztrátot tartalmazó oszlopok. Több PR fehérjét 

tisztítottak sikerrel ily módon, és arra is felhasználják ıket, hogy meghatározott PR protein 

családokat specifikusan felismerı antitesteket állítsanak elı a segítségükkel (White et al. 1987, 

Pinto és Ricardo 1995, Osmond 2000). Emellett a megfelelı PR gének és cDNS-ek izolálására és 

klónozására is sor került. A különbözı növényi PR fehérjék adatainak hozzáférhetısége céljából 

napjainkban többszáz szekvenciát tartalmazó adatbázisok (pl. PhytAMP) kezdenek kiépülni 

(Muthukrishnan et al. 2001, Hammami et al. 2009). 

2.3.1.1 Kitinázok és glükanázok 

A különbözı enzimaktivitású PR fehérjék egy speciális csoportját, a meglehetısen heterogén 

glükohidrolázokat szubsztrátjaik szerint két nagy csoportra, kitinázokra és glükanázokra bonthatjuk 

(Stintzi et al. 1993). Endokitináz aktivitással a PR3, PR4, PR8 és PR11 családok, β-1,3-glükanáz 

aktivitással pedig a PR2 családba tartozó fehérjék jellemezhetık (5. táblázat). 

A kitinázok hidroláz aktivitású enzimek (poli[1,4-N-acetil-β-D-glükózamino]glükán-

hidrolázok; EC 3.2.1.14), melyek az N-acetil-glükózamin polimerjének hidrolikus hasítását 
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katalizálják a β-1,4 kötések mentén. Hasítási helyük szerint két fı csoportba sorolhatóak: endo- (EC 

3.2.1.14) és exokitinázokra (EC 3.2.1.29 és EC 3.2.1.30). Elıbbiek a kitin polimer hidrolízisét 

random módon, oligomerek létrehozásáig kivitelezik, utóbbiak pedig a kitin láncok vége felıl vagy 

az endokitinázok oligomer termékein egyesével hasogatva monomerekké bontják le azokat (Hassan 

2006). Elıfordulásuk kitint termelı és nem-termelı szervezetekben egyaránt lehetséges (Ruiz-

Herrera 1992). 

A növényi kitinázok legnagyobb hányada a PR-családok valamelyikébe tartozó endokitináz, 

csak néhányuknak van exokitináz aktivitása (Broglie és Brogue 1993). A kitinázokat molekuláris, 

biokémiai és fizikokémiai szempontok szerint csoportosítják. Az irodalomban többféle 

csoportosítás létezik. Ezidáig szerkezetükre alapozva hét (I-VII) osztályt különítettek el, melyek 

részben eltérı PR-családokba sorolhatók (vö. 5. táblázat). Egy másik megközelítés szerint a 

növényi kitinázok két fı ágra bonthatók: a glükozil-hidrolázok 19. családjának I., II. és IV. 

osztályú, csak növényekben izolált kitináz-formáira, valamint a konvergensen fejlıdı, 18. glükozil-

hidroláz családba sorolt, III. és V. osztályba tartozó kitinázokra, melyeknek nemcsak növényi, 

hanem bakteriális, gombaeredető és állati formái is ismertek (Henrissat 1991, Hietala 2004). Az 

elsı ágba tartozó három, kizárólag növényi kitináz osztály az alábbi tulajdonságok alapján 

különíthetı el: Az I. és a IV. osztály kitin-kötı domént hordoz, de egyéb tekintetben szekvencia 

hasonlóságuk alacsony szintő. A II. osztály tagjai jelentısebb homológiát mutatnak az I. osztály 

tagjaival, de ezeknél rövidebbek, mivel csak katalitikus doménnel rendelkeznek. 

Bár minden osztály esetében létezik kivétel, az I. és IV. osztályba tartozó kitinázok általában 

bázikusak és a vakuólumban lokalizálódnak, míg a II. és III. osztály kitinázai legtöbbször savas pH-

optimummal rendelkeznek és fıként a sejtközötti állományba szekretálódnak (Payne et al. 1990, 

Mitsunaga et al. 2004). A különféle savas és lúgos típusú kitináz izoformák a genomban kis, 

elkülönülı csoportokat (klasztereket) alkotnak. Egy gazdanövényen belül különbözı kitináz 

izoformák fordulhatnak elı, eltérı aktivitással. Bár a kitinázok lokálisan, a fertızés helyén 

indukálódnak, felgyőlésük szisztémássá válhat a fertızés által nem érintett szövetekben is (Pan et 

al. 1992). 

 

A glükohidrolázok egy másik csoportját képezik a glükanázok. Számos endo-1,3-β-

glükanázt azonosítottak és írtak le pl. a rizs (Oryza sativa L.) genomjában (Simmons et al. 1992; 

Romero et al. 1998, Akiyama és Aurugam Pillai 2001; Yamaguchi et al. 2002; Akiyama et al. 

2004) és árpában (Høj és Fincher 1995), de az élelmezésben fıszerepet játszó 

gabonanövényünkben, a hexaploid búzában (Triticum aestivum L.) expresszálódó glükanázokról 

(Gns) is rendelkezésre állnak már irodalmi adatok. 
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A gabonafélékben elıforduló glükanázokat szekvenciális jellegüket és funkciójukat is figyelembe 

véve alapvetıen négy alcsaládba (A, B, C, D) sorolják (Romero et al. 1998, Higa-Nishiyama et al. 

2006). A szekvenciálisan heterogén A-alcsalád a glikozil-hidrolázok 17. családjába tartozó endo-

1,3-β-glükanázokat foglalja magába (hivatalos nevükön glukán endo-1,3-β-D-glükozidázok vagy 

laminarinázok), amelynek tagjai különbözı stresszélettani változásokhoz kötıdnek (PR2 fehérjék) 

vagy alapvetı fiziológiai folyamatokban vesznek részt, így például a csírázásban és a 

virágfejlıdésben (Akiyama et al. 2004). A következı, B-alcsaládba az 1,3-1,4-β-glükanázok 

sorolhatók, melyek az 1,3-1,4-glükánok 1,4-kötéseit hasítani képes enzimek, s evolúciós eredetüket 

tekintve fiatalabbak, az elıbbi csoportból levezethetıek (Høy és Fincher 1995). A C-alcsalád tagjai 

fontos szerepet tölthetnek be a növényi fejlıdésben, a D-alcsalád pedig az elıbbi háromtól 

szerkezetileg teljesen elkülönülı glükanáz fehérjéket foglalja magába (7. ábra).  

 

7. ábra: A gabonafélék glükanázainak filogenetikai kapcsolatrendszere. A törzsfa elkészítéséhez a 
világosszürke háttérrel bekarikázott, 2006-ban Higa-Nishiyama által identifikált (TaGlb2a-f), valamint az 
NCBI-adatbázisban szereplı aminosav szekvenciákat használták fel, melyeket CLUSTALW-programmal 
hasonlítottak össze. Az NCBI-adatbázisból származó szekvenciáknál a GenBank fehérje-szekvenciák 
azonosító száma került feltüntetésre. A búza PR2 fehérjéket aláhúzva jelölték meg. Az azonosító számok 
utáni zárójel azon egyszikő fajokat jelöli, ahonnan az adott glükanáz származik. Eszerint: Os – rizs; Ta – 
búza; Hv – árpa. (Forrás: Higa-Nishiyama et al. 2006) 

 

A kitinázok és glükanázok (stressz)biológiai szerepérıl mindmáig nem alakult ki 

egységes vélemény az irodalomban. A PR proteinek egyes családjaiba tartozó fehérjék, eredetük és 

szerkezetük szerint különbözıek ugyan, de részben átfedı funkciókat tölthetnek be. Így a kitinázok 

és különbözı, PR-családba sorolt glükanáz-típusok szinergista módon képesek gátolni a 

gombapatogének növényen belüli fejlıdését (Mauch et al. 1988). Ez annak köszönhetı, hogy a 

legtöbb gombafaj sejtfalát fıként kitin, egy N-acetil-glükóz-amin polimer ill. elıbbivel 

keresztkötésben, mélyebben fekvı β-glükán rétegek építik fel (Bartnicki-Garcia, 1968). A növény 
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így, a gomba kitin polimerének 1,4-β-D-glükozidos és a 1,3-β-D-glükánok láncon belüli 1,3-β-D-

glükozidos kötéseinek egyidejő random hidrolízise által valóban kimerítı hatékonysággal, aktívan 

képes gátolni a betörı kórokozó növekedését. 

A micélium növekedését és a gombaspóra csírázását gátló hatást már számos gombára nézve, pl. 

Trichoderma, Fusarium, Alternaria esetében is, kimutatták (Schlumbaum et al. 1986). A gombafal 

összetételének különbözısége miatt a patogén gombák ill. ezen belül akár különbözı képleteik is 

eltérı érzékenységet mutatnak a növényben kifejezıdı glüko-hidrolázokkal szemben, így pl. a búza 

szárrozsda sztóma alatti vezikuluma és a növekvı hifa maga nem, de a csírázó spóra 

tömlıfejlesztése és a betüremkedı hausztóriumok fejlıdése gátlódik a kitinázok és endo-1,3-

glükanázok hatására (Mohammadi et al. 2001). Hangsúlyoznunk kell azonban, hogy az erıteljesebb 

kitináz vagy endo-1,3-glükanáz indukció nem minden esetben jár együtt a rezisztencia 

megjelenésével (Kragh et al. 1990). 

A növényi kitinolitikus és endo-1,3-glikozidáz aktivitásnak ugyanakkor közvetett szerepe is van a 

növényi védekezı rendszerben azáltal, hogy oligoszacharid elicitorokat szabadít fel a gomba 

eredető kitinbıl (Chesters és Bull 1963a,b). Ez a (kito-)oligoszacharidoknak való kitettség a 

növényekben sokféle választ indukál, többek közt antifungális fitoalexinek szintézisét, kitinázok 

további indukálását, K+ és Cl- felszabadulását a sejtekbıl, amely végül az extracelluláris közeg 

ellúgosodásához, H2O2 termelıdéshez s egyéb, a védekezésben közremőködı gének aktivitásának 

indukálódásához vezethet (Kurosaki et al. 1988, Ride és Barber 1990, Jollés és Muzzarelli 1999). 

Annak ellenére, hogy a növényi kitinázoknak elsısorban antifungális hatásait vizsgálták, ízeltlábú 

rágó kártevık ellen is hatékonyak (Mayer et al. 1995). A rovarevı növények egyrésze szintén 

termel kitinázokat (Gooday 1990), amelyek az áldozat külsı emésztését könnyítik meg. Ez utóbbi a 

védı szerepő konstitutív kitinázok egyfajta adaptációjaként is felfogható.  

Néhány növényi kitináz molekula a kitinbontó aktivitástól eltérı védı funkcióval is rendelkezik. 

Például egy vad gabonafélében (Coix lacrima-jobi) rovar alfa-amiláz inhibitor aktivitású 

endokitinázt írtak le (Ary et al. 1989). Egy trópusi gyógynövény (Trichosanthes kirilowii) 

ugyanakkor, 28S rRNS N-glikozidáz (RN-áz) aktivitása révén riboszóma-inaktiváló hatású, III. 

osztályba sorolt endokitinázokat termel (Remi Shih 1997). Néhány kitinázról kiderült, hogy lizozim 

aktivitással rendelkezik, és képes a bakteriális peptidoglükán réteg hidrolízisére, tehát szinergista 

antibakteriális szerepe lehet (Collinge et al. 1993, Lee és Hwang 1996, Düring 1993). A növényi 

kitinázok egyrésze ugyanakkor, speciális térszerkezete révén mint „antifreeze-protein”, a 

jégképzıdés mikéntjének befolyásolásával a fagystressz elleni védekezésben is szerepet játszhat, 

abiotikus és biotikus stresszorokra egyfajta keresztrezisztenciát kialakítva (Yeh et al. 2000).  
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Hasonlóan, antifungális szerepkörük mellett az 1,3-glükanázok is közremőködhetnek a növény 

egyes abiotikus stresszfolyamataiban, így ismert pl. ózon, UV-B, foszfáthiány, sebzés, fagyhatás 

induktív szerepe kifejezıdésükben (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 

– jórészt a kallóz, egy sokrétő szerepkört betöltı növényi béta-1,3-glükán, mint szubsztrát hasítása 

révén – számos képviselıjük szaporodás- és fejlıdésbiológiai jelentıséggel is bír (Jin et al. 1999, 

Leubner-Metzger és Meins 1999, Doxey et al. 2007). Szerepüket a tapétumsejtek szekréciója 

folytán a mikrosporogenezisben (Worral et al. 1992, Bucciaglia és Smith 1994), emellett a 

pollencsírázás és pollentömlı növekedés folyamán (Roggen és Stanley 1969, Meikle et al. 1991) s a 

megtermékenyítésben is igazolták (Lotan et al. 1989, Ori et al. 1990). Úgy tőnik továbbá, hogy az 

egyed korai és késıi differenciációs folyamataiban is közremőködnek, így pl. az embriogenezisben 

(Dong és Dustan 1997, Helleboid et al. 1998), a szénhidrát raktárkészletek mobilizálásával a 

magcsírázásban (Fincher és Stone 1993, Vögeli-Lange et al. 1994, Leubner-Metzger et al. 1995, 

Leubner-Metzger 2003) és a lombhullatók rügynyugalmának megszüntetésében (Krabel et al. 

1993), valamint a középlemez fellazításával a gyümölcsérésben is (Hinton és Pressey 1980) 

bizonyították már fontosságukat. 

 

Az elıbbi példákból látható, hogy a PR proteinek e két csoportjára is igaz, hogy eredeti 

definíciójuknak megfelelı (Antoniw et al. 1980), biotikus stresszhatásra mutatkozó indukciójuk 

mellett számos esetben abiotikus terhelésre is expresszálódhatnak (Kombrink et al. 1988), sıt – 

megfelelı szöveti elıfordulás vagy élettani állapot függvényében – a normál élettani folyamatok 

nélkülözhetetlen szereplıi lehetnek (Van Loon 1999).  

Elıbbiek szellemében érthetı, miért övezi olyan nagy érdeklıdés a gabonafélékre specializálódott 

kártevık elleni biológiai védekezés erısítését olyan transzgénikus fajták elıállítása révén, amelyek 

az ellenállóságot idegen eredető kitináz vagy endo-1,3-glükanáz expesszióval biztosítanák (Collinge 

et al. 1993). 

 

2.4. A NÖVÉNYI STRESSZFOLYAMATOK RENDSZER SZINTŐ 

MEGKÖZELÍTÉSE 

 

A molekuláris biológia robbanásszerő fejlıdése megteremtette az igényt, hogy az élılényeket a 

maguk teljességében, rendszerként vizsgáljuk és kíséreljük meg megérteni. Ezt az igényt 

kiszolgálandó új, rendkívül precíz és nagyszámú minta kezelésére alkalmas kémiai analitikai 
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eljárásokat dolgoztak ki, ill. megfelelı mérımőszereket és informatikai hátteret hoztak létre (Ideker 

et al. 2001, Kersey és Apweiler 2006). Ezzel napjainkra valóban lehetıvé vált a biológiai 

problémák rendszer szintő megközelítése. Jelenleg egy új tudományterület, a rendszerbiológia 

születésének lehetünk tanúi, ami a biológia, de az orvostudomány és az agrobiológia területén is 

teljesen át fogja alakítani szemléletmódunkat.  

A rendszerbiológiai megközelítés azt feltételezi, hogy a fiziológiai folyamatok megértése nem 

lehetséges egy vagy néhány kiragadott tulajdonság, azaz lényegében egy prekoncepció alapján, 

hanem ehhez az élılény kiválasztott szervezıdési szintjének összességét kell vizsgálni. 

Egyszerőbben és konkrétabban: a rendszerbiológia tárgya a teljes genom, az adott élettani 

állapotban expresszált valamennyi RNS és fehérje, valamint a jelenlévı valamennyi 

anyagcseretermék vizsgálata és összehasonlító analízise (Tan et al. 2009). A szervezıdési 

szinteknek megfelelıen beszélünk genomikáról, transzkriptomikáról, proteomikáról és 

metabolomikáról. 

Az értekezésemben leírt kutatások alapját minden esetben a proteomikai megközelítés 

képezte. A proteomika kifejezés az 1994-ben bevezetett „proteóma” fogalomból származik, ami egy 

szerv, szövet vagy sejt különbözı belsı és külsı hatások által szabályozottan megjelenı 

fehérjemintázatát jelenti (Wilkins 1996). A proteomika a szervezet felépítését és mőködését 

konkrétan meghatározó fehérjék megismerésével foglalkozik, vizsgálja a fehérjék szerkezetét, 

képzıdését, megfelelı helyre való eljutását, a mintázat térbeli és idıbeli változását, a fehérjék 

mőködését, interakcióikat, valamint a folyamatok összehangolását és szabályozását különbözı 

fejlıdési állapotokban és környezeti feltételek között (Agrawal et al. 2005b,c, Qureshi et al. 2007, 

Mehta et al. 2008, Bhadauria et al. 2009). A proteomika legfontosabb eszközei a kémiai analitika, 

melynek segítségével a kis mennyiségben jelenlévı fehérjéket is képes elemezni, és a 

bioinformatika, ami lehetıvé teszi a vizsgált fehérjék azonosítását (Rossignol et al. 2006, Castillejo 

et al. 2004, Agrawal et al. 2005a). 

Legtöbbször kétdimenziós gélelektroforézist, azaz izoelektromos pont és molekulatömeg alapú 

két lépcsıs elválasztást alkalmaznak tömegspektrometriai analízissel kombinálva (2 DE-MS), hogy 

megvizsgálják például a különbözı genotípusú növényfajták meghatározott stresszfaktorokra adott 

fehérjeválaszát. A stressz jellegzetes mennyiségi és minıségi változásokat idéz elı a fehérje-

profilban, a fehérjék idıbeli és térbeli kifejezıdésének mintázatában, ami azután a növények 

fenotípusában is megnyilvánulhat (Rossignol et al. 2006). A stressztőrés fiziológiájának megértése 

érdekében a proteomika a stressztőrésükben eltérı, különbözı genetikai hátterő növényi 

genotípusok (pl. fajták, mutánsok, transzgenikusok), illetve optimális körülmények között tartott 

kontroll és stresszhatásnak kitett növények 2DE proteinmintázatát hasonlítja össze. Ha az e 

kísérletekben különbségként azonosított proteinfoltok megjelenése statisztikailag igazoltan 
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stresszválaszhoz kötıdik, akkor ezeket a gélbıl kivágva proteolitikus, általában tripszines emésztés 

után tömegspektrometriás módszerek segítségével azonosítják a fehérjéket (Rossignol et al. 2006). 

A proteomikai vizsgálatok a fehérjemintázatban mutatkozó minıségi különbségeken túl a 

mennyiségi eltérésekre is kiterjednek, annál is inkább, mert a proteomikai analízis során több 

specifikus növényi szövetnél és szervnél nyilvánvalóvá vált, hogy a védelmi és stresszindukált 

fehérjék az adott stressz hiánya esetén is nagy mennyiségben jelen lehetnek, támogatva azt az 

elképzelést, hogy egyes proteinek a védelem több területén is fontos szerepet játszanak (Rossignol 

et al. 2006). 

A növényi proteoma-kutatások középpontjában kétszikő modellnövényként az Arabidopsis 

thaliana, illetve egyszikő modellnövényként az Oryza sativa áll (Rossignol et al. 2006). A lúdfő 

teljes genom szekvenálása 1990-ben, a rizsé 2004-ben befejezıdött, s az adatok online adatbázisban 

mindenki számára hozzáférhetık (Agrawal és Rakwal 2006). Ez jelentısen leegyszerősíti a 

tömegspektrometriai (MS) adatokon alapuló fehérjemeghatározást. A proteomika ugrásszerő 

térhódításának alapját ugyanis a nagyon pontos tömegmeghatározásra alkalmas spektrométerek 

megjelenése teremtette meg (Gygi és Aebersold 2000). Az egyes fehérjék azonosítása az ıket 

alkotó triptikus peptidek tömegének pontos meghatározásán és az adatbázisokban lévı ismert 

fehérjék peptidtömegeivel való összehasonlításon alapul, ami egyes peptidszekvenciák pontos 

meghatározásával is megerısíthetı. Nyilvánvaló, hogy az azonosítás esélyei egy organizmusnál 

annál jobbak, minél pontosabban ismert a genomja. Meg kell jegyeznünk azonban, hogy bár pl. az 

Arabidopsis genomja jól meghatározott, a kódolt fehérjék 1/3-a mindezidáig ismeretlen (Cánovas et 

al. 2004).  

Mérsékelt égövi fı gabonanövényünk, a búza (Triticum aestivum L.) proteomikai analízise 

komoly nehézségeket okoz. Ennek oka, hogy a búza óriási genommal rendelkezik (17.000 Mbp – az 

Oryza génállományának negyvenötszöröse), allohexaploid (2n=6x=42, AABBDD genom), a fajták, 

fajtakörök rendkívül sokfélék (Bahrman et al. 2004a) és egyelıre az adatbázisokban is komoly 

hiányosságok vannak, mert az annotáció nem teljes, és gyakran csak cDNS klóntárak állnak 

rendelkezésre. A nehézségek ellenére a molekuláris szinten kevésbé jól jellemzett, de gazdaságilag 

jelentıs haszonnövények proteomikai vizsgálata fontos és napjainkban is aktuális kutatási cél, mert 

korlátai ellenére lehetıséget teremt a konkrét fiziológiai és biokémiai folyamatok tanulmányozására 

és az ismeretek hasznosítására a nemesítésben, termesztésben és felhasználásban (Incamps et al. 

2005). 

 

A kísérleti megközelítés oldaláról nézve a proteomikai vizsgálatok kezdı és egyben meghatározó 

lépése a mintaelıkészítés (8. ábra). Mára a teljes növényi fehérjekészlet kivonására, vagy éppen 

növényi szervekre (levél, gyökér, sejt szuszpenzió) specializált protokollok állnak rendelkezésre. 
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Egyes, fokozott érdeklıdésre számot tartó növénycsoportok, így pl. gabonanövények fehérjéire 

nézve speciális kivonási technikákat is kifejlesztettek (Natarajan et al. 2005). A növényi sejtek és 

szövetek sokfélesége és gyakran limitált mennyisége miatt jelenleg fontos metodikai cél a kis 

mennyiségő szövetbıl, meghatározott sejttípusból, illetve szubcelluláris frakciókból (pl. izolált 

sejtalkotókból) történı mintaelıkészítés. Ezek mindegyike többé-kevésbé egyedi fehérjemintázattal 

rendelkezik (Majeran et al. 2005), és elkülönített tanulmányozásuk a célzottabb kérdésfeltevésen túl 

a minták kezelhetıségét is javítja a komplexitás csökkentésével (Rossignol et al., 2006). További 

elıny a szubproteomikai analízisekben, hogy olyan, a növény egészében alacsony koncentrációban 

jelenlévı proteinek azonosítása is lehetıvé válik, amelyek csak az adott sejttípusban vagy 

szubcelluláris lokalizációban halmozódnak fel/jelennek meg kimutatható mennyiségben. 

Az izolált fehérjeelegyek szeparálására ma alapvetıen két fı eljárást használnak, melyek 

egymást kiegészítı módon szolgálják a fehérjék azonosítását (8. ábra). Ma még a fehérjék 

poliakrilamid mátrix alapú, két-dimenziós gélelektroforetikus elválasztása (2D-PAGE) a 

leggyakoribb szeparációs technika, sıt, mivel esetenként az egy dimenziós, denaturáló SDS-PAGE 

is jó minıségő elválasztást eredményez, alacsony költsége és egyszerősége miatt még ezt is 

elterjedten használják (Lee et al. 2004). 2004-tıl kezdıdıen az ún. második generációs proteomika 

technikák is egyre szélesebb körben terjednek. A kiváló tömegspektrometriai fejlesztéseket és 

mőszerezettséget ez esetben olyan, részben automatizált konvencionális elválasztási technikákkal 

párosítják, mint a fehérjék és/vagy peptidek folyadékkromatográfiája (liquid chromatography, LC). 

Ezzel nemcsak a felbontás és az elválasztási hatékonyság szintjét emelték meg, de az analizálható 

fehérjék körét is kibıvítették egyes, korábban nehezen kezelhetı fehérjecsaládokkal. Így egyre 

jobban felértékelıdik a nem gél alapú szeparációs technikák bevonása, a MudPIT-et (Multi-

dimensional Protein Identification Technology, multidienzionális fehérje azonosítási technika) is 

magába foglaló LC, azaz az elıemésztett fehérjék elválasztása folyadékkromatográfiával, mely a 

hidrofób fehérjék identifikálásához is jól használható (Koller et al. 2002, Borner et al. 2005, 

Vítámvás et al. 2007). 
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8. ábra: A proteomikai azonosítás folyamatábrája. A kivonást követıen kétféle elválasztási technológia 
alkalmazható: a gélelektroforézis során izoelektromos pont és/vagy molekulatömeg, az 
oszlopkromatográfia esetében a mátrixhoz való affinitásuk szerint választódnak el a fehérjék. 

 

2.4.1 A gabonafélék proteomikája 

A gabonafélék közül rizs és kukorica esetében – elsısorban a genomszekvenálások elırehaladt 

volta révén – már jelentıs proteoma-adatbázissal rendelkezünk: 

A rizs (Oryza sativa ssp. japonica ill. indica), mint elsıként megszekvenált gabonafaj (Niiler 

2000, Goff et al. 2002 és Yu et al. 2002) szisztematikus proteomikai vizsgálata a ’90-es évek elején 

indult meg, és mára lehetıvé vált a különféle biotikus és abiotikus faktorok teljes protein-profilra 

gyakorolt hatásának vizsgálata is. E vizsgálatok során egyfelıl lehetıvé vált egyes specifikus 

stresszindikátorként is alkalmazható proteinek, pl. sóstressz esetén egy aktin-depolimerizáló faktor 

azonosítása, másfelıl megállapították, hogy bizonyos PR proteinek (OsGLN1, OsPR1a és b, 

OSPR5, 3 eltérı OsPR10) és antioxidáns enzimek (SOD, APX), valamint a RuBisCO számos 

stresszhatásra indukálódnak (Akiyama és Pillai 2001, Rakwal et al. 2003, Jung et al 2006). Ge és 

mtsai (2009) rizs kadmiumstressze kapcsán a Cd2+ kelatálását és kompartmentalizációját végzı, 

szabad gyököket elimináló, méregtelenítı, denaturált és inaktiválódott fehérjék lebontását végzı 

fehérjéket, anyagcsere szabályzó, valamint PR proteineket is azonosítottak. Az analízis érdekessége, 

hogy a kadmiumra érzékeny és toleráns fajtában indukálódó fehérjék összevetésével több 

proteinben különbséget találtak: míg elıbbiben egy β-glükozidáz és egy RN-áz aktivitású PR 10 

fehérje drasztikus expresszióját állapították meg a levélben és a gyökérben, addig egy UDP-glükóz 

protein-transzglükoziláz és egy transzlációs elongációs faktor jelent meg a toleráns fajtában, ami 

talán utóbbi nagyobb ellenállóképességével is összefüggésben állhat. 

A söriparban is jelentıs árpa esetében egyelıre a maláta alapját képezı magvak kimerítı 

proteomikai analízise történt meg, jórészt a svéd Svensson és mtsai (Østergaard et al. 2002, 2004, 
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Bak-Jensen et al. 2004, Hynek et al. 2006, Bønsager et al. 2007, Finnie et al. 2002, 2004a,b, Finnie 

és Svensson 2009) és újabban egy cseh kutatócsoport jóvoltából (Rehulková et al. 2009). A fejlıdı 

árpanövényt érı stresszfaktorok, mint pl. a hı (Süle et al. 2004), a só (Witzel et al. 2009), illetve 

kórokozói (Seul et al. 2007; March et al. 2007; Geddes et al. 2008) fehérje-profilra való hatása 

kapcsán azonban, csak elvétve és újabban találunk közleményeket. Seul és munkatársai (2007) egy 

fitohormonokkal és egyéb szupresszorokkal manipuláló kórokozó, a Paenibacillus polymyxa 

fehérjemintázatát vizsgálta szaprotróf ill. nekrotróf környezetben, árpa gazdanövényen. March és 

mtsai (2007) az árpa szemtermés feketedését okozó tünetegyüttes analízisébıl egy LEA protein és 

egy peroxidáz 1 (BP1) gén intenzívebb expresszióját, de fehérjéjének gyengébb szintő jelenlétét 

mutatták ki a kórhoz kötıdıen, mely a fehérjék gátolt transzlációját vagy nagymérvő degradációját 

is feltételezheti. Geddes munkacsoportja (2008) hat eltérı rezisztenciát mutató árpafajta Fusarium-

fertızése kapcsán három eltérı típusú fehérjemintázatot tudott azonosítani: a 43 fehérjébıl a 

rezisztensebb vonalaknál inkább egyes savas PR3 és PR5 fehérjék indukciója, míg az érzékeny 

vonalakban elıbbiek csökkenése vagy stabilitása mellett az oxidatív tünetegyüttest elıkészítı 

fehérjék (malát-dehidrogenáz és peroxidázok) expressziója volt a domináns.  

Búza proteoma-projektek, nem utolsósorban a fajta- és ökotípus-diverzitás jelentıs mértéke miatt 

csak a ’90-es végén indultak. A rizséhez viszonyított közel 40x-es genommérete (16x109 bp) és 

allohexaploiditása a rokon fajok közti összehasonlító analízist mind a funkcionális, mind pedig a 

fizikai térképezés terén nehezíti (Sorrels et al. 2003). 

Egészen a legutóbbi évekig a búzánál is a szemtermés állt a kutatás középpontjában (Islam et al. 

2002, Andon et al. 2002, Kamal et al. 2009). A vizsgálatok fıként a kenyértészta minıségének és 

potenciális allergenitásának befolyásolásában kiemelt szerepet játszó, fejlıdı vagy érett 

amiloplasztiszra irányultak (Vensel et al. 2005, Balmer et al. 2006), mely a mag táplálószövetének, 

az endospermiumnak a legfıbb raktározott és magfehérje-forrása és a keményítıfeltöltés 

szabályzásának is meghatározó eleme. Az abiotikus környezeti stresszfaktoroknak a búza 

endospermium fehérjemintázatára gyakorolt hatását szintén több kutatócsoport is vizsgálta (Majoul 

et al. 2003; Sancho et al. 2008), de a kromoszómadeléciók, ill. di-, tetra- és hexaploid búzavonalak 

összevetése révén a genom-interakció magi proteinmintázatot befolyásoló hatása is kutatások tárgya 

(Islam et al. 2003a,b). 

A búzanövény vegetatív szöveteinek jellemzésére elıször a levélrıl jelent meg két, igen részletes 

proteoma referenciatérkép Récital és Arche (Bahrman et al. 2004a) ill. TXGBE307 ıszibúza-

vonalakban (Donnelly 2005), LC-MS/MS illetve 2D-PAGE–alapú proteomikát alkalmazva. Közel 

fél-félezer (541 ill. 404) protein elválasztása, majd kb. félszáz (55) ill. csaknem 300 fehérjespot 

(277) sikeres szekvenálása és azonosítása alapján elmondható, hogy a jelenleg felvázolható 
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búzalevél-proteoma fajspecifikus, a Poaceae család más tagjaira is jellemzı, valamint egyéb 

eukarióta fajokkal rokon, és bakteriális szekvencia homológiát mutató proteineket egyaránt 

tartalmaz. Fehérjeprofiljának funkcionális megoszlási arányai a szervi jellegnek megfelelıen, és 

egyéb fajok - kukorica (Porubleva et al. 2001) ill. lucerna (Watson et al. 2003) - proteomikai 

adataival is összevethetıen alakulnak, az alábbiak szerint: az azonosított fehérjék 24 %-a 

energiatermelı folyamatok résztvevıje, 12 %- ill. 4 %-uk elsı és másodlagos anyagcsereutak tagjai, 

4 % raktározott fehérje, 7 % a sejtosztódás és -növekedés, 5-5 % transzkripció és proteinszintézis, 2 

% ill. 3 % inter- és intracelluláris transzport résztvevıje, 4 % struktúrfehérje, 10 % a jelátvitelben, 

12 % pedig a növény védekezı mechanizmusaiban játszik aktív szerepet (pl. betegség során 

indukálódó, stresszválaszt kiváltó ill. különféle rezisztenciaproteinek, védıfehérjék, a sejthalál 

szabályzásában, detoxifikációban résztvevı proteinek, stb.). Az adatbázisok intenzív fejlıdését 

mutatja mindeközben, hogy a szekvenált proteinek mindössze 8 %-ának szerepe maradt tisztázatlan. 

A búza gyökér proteoma publikálása csak pár évet váratott magára. Song és mtsai 2007-ben 2-DE, 

MALDI-TOF és tandem MS/MS kombinálásával a detektált, közel 450 szolubilis, savas jellegő (pH 

4-7) fehérjébıl 240 azonosítását végezték el. A különféle funkciójú proteinek megoszlásában, a 

levél-proteomával összevetve fı különbségként az adódott, hogy az általános anyagcserében és 

transzportfolyamatokban közremőködı fehérjék felül-, míg az energiaháztartás, a kórfolyamatokkal 

és védekezéssel kapcsolt, illetve a transzkripcióban és a jelátviteli folyamatokban szerepet játszó 

proteinek a hajtáshoz képest alulreprezentáltak. 

A búzalevél ill. gyökér referencia-fehérjetérképének megalkotása megteremtette az alapot az 

összehasonlító proteomikai vizsgálatokhoz. Ennek köszönhetıen indulhatott komplett proteoma-

elemzés a nitrogénellátottság (Bahrman et al. 2004b), sóstressz (Huo et al. 2004, Caruso et al. 

2008), szárazság (Hajheidari et al. 2007), fagyhatás (Herman et al. 2006) és nehézfémek (Cd, Hg), 

herbicidek és safenerek (Zhang et al. 2007, Ge et al. 2009), valamint a kórokozók (Zhou et al. 

2006) búza-proteinprofilra gyakorolt hatásának megállapítására. Utóbbi, a búza korai Fusarium-

támadása azért is érdekes, mert mind a gazda, mind pedig a patogén protein-profiljában találtak 

eltéréseket, így az elválasztott 1380 fehérjébıl azonosított 41 protein alapján pl. az antioxidáns-

útvonalban és a jazmonsav-jelátvitelben, a patogenezissel kapcsolt válasz kialakításában, az 

aminosav-szintézisben és nitrogén-anyagcserében közremőködı fehérjék expressziója indukálódott, 

míg a fotoszintézis képviselete jelentısen lecsökkent (7/41 fehérje). Különös, hogy egy DNS-

károsításra érzékeny glükoprotein is kifejezıdött a gazdanövényben. A nyolc gomba-eredető fehérje 

antioxidáns ill. glikolízist támogató szerepkörrel bír, ami arra utalhat, hogy a redukált szénforrás 

megszerzése központi szereppel bírhat a nekrotróf patogén életében.  

Árpában és búzában folytatott kísérleteim az apoplaszt proteomikai vizsgálatára irányultak. 
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3. CÉLKITŐZÉS 

 

Doktori témám célja a növény fehérjemintázatában tükrözıdı stresszválasz kutatása volt, melynek 

során biotikus és abiotikus környezeti tényezık hatását vizsgáltam a növény egy speciálisnak 

tekinthetı szöveti régiójában, a sejtközötti állományon. 

1. Elsıként, a biotikus stresszrezisztencia-kutatásokkal összefüggésben arra kerestük a választ, 

hogy mutatnak-e közel izogén, rezisztens ill. fogékony búzavonalak az apoplaszt 

fehérjemintázatában kimutatható különbséget a búza (T. aestivum L.) termesztett állományait 

jelentıs mértékben veszélyeztetı levélrozsda (Puccinia recondita f.sp. tritici) fertızést követıen. 

Bár a választott Lr1 és Lr9 rezisztenciagéneket hordozó vonalak szántóföldi 

alkalmazhatóságának különbségei tapasztalati szinten jól ismertek, s a témában hazánk közép-

európai viszonylatban jelenleg különösen érintett a rasszspektrum aktuális átrendezıdése miatt, a 

rezisztenciagének jelenléte kapcsán módosuló stresszválaszok mikéntje az érintett gének ill. 

fehérjéik szintjén egyelıre alig kutatott terület, noha az ismeret jelentısen segíthetné a gének 

piramidálásban való, célzottabb felhasználását. Az apoplasztfehérjék vizsgálatát gél alapú, 

differenciál expressziós proteomikai eljárással, tömegspektrometriai alapon ill. aktivitás 

vizsgálatokkal kiviteleztük. A feltételezett indukció megerısítésére ill. az esetleges szabályozási 

eltérések tesztelésére transzkripciós analíziseket végeztünk. 

2. Abiotikus stresszként a nehézfémszennyezés különbözı formái közül világméretben is 

számottevı kockázatot hordozó kadmium-kezelést választottuk, az árpa mérsékelten ellenálló cv. 

’Mandolina’ fajtájának csíranövényein. Proteomikai analízisünk arra irányult, hogy tisztázzuk, 

azonosíthatóak-e a nehézfémstresszre specifikusan szekretálódó vagy megnövekvı intenzitású 

fehérjék a sejtközötti állományban, vagy a közegben esetlegesen megfigyelhetı változások 

inkább a kadmium kapcsán másodlagosan fellépı, általánosabb jellegő stresszválasz 

közremőködıivel társíthatóak. 

3. Végül, proteomikai térképezést kezdtünk meg a genetikai állományát tekintve a búzafajták közt 

leginkább kutatott cv. ’Chinese Spring’ egészséges csíranövényeinek apoplasztján, hogy 

megismerjük, normál élettani körülmények között milyen feladatkörő fehérjék vannak jelen egy 

korai fejlıdési állapotú vegetatív szerv, a levél intercellulárisaiban. A munka távolabbi célja, 

hogy a stresszválaszok jövıbeni katalogizálásához megfelelı referenciatérkép létrehozásával 

szolgálhassunk. 

Vizsgálataink mind a biotikus, mind pedig az abiotikus stresszorhoz köthetı modellrendszerben 

leginkább a stresszfehérjék egy meghatározott körére, az ún. PR („pathogenesis-related”, 

kórfolyamattal összefüggésbe hozható) fehérjék szekretált formáinak esetleges indukciójára, 

specificitásukra, a különféle genetikai háttér kapcsán az esetleges szabályozási eltérések különbözı, 
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fehérje-, RNS- ill. DNS-szintő megjelenési formáira, és az eltérések a stresszválasz kimenetelével 

összefüggı vonatkozásaira irányultak. 
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4. KÍSÉRLETI ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

4.1. Kísérleti növényanyag és mintaelıkészítés 

4.1.1. A fajtaválasztás háttere 

Az apoplaszt fehérjék referencia-térképezéséhez a Triticum aestivum L. cv. ’Chinese Spring’ fajtájú 

búzát választottuk, mert ez tekinthetı az egyik legintenzívebben vizsgált fajtának a nemzetközi 

együttmőködésben folytatott búza genomikai vizsgálatokban (Ogihara et al. 2000, Allouis et al. 

2003, Gill et al. 2004, Shen et al. 2005). A szemtermések a martonvásári Mezıgazdasági 

Kutatóintézetbıl, Dr. Kovács Gézától (Gabona Génbank) származtak. 

A gombafertızéssel asszociált növényi fehérje és génexpresszió-változás vizsgálatára 

gazdanövényként a Triticum aestivum cv. ’Thatcher’ búzafajtát választottuk, mert a rezisztencia-

nemesítés eredményeképpen ez a genotípus számos közel izogén, de 1-1 rezisztenciagénben eltérést 

mutató vonallal rendelkezik (Dyck és Samborski 1968, Bartos et al. 1969), melyek a patogén 

virulencia változásának kutatása mellett a rezisztenciagének feltérképezésében és jellemzésében  is 

kiválóan hasznosíthatóak (Winzeler et al. 2000, Chełkowski et al. 2003). Kísérletünkben a legtöbb 

búza levélrozsda rasszra fogékonyan reagáló, Triticum aestivum cv. ’Thatcher’ búzafajta és annak 

két, közel izogén (statisztikailag ~98%-ban azonos genetikai állományú), Lr1 illetve Lr9 

rezisztenciagént hordozó búzavonala szolgált forrásul, melyek csíranövénykori ellenállóképességet 

biztosíthatnak. A Tc és Lr9 magállomány az MTA Növényvédelmi Kutatóintézetébıl, Dr. 

Manninger Sándornétıl (NKI, Kórélettani Osztály) származott, az Lr1-hez pedig kiegészítı 

forrásként James A. Kolmer (U.S. Department of Agriculture, ARS - Cereal Disease Laboratory) 

nagylelkő ajándékaként jutottunk. 

A kadmium-kezelés kísérleteit az árpa (Hordeum vulgare L.) egy rövid tenyészidejő, kétsoros, 

tavaszi, alacsony fehérjetartalmú sörárpa fajtáján, a GK Mandolinán végeztük, mely 

Magyarországon 1999-ben kapott állami elismerést átlagon felüli termıképességének, kiváló 

általános alkalmazkodó képességnek és szárazságtőrésének köszönhetıen. A fajta abiotikus 

stressztőrı képességének proteomikai vizsgálatai ezidáig szárazságra (Horváthné Szanics 2007), 

rövid idejő hıstresszre és eltérı termesztési körülményekre (Süle 2004, 2008) terjedtek ki a 

levélcsírán és szemtermés szintjén. Kadmiumra nézve eddig fıként antioxidáns enzimkapacitás és 

detoxifikáló metabolitok szintjén vizsgálták a fajta tőrıképességét (Hegedős et al. 2001, Jócsák et 

al. 2010). A magvak a szegedi Gabonakutató Nonprofit Kft. táplánszentkereszti Növénynemesítı 

Kutató Állomásáról származtak. 
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4.1.2. Növénynevelés 

A vetés elıtt a szemterméseket búza esetében 3 %-os H2O2–ban, árpánál pedig  3%-os nátrium-

hypoklorittal (háztartási hypo-ból hígítva), 5 percig kevertetve fertıtlenítettük, majd 6-10-szeri, 

kimerítı desztillált vizes öblítés után vízben duzzasztottuk 1,5-2 órán át. 

A referenciatérképezésre elıkészített ‘Chinese Spring’ búzamagvakat steril talajba vetettük 

(komposzt (pH 7), tızeg és perlit 6:1:1 arányú autoklávozott keveréke), 1-1,5 cm-es talajtakarással. 

A csíráztatás 21-23 °C-on, sötétben zajlott 3 napig, majd a csíranövények nevelését 19 °C-on, 14 

óra fény / 10 óra sötétperiódus szerint, klímakamrában végeztük.  

A rozsdafertızésre szánt ‘Thatcher’, és Lr1 ill. Lr9 búzamagvak vetése szintén sterilizált, alginit 

tartalmú általános virágföld keverékbe (T-Mix-Ker Kft) történt. A csíráztatás 3 napig 21-23 °C-os 

sötétben, majd a nevelés átlagosan 20 °C-on és 16 óra fény / 8 óra sötétperiódus szerint, üvegházi 

körülmények között zajlott. 

A nehézfém kezeléshez választott Mandolina árpafajta sterilizált szemterméseit csíratálba vetettük, 

és 3 napos, desztillált vizes csíráztatást követıen, a közeget az 5. naptól ½ Hoagland-tápoldatra 

cserélve, 16 h fény / 8 h sötétperiódusnak megfelelıen, 21 °C-os klímakamrában neveltük a 

hidropónikus kultúrában növekvı csíranövényeket. 

 

4.1.3. A stresszkezelések kivitelezése 

 4.1.3.1. A búza levélrozsda-fertızése 

A búza inokulációt megelızı csíráztatását és fertızését az MTA Növényvédelmi Kutatóintézetében 

Dr. Manninger Sándorné, a Kórélettani Osztály tudományos fımunkatársa végezte, a búza 

levélrozsda (Puccinia recondita f.sp. tritici) 43722 patotípusával, mely jelenleg a hazai levélrozsda-

állomány egyik domináns patotípusának tekinthetı (Kımives 2006). Ez a patotípus az Lr1 és Lr9 

vonalak csíranövényeiben hiperszenzitív típusú rezisztenciát (9. ábra) vált ki, míg a fogékony Tc 

fajtában kompatibilis kölcsönhatás kifejezıdését teszi lehetıvé. 

A csíranövények elsı levelét 7 napos korban ~7 x 105 uredospóra / ml koncentrációjú, 1 %-os 

keményítıt is tartalmazó szuszpenzióval inokulálták (az átlagos, természetes sporulációs kitettséget 

meghaladó spóra-töménységben), a kontroll növények mock-fertızése pedig spóramentes 

keményítı szuszpenzióval történt. Ezután a növényeket 14-17 fokon, 100% páratartalom mellett, 

sötétben inkubáltuk 12 órán keresztül. 

A kísérletben felhasznált növények nagy száma miatt a három, közel izogén búzavonal fertızését 

nem tudtuk egy idıben kivitelezni. Az Lr9 rezisztens és a Tc fogékony fajtát 2005. augusztusában 
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ill 2007. januárjában fertıztük, az Lr1-Tc genotípus párosának kezelésére pedig 2007. júliusában és 

2004. augusztusában került sor. Vonatkoztatási alapunk mindkét esetben a ’Thatcher’ (Tc) 

fogékony fajta volt, hogy a kísérleti körülmények esetleges eltérései ne befolyásolhassák az 

eredmények összevethetıségét. A növények fertızését követıen megjelenı rozsda-uredopusztulák 

illetve HR-foltok képét és számát a 9. ábra tartalmazza. Mindebbıl a fertızések hatékonyságának 

megközelítı állandóságára következtethettünk. 

 

9. ábra: A levélrozsda-fertızés (Puccinia recondita f.sp. tritici) morfológiai tünetei (a) fogékony 
Thatcher búzafajtán és (b) a rezisztens (Lr1 és Lr9), közel izogén genotípusokon az Lr9 
példáján, 7 nappal az inokulációt követıen. A mesterséges fertızések hatékonyságának megközelítı 
állandóságát az inokuláló spóraszuszpenzió standardizált koncentrációja (7x105 spóra/ml) mellett a 
fertızéssel társíthatóan kifejlıdı, morfológiai képletek intenzitásának (az uredopusztulák vagy 
hiperszenzitív léziók számának) ellenırzésével is teszteltük (a szakasz 0,4 cm-t jelöl). 

 

 4.1.3.2. A kadmium-kezelés árpán 

A kadmium-kezelést a vízkultúrán nevelkedı 10 napos árpa csíranövényeken 0-10-50-100-300 µM 

CdCl2 koncentrációban végeztük, a nehézfémsó vizes, 100 mM töménységő törzsoldatát megfelelı 

arányban a tápoldathoz keverve. 

 

4.1.4. Mintavétel 

A búza referencia apoplaszt vizsgálatára a 7-8 napos ‘Chinese Spring’ csíranövények elsı, frissen 

kifejlett levelét használtuk fel. 

A búza-levélrozsda hatásvizsgálatához a Tc, Lr1 és Lr9 csíranövények elsı, fertızött illetve kontroll 

(mock-fertızött) leveleibıl a fertızést követı egy héten keresztül vettünk mintát, a fertızést követı 

elsı 12 órában 2-2,5 óránként (h.p.i. = hours post inoculation), majd 7 napon át naponta (d.p.i. = 

day post inoculation). 
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A kadmiummal kezelt árpa csíranövényekbıl a nehézfémsó tápoldatba keverését követı egy héten 

át, az 1., 4. és 7. napon vettünk levélmintát.  

Az apoplasztfolyadék kivonására szánt leveleket az aratás után közvetlenül, minden alkalommal 

frissen használtuk fel, míg az mRNS izolálásra szánt leveleket, analitikai pontosságú tömegmérést 

és folyékony nitrogénes gyorsfagyasztást követıen, -20°C-on tároltuk felhasználásig. 

 

4.2. Reagensek 

A kísérlet során használt legtöbb vegyszerünk a Reanal Kft. (Magyarország), molekuláris biológiai 

reagenseink pedig a Fermentas International Inc. (Litvánia) termékei voltak, az eltéréseket a 

megfelelı helyen külön jelöljük. 

 

4.3. Fehérje-szintő vizsgálatok 

4.3.1. Apoplaszt fehérjék (ICF) kinyerése 

Az apoplaszt folyadék (intercellular washing fluid, ICF) kinyerése vákuum-infiltrálással, Rohringer 

és mtsai (1983) nyomán, módosítva történt. 

A fehérjék egy- és két-dimenziós proteomikai elválasztására szolgáló apoplaszt folyadék kivonására 

jéghideg, 20 mM Tris-HCl (pH 8.0) és 1 mM PMSF (Sigma) infiltráló puffert használtunk, míg az 

enzimaktivitás mérésekhez magasabb pufferkoncentrációt, 100 mM Tris-HCl (pH 8.0)-t és 1 mM 

PMSF-t alkalmaztunk. Egyébként mindkét esetben azonos módon jártunk el. 

A levágott, lemért és megmosott (2x DV, 1x MQ) leveleket finoman, U-alakban meghajlítva, tiszta 

üvegbottal a jéghideg infiltráló puffert tartalmazó, 50 ml-es centrifugacsövekbe csúsztattuk, úgy, 

hogy a puffer teljesen elfedje ıket. A csöveket jéggel töltött fızıpohárba állítottuk és 6 percre 

vákuum alá (1 mbar - (Rotary) High Vacuum Pump E2M80, Edwards) helyeztük, majd a szelepet 

fokozatosan kiengedve, lassan (kb. 2 percet hagyva) szüntettük meg a vákuumot. Az így 

infiltrálódott leveleket szőrıpapíron óvatosan leitattuk, majd az ICF kinyeréséhez szitaszövetbe 

tekerve injekciós fecskendı hüvelyébe csúsztattuk, és centrifugacsövekbe helyezve centrifugáltuk 

(Universal 30 RF, Hettich - 2000 rpm, 20 perc, 4 °C). A csı alján összegyőlt folyadékot Eppendorf-

csıbe pipettáztuk át, és az esetleges üledék eltávolítása céljából ismét centrifugáltuk (14000 rpm, 20 

perc, 4 °C). A kapott felülúszóhoz 1/100 térfogat arányban proteáz-inhibitor koktélt (Complete 

Mini, EDTA-free, Roche) adtunk. A gélelektroforézis alapanyagául szolgáló mintákban a 

fagyasztás elıtt szilárd urea (Merck) hozzáadásával 8 M-ra állítottuk be az urea koncentrációt. 
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Az ICF kivonása során a minták kezelése végig hideg körülmények közt, jégen ill. +4 °C-on, 

hidegszobában zajlott, az elkerülhetetlenül fellépı szöveti sérülések okozta fehérje degradáció 

minimálisra csökkentése érdekében.  

A kinyert mintákat –80 °C-on tároltuk felhasználásig. Analízis elıtt ismét lecentrifugáltuk (14.000 

RPM, 4 °C, 20 perc), és a felülúszóval dolgoztunk tovább. 

 

 4.3.1.1. A fehérjemennyiség meghatározása 

Kis térfogatú (10-15 µl/0,1 g levél), viszonylag híg (0,3-0,8 µg/µl) apoplasztkivonataink 

fehérjekoncentrációjának mérését Lowry (1951) szerint, illetve 2-D Quant kittel (Amersham 

Biosciences) végeztük, mely kis fehérjemennyiségek (0-50 µg) csekély térfogatban (0-50 µl) 

történı mérésére kiválóan alkalmas, és egyebek mellett a proteomikai mintákban gyakori, nagy 

koncentrációjú kaotróp ágensek (urea, tiourea) és egyéb, pl. redukáló vagy detergens komponensek 

és amfolitok zavaró hatását is képes kiküszöbölni, amelyek standard (festékkötésen vagy rézion 

redukálásán alapuló) fehérjeméréses protokollokban jellemzıen interferálnak (Berkelman 2008). 

 

4.3.1.2. Az apoplasztfolyadék koncentrálása 

A két-dimenziós gélelektroforézishez a kivont ICF 6-10x-esére koncentrált oldatát (Cfeh: 1,8-3,2 

mg/ml) használtuk, melyet egy, a 9 kDa-t meghaladó mérető fehérjéket feldúsító, Icon Concentrator 

9 CO (Pierce) molekulaszőrıvel, a híg, 0,3-0,9 mg/ml töménységő apoplaszt-kivonat centrifugálása 

útján állítunk elı (4500 rpm, 30-40 min, 4 °C). 

 

4.3.2. Proteomikai analízis 

4.3.2.1. Az apoplaszt-fehérjék elválasztása 

Az ICF fehérjéinek analíziséhez a tömegspektrometriai azonosítást megelızı, gél-alapú szeparációt 

alkalmazó proteomikai eljárást választottuk. 

 

4.3.2.1.1. Egydimenziós, denaturáló poliakrilamid-gélelektroforézis (1D-PAGE) 

A fehérjeminták egy dimenziós, molekulatömeg szerinti szeparálását a proteomikai analízisek 

kezdeti, közelítı szakaszában alkalmaztuk. Az elválasztást redukáló körülmények közt, denaturáló, 

Laemmli-féle diszkontinuus rendszerben (12,5 %-os szeparáló + 5 %-os tömörítı PA gél) végeztük 
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(Laemmli 1970), az alábbi megjegyzésekkel: A proteomikai analízisekhez a gélre 20-30 µg/zseb 

fehérjetartalmú mintát vittünk fel. A mintafelvitelt megelızıen a proteomikai azonosításra szánt 

apoplaszt fehérjemintáknál nem végeztünk efféle hıdenaturálást, hogy a tömény urea tartalmú 

közegben megelızzük a fehérjék N-terminális illetve a Lys-oldalláncainak tömegspektrometriai 

azonosítást nehezítı, esetleges karbamoilálódását. Vonatkoztatási alapként az alábbi, kis 

molekulatömegő (LMW) standard-elegyek szolgáltak: 10-200 kDa: Page Ruler™ Protein Ladder 

ill. 20-120 kDa: Prestained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas). A futtatást feszültség-

szabályozott rendszerben, 20 °C-on végeztük (60 V - 15 min, majd 120 V - 6,5 h), a brómfenol-kék 

(BPB) festékfront kifuttatásáig. 

 

4.3.2.1.2. Kétdimenziós poliakrilamid gélelektroforézis (2D-PAGE) 

A minták két fázisú, izoelektromos pont és molekulatömeg szerinti proteomikai szeparálásához 60 

ill. 120 µg (analitikai) továbbá 300 µg (félpreparatív analízis) összfehérje tartalmú, koncentrált 

apoplaszt kivonatot használtunk. 

 

4.3.2.1.2.1. Izoelektromos fókuszálás (IEF - 1. dimenzió) 

A fehérjék szolubilizálása céljából a hidrofób fehérjékre is ajánlott, 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 % megfelelı pH-jú hordozó amfolit/IPG puffer (AP). 

Elıkészítésként rehidrációval egybekötött, passzív mintafelvitelt (12-14 h) végeztünk a 7, 13 illetve 

18 cm-es, 3-10 NL immobilizált pH-gradienst (IPG) tartalmazó géleken (Immobiline DrySrip – 

Amersham Pharmacia Biotech), amelyek széles kémhatás-tartományt fednek le, és az enyhén savas 

4.5-6,5 pH régióban nagyobb felbontást adnak. Az izoelektromos fókuszálást (20 °C, 50 µA/strip) a 

levérozsda-fertızés modellezésénél Multiphor™ II (AP) rendszerben kiviteleztük, a gyártó 

ajánlásait is figyelembe véve, az alábbi program szerint: 300 V – 0,5 h; 1000 V – 1 h; 3500 V – 1 h 

(gradiens), 3500 V – 3 h (step-and-hold); Σ: 15 kVh), míg a kadmiumstressz analíziséhez az Ettan 

IPGphor II készülék (AP) állt rendelkezésünkre (250 V - 20 min (gradiens), 8000 V – 2 h 

(gradiens), 8000 V – 3 h (step & hold) program alkalmazásával). A referencia apoplaszt 

vizsgálatához mindkét rendszert volt alkalmunk tesztelni (Multiphor II - Σ: 26 kVh; Ettan IPGPhor 

- Σ: 28 kVh). 
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4.3.2.1.2.2. A minták ekvilibrálása 

Az izoelektromos pontjuk szerint szeparált fehérjék második dimenzió elıtti, ismételt redukálása és 

alkilálása céljából az IPG csíkokat elıbb 1 % DTT-t (Sigma), majd 4 % jódacetamidot (Sigma) 

tartalmazó ekvilibráló pufferben (6 M urea, 30 % (w/v) glicerol és 2 % (w/v) SDS tartalmú 50 mM 

Tris-HCl, pH 8.8 oldatban rázattuk 20-20 percen át.  

 

 4.3.2.1.2.3. Denaturáló PA-gélelektroforézis (SDS-PAGE – 2. dimenzió) 

Az ekvilibrálást követıen a fehérjéket Protean II xi kamrában (Bio-Rad) redukáló körülmények 

között, denaturáló Laemmli-féle rendszerben a 4.4.1 pontban foglaltakhoz hasonlóan méretük 

szerint is elválasztottuk (Laemmli, 1970), az IPG-csíkok rövid mosása, új (1,5 cm vastag, 12,5 % 

szeparáló PA) gélfelszínre illesztése és 1 % agarózos felürétegzése után, a következı protokoll 

szerint: 1-1 órán át 12 majd 24 mA/gél, végül 90 V (konstans). A futtatás a 17 °C-ra hőtött 

közegben megközelítıleg 14 óráig tartott. 

 

4.3.2.1.3. A gélek festése 

A proteomikai azonosításra szánt fehérjék láthatóvá tétele céljából, kvantitatív viszonyításhoz 

kolloidális Coomassie Brilliant Blue (CBB) G-250 festést (Neuhoff et al. 1985), az érzékenyebb 

detektáláshoz pedig a tömegspektrometriai analízissel kompatibilis, Shevchenko-féle (1996) 

ezüstfestést választottuk, azzal a kiegészítéssel, hogy a gyengébb foltok kifakulásának megelızésére 

az elıhívás leállítását 5% ecetsav helyett 1,5% Na2-EDTA-oldattal végeztük. 

 

4.3.2.1.4. A gélek dokumentációja és a gélképek kiértékelése 

A gélképeket EPSON Expression 1680 Pro (EPSON) színes géldokumentációs rendszerrel 

rögzítettük és vizuálisan illetve az ImageMaster™ 2D Platinum v4.9 (Amersham Biosciences) kép-

analizáló programmal értékeltük ki. A géleket további felhasználásig +4 °C-on, PE fóliában 

tároltuk. 

 

4.3.2.2. Tömegspektrometriai analízis 

A tömegspektrometriai azonosításra gélbıl kivágott foltok ill. sávok analízisét az MTA SZBK Dr. 

Medzihradszky Katalin vezette Proteomikai Kutatócsoportja végezte. A búza referencia-apoplaszt 

mintákat Dr. Szájli Emília, a levélrozsda-fertızött búza és kadmium-kezelt árpa mintákat pedig Dr. 

Hunyadi-Gulyás Éva értékelte ki. 
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Az MS-analízishez használt készülékek, adatbázisok és programcsomagok 

A kadmium-stresszelt árpamintákat MALDI-TOF (Bruker Reflex III) és LC-MS/MS (Thermo LCQ 

Fleet LC-MS/MS) ioncsapdás tömegspektrométerrel analizálták. A nyers adatok feldolgozása 

Mascot Distiller (ver:2.2.1.0) szoftverrel, míg a kapott csúcslistákból a megfelelı fehérjék 

azonosítása az NCBInr 20080718 Viridiplantae taxonómiai csoportra leszőkített fehérje-

adatbázisán, a Mascot (2.2.04. Matrix Science) keresırobottal zajlott. 

A referencia búzamintákat MALDI-TOF (Bruker Reflex III) és LC-MS/MS méréssel (Agilent 

1100LC XCT Plus IonTrap) analizálták. A feldolgozott tömegspektrometriás adatok lekeresése 

NCBInr 20070216 és NCBI dbEST [Expressed Sequence Tags, EST_others_20060429] 

adatbázisokban történt, MatrixScience (http://matrixscience.com/) és az UCSF ProteinProspector 

programcsomagja (http://prospector.ucsf.edu/; frissítés: 2006.02.16.) felhasználásával, ill. a 

SpectrumMill adatbázis szoftver (frissítés 2007.05.02.) révén. 

A rozsdafertızött búzaminták elemzése MALDI-TOF (Bruker Reflex III) valamint LC-MS (Waters 

LC-ESI-qTOF) ill. LC-MS/MS (Agilent 1100LC XCT Plus ion trap) tömegspektrométer 

készülékeken történt. A szekvencia-összevetések alapját az NCBInr 20070601 és/vagy a SwissProt 

52.5 adatbázis szolgáltatta, ill. ahol nem búza, hanem rokon fehérjét adott ki a 

Mascot/MatrixScience keresı, ott BLAST lekeresést is végeztek a TIGR (www.tigr.org) T. 

aestivum adatbázisán. 

 

4.3.3. Enzimaktivitás vizsgálatok 

 

Enzimforrásként a 4.1. pontban bemutatott, levélrozsda-fertızéses kísérleti növényekbıl (Triticum 

aestivum cv. ’Thatcher’ alapú Lr1, Lr9 és Tc) a 4.3 pontban leírt módon, az enzimaktivitás 

méréshez alkalmazott infiltráló pufferrel kinyert és ilymódon kezelt apoplaszt folyadékot 

használtuk. A méréseket 3 párhuzamost alkalmazva, 2 ismétlésben végeztük. 

4.3.3.1. Extracelluláris endo-1,3-beta-D-glükozidáz – assay 

Az extracelluláris (EC) mintákban feltételezett endo-1,3-β-glükanázok jelenlétét enzimaktivitás 

méréssel és ehhez kapcsolódó vékonyréteg kromatográfiával is igazoltuk. Az 1,3-β-D-glükanáz 

aktivitás méréshez laminarin szubsztrátot (Sigma), egy a Laminaria digitata barnamoszatból kivont 

1,3-β-D-glükán poliszacharidot használtunk, melyet elıkezelésként Denault és mtsai szerint (1978) 

redukáltunk. Az enzimreakció során képzıdött redukáló cukor (mono- ill. oligoszacharid) 

komponensek kimutatásához a Cu2+ ion redukálódásán (Fehling-reakció) és a kialakuló vörös 
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neokuproin/Cu+ komplex detektálásán (A450) alapuló kolorimetriás módszert (Dygert et al. 1965) 

választottuk. A színreakciót, Zheng és Wozniak (1997) eljárására épülve az irányításom alatt 

végzett szakdolgozó, Kabai Mónika által (2008) továbbfejlesztett és apoplasztra optimalizált 

mikrotiter-rendszerben kiviteleztük. Az új eljárással a mikrotiter lemez-alapú glükanáz kimutatás 

mérési tartománya jelentıs mértékben kiterjeszthetı (10–600 µM glükóz), amely így alacsony 

fehérjekoncentrációjú, kis térfogatú, de gyakran igen eltérı aktivitású minták együttes kezelésére is 

alkalmas. Az aktivitást µmol glükóz ekvivalens/min/g friss levéltömeg értékben kifejezve adtuk 

meg. 

Az elıbbiek szerint az ICF-ben aktivitás alapján kimutatott 1,3-glükanázok feltételezett endo-

glükanáz jellegét Kabai (2008) diplomamunkájában, a képzıdött oligoszacharidok vékonyréteg 

kromatográfiás kimutatásával is ellenırizte. 

 

4.3.3.2. Extracelluláris kitináz – assay 

Az apoplasztikus kitináz aktivitás mérésére választott kolorimetrikus kitináz-assay kivitelezése 

Wirth és Wolf módszerével (1990) történt, mely szubsztrátként a kitin szolubilizált és Remazol 

Brilliant Violet, lila színő festékkel kovalensen kapcsolt formáját (CM-Chitin-RBV, Loewe) 

alkalmazza. A kimutatás alapja, hogy az enzimreakciót követıen a nem degradált szubsztrát 

kicsapással elkülöníthetı, az eredetileg szubsztráthoz kötött, majd az emésztés során felszabaduló 

RBV festék pedig oldatba kerülve, fotometriás úton (A550) meghatározható. Az enzimaktivitást 

levéltömegre normálva, és az RBV extinkciós koefficiensének (ε) hozzáférhetısége hiányában, a 

felszabadult festék mennyisége helyett a hasított szubsztrát tömegében: mg hasított CM-Chitin-

RBV / h/ g friss levéltömeg értékben fejeztük ki. A rendszer apoplasztra történt optimalizálását 

(hımérséklet, pH, E/S arány stb.) az irányításom alatt dolgozott okleveles hallgató, Rab Enikı 

(2008) végezte el. 

 

4.4. RNS-szintő vizsgálatok 

4.4.1. Nukleinsav izolálás és tisztítás 

4.4.1.1. Teljes RNS izolálás 

A teljes RNS kivonását TRIzol® reagenssel (Invitogen), Kós Péter (MTA SZBK Növénybiológiai 

Intézet) receptje alapján végeztük. A -20 °C-on tárolt (ld. 4.1.4 pont), 0,1 g tömegő búzaleveleket 

folyékony nitrogénben elporítottuk, majd 1 ml TRIzol reagenssel inkubáltuk 65 °C-on min. 3 percig 

vízfürdıben, idınkénti keverés mellett. A mintához 0,2 ml kloroformot adtunk, majd rövid, 

erıteljesen vortexelés (15 s) után szobahımérsékleten állni hagytuk (min. 3 min) és a kicsapódott 
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fehérjéktıl centrifugálással szabadultunk meg (14 000 rpm, 15 min, 4 °C). A maradék szennyezık 

eltávolítása céljából a felülúszóhoz kloroform és izoamilalkohol 24:1 arányú elegyét (0,375 ml) 

adtuk és vortexelés után újból lecentrifugáltuk (14000 rpm, 15 min, 4 °C). A felsı fázisból az RNS-

t 0,5 ml izopropanollal csaptuk ki, majd 10 percnyi állás (RT) és ülepítés (14000 rpm, 10 min, 4 °C) 

után, a felülúszót elöntve kétszer mostuk a csapadékot 1-1 ml 70 %-os hideg etanollal, 

mindannyiszor centrifugálva (14000 rpm, 10 min, 4 °C). A felülúszó elöntését követıen a mosott 

csapadékot steril fülkében 3 percig szárítottuk, és az RNS-t 50 µl steril Milli-Q vízben, jégen tartva 

feloldottuk. A kinyert totál RNS-kivonat koncentrációját 260 nm-en mért elnyelése révén, UV-

spektrofotométeren (UV-160A, Shimadzu) becsültük (A = 1,000 → 40 µg / ml RNS), minıségét az 

A260/A280; A260/A230 arányokból ill. agaróz gélelektroforézissel kapott mintázata segítségével 

ellenıriztük. A teljes RNS-kivonatokat 1 hónapig -20 °C-on, hosszabb tárolás esetén -80 °C-on 

fagyasztva tároltuk. 

 

4.4.1.2. Totál RNS-kivonat DNS-mentesítése 

A totál RNS-kivonatokban elıforduló, szennyezı DNS-t RNáz-mentes DNáz I enzimmel 

(Fermentas) emésztettük Mg2+-tartalmú reakciópufferben (10 mM Tris-HCl, pH 7.5; 2,5 mM 

MgCl2; 0,1 mM CaCl2). A reakcióelegyet 30 percen át, 37 °C-os vízfürdıben inkubáltuk. 0,1 g friss 

levélszövetbıl kinyert totál RNS oldatot 2 unit enzimmel kezeltünk, azzal számolva, hogy a 

növényanyagból ~100 µg totál RNS nyerhetı ki (ennek 1-2 %-a mRNS), melyre szennyezıdésként 

1-2 µg DNS-sel számolhatunk. 

 

4.4.1.3. DNS-mentesített totál RNS-kivonat kloroformos tisztítása 

A DNáz I kezelést követıen az elıbbi reakcióelegyet 1:1 arányban kloroformmal extraháltuk, majd 

a minta vortexelést követıen centrifugáltuk az enzimfehérje és egyéb szennyezık eltávolítása 

céljából (12000 rpm, 3 min, RT). A kloroformos extrahálást még kétszer megismételtük. A DNS- és 

fehérje-mentesített kivonatból a totál RNS-t 0,1 térfogatnyi 3 M Na-acetát (pH 5.2) valamint 2,5 

térfogatnyi abszolút etanol hozzáadásával csaptuk ki (Ziegenhagen et al. 1993). Végül az újra 

kicsapott totál RNS végsı mosása és visszaoldása érdekében a nukleinsav-izolálásnál már 

feltüntetett módon jártunk el. A tisztított totál RNS-kivonatokat, ismételt UV-spektrofotométeres 

mérést követıen (RNS mennyiség- és tisztaság-ellenırzés) -80 °C-on lefagyasztva tároltuk. 
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4.4.2. Nukleinsavak elválasztása 

4.4.2.1. Poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE) 

A nukleinsav-kivonatokat 5 % nem denaturáló poliakrilamid (PAA) gélben (30:0,8 akrilamid-bisz-

akrilamid arány), 1x TBE (89 mM Tris-HCl, 89 mM bórsav; 2,5 mM EDTA (pH 8.3)) 

elektroforézis-puffer jelenlétében választottuk el. A futtatást követıen a nukleinsavakat Sammons-

Schumacher-féle ezüst-festéssel tettük láthatóvá (Sammons et al. 1981, Schumacher et al. 1983). 

 

4.4.2.2. Agaróz gélelektroforézis 

Az agaróz gélelektroforézist a PCR-termékeink kimutatására és elválasztására alkalmaztuk, a 

Sambrook és mtsai (1989) által leírt módon. A mintákat 1 %-os vagy 2,5 %-os, nem denaturáló 

agaróz (Type I, Sigma) gélben, 1x TBE (10,8 g/L Tris, 5,5 g/L bórsav, 2 mM EDTA (pH 8.0) ill. 

gélbıl történı visszaizolálás esetén 1x TAE (4,84 g/L Tris, 1,142 ml/L jégecet, 1 mM EDTA (pH 

8.0)) futtató pufferben, 120 V feszültségen futtattuk 50 percig. A nukleinsavakat etídium-bromid 

(Merck) ill. GelRedTM (Biotium) fluoreszcens festékanyag gélbe elegyítésével, UV megvilágítás 

útján tettük láthatóvá. 

 

4.4.3. RT-PCR 

4.4.3.1. Primertervezés 

Kísérleteink során a vizsgálni kívánt, indukálódó búza kitinázok és glükanázok, ill. a referencia 

génként választott búza ubiquitin amplifikálására az alábbi összegzésben közölt primereket 

terveztük (6. táblázat). A referenciaként választott ubiquitinhez viszonyítva vizsgálni kívánt kitináz 

és glükanáz génekre tervezett primerek esetén kettıs célunk volt: egyrészt olyan oligonukleotidok 

azonosítása, amelyek a korábbi, proteomikai analízis során MS-alapon már azonosított egyes 

fehérjék mRNS-ét kellı specificitással amplifikálják, vagy épp ellenkezıleg, a búza vagy rokon 

gabonafélék adatbázisaiból kigyőjtött, s potenciálisan expresszált szekvenciák legnagyobb részét 

hatékonyan lefedve, az adott géncsoporton belül „univerzális” primerként mőködnek. 

A kísérleteinkben használt, a 6. táblázatban 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 segítségével 

terveztük meg, a National Center for Biotechnology Information (NCBI) adatbázisból (URL: 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) való elızetes aminosav és nukleotid szekvenciagyőjtés alapján. 
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4.4.3.2. Reverz transzkripció (RT)  

Célunk az volt, hogy az izolált, DNS-mentes RNS-bıl egyszálú cDNS-t szintetizáljunk 

SuperScriptTM II, illetve III (Invitrogen) reverz transzkriptáz enzim segítségével. 

A reverz transzkripció elıkészítése céljából a templát denaturálását a választott primer jelenlétében 

végeztük, az alábbi két út egyikén: A nem szekvencia-specifikus, poliA+ mRNS-ek kihalászását és 

sokszorozását célzó átíráshoz 1 µl 100 µM oligo(dT)12-18-t vagy 1 µl 100 µM oligo(dT)12-18 + 1 µl 

100 ng / µl random hexamer (N6) primer kombinációját mértük össze, míg a szekvencia-specifikus 

cDNS-szintézishez 0,4 µl-nyi 10 µM koncentrációjú szekvencia-specifikus reverz primert mértük 

be 2,5 µg totál RNS templáthoz. A keveréket 65 °C-on, 5 percig denaturáltuk. 

Az ezt követı reverz transzkripció 1 órán át, 42 °C-on zajlott. Az elızetesen denaturált, majd 3 

percre jégbe helyezett mintákhoz az alábbi komponenseket adtuk hozzá: 5x First-Strand Buffer 

(Invitrogen) - 5 µl; 0,1 M DTT - 2,5 µl; dNTP Mix (10 mM) - 0,5 µl; SuperScript™ II (200 unit / 

µl) reverz transzkriptáz enzim (Invitrogen) - 0,15 µl, végül 25 µl végtérfogatra steril Milli-Q vízzel 

kiegészítve. 

 

4.4.3.3. Hagyományos polimeráz láncreakció (PCR) 

A PCR-t Corbett gyártmányú PalmCycler PCR-készülékben végeztük. A PCR-reakció templátjai a 

reverz transzkripció során nyert cDNS-ek, vagy a feltárt baktériumklónok ill. azokból izolált 

plazmidok voltak. A PCR-reakciót a következı reakcióelegyben kiviteleztük: 1x DuplaTaq 

reakciópuffer (Zenon-Bio), 0,2 mM dNTP keverék, 2,5 mM MgCl2, 0,2 µM szekvencia-specifikus 

primer, 1 U DuplaTaq polimeráz (Zenon-Bio) és 5 µl megfelelı arányban hígított cDNS. Az 

alkalmazott PCR-program: I. fázis: kezdeti denaturálás (95 °С, 5 min) II. fázis: cDNS amplifikáció 

30-45 cikluson át ismételve – a.) denaturáció (95 °С, 30 sec); b.) primerkötıdés a primerek TM 

értékének megfelelı hımérsékleten (30 sec); c.) átírás 72 °С-on (30 sec). III. fázis: záró 

lánchosszabbítás (72 °С, 5 min). Az így kapott DNS szakaszokat agaróz gélen, a 4.4.2.2 pont 

szerint elemeztük. 
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6. táblázat: A különbözı specificitású (egyes izoformákra vagy nagyobb kategóriára tervezett) búza 
primerek. A klónozáshoz is kiválasztott, glükanáz és kitináz-specifikus, részlegesen degenerált 
primerek nukleotid sorrendje dılten szerepeltetve. Y: C/T, S: G/C, M: A/C 

 Primer név Irányultság Specificitás Bázissorrend Hossz 
(nt) 

Tm 
(°C) 

GC 
(%) 

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  

TaeUbR2  R specifikus 5’-CCACACCAGCAGAAGTTTGA-3’ 20 55,1 50.0  

TaeUbF3 F  búza 5’-GCATGCAGATATTTGTGAAGACC-3’ 23 54,7 43.5  

TaeUbR3  R búza 5’-CCACACCAGCAGAAGTTTGA-3’ 20 55,1 50.0  

TaeUbF4 F  univerzális 5’-AAGACCCTCACCGGCAAG-5’ 18 56,3 61.1  

TaeUbR4  R univerzális 5’-AGGGTGGACTCCTTCTGGATG-3’ 21 58 57.1  

U
BI

Q
IT

IN
 

TaeUbR5  R univerzális 5’-AAGATSAGYCGCTGCTCCTC-3’ 20 57,4 57.5  

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-3’ 19 56,6 63.2  

TaeChiR2  R specifikus 5’-GGTGTAGCAGTCGAGGTTGC-3’ 20 57,5 60.0  

TaeChiF3 F  specifikus 5’-AGAGATAAGCAAGGCCACGTCC-3’ 22 59,1 54.5  

TaeChiR3  R specifikus 5’-CTTGTTTCCCTGCGCCGTC-3’ 19 58,5 63.2  

TaeChiF4 F  univerzális 5’-SCCACATCTCCCACGAGAC-3’ 19 55,7 63.2  

KI
TI

NÁ
Z 

TaeChiR4  R univerzális 5’-SGGTCGTCATCCAGAACCA-3’ 19 55,3 57.9  

TaeGluF1 F  specifikus 5’-CGTGATCGGCAACAACCTCC-3’ 20 58,1 60.0  

TaeGluR1  R specifikus 5’-GAAGTAGGGGTACACGTTGGC-3’ 21 57,3 57.1  

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  

TaeGluR3  R specifikus 5’-TGTCGAGGATGAGGCCGATG-3’ 20 58,5 60.0  

TaeGluF4 F  univerzális 5’-TACATCTCCGTAGGCAACGAGGT-3’ 23 59,8 52,2 

TaeGluF5 F  A alcsalád 5’-GCCAACGTGTACCCCTACTTC-3’ 21 57,3 57,1 

TaeGluF6 F  A alcsalád 5’-CATCGGCCTCATCMTSGAC-3’ 19 55 60.5  

TaeGluF7 F  B alcsalád 5’-ATCTACCCGTACCTGGCCTG-3’ 20 57,8 60 

TaeGluF8 F  B alcsalád 5’-GTCCAGGACGGCTCCTAC-3’ 18 55,7 66.7 

TaeGluR4  R A, B >> C, D 5’-TGGTTGTACGTCCTCGCGTTG-3’ 21 59,6 59,1 

G
LÜ

KA
N

Á
Z 

TaeGluR5  R univerzális 5’-CTTCTGGTTCTCGTTGAACATGG-3’ 23 56,1 47,8 

 

4.4.4. PCR termékek klónozása 

A PCR-rel felsokszorozott cDNS-t 1 %-os agaróz gélben futtattuk meg 1x TAE pufferben. A várt, 

megfelelı mérető PCR-terméket UV transzilluminátor alatt kivágtuk, majd E.Z.N.A. Cycle-Pure 

Kit (Omega Bio-Tek) vagy NucleoSpin® Extract II (Macherey-Nagel) tisztító kitet felhasználva, a 

gyártó utasításait követve eluáltuk a gélbıl. Az így megtisztított PCR-terméket pTZ57R/T 

plazmidba ligáltuk az InsTAclone PCR Cloning Kitben (Fermentas) leírt eljárás szerint, 1 éjszakán 

át (16 h), 16 °C-on inkubálva. A reakcióelegy komponensei (10 µl-re számolva): plazmid vektor 
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(pTZ57R/T) - 1 µl; PCR-fragmens /tisztított/ - 5 µl; 5x ligáló puffer - 2 µl; steril, nukleázmentes 

Milli-Q víz - 1,7 µl; T4 DNS-ligáz (5 unit / µl) - 0,33 µl. 

Az inzertes klónozó vektor konstrukcióját Escherichia coli XL1 Blue vagy JM109 kompetens 

sejtekbe (Inoue et al. 1990) transzformáltuk, melyet Szegı Anita bocsátott rendelkezésünkre (BCE, 

KeTK, Növényélettan és Növényi Biokémia Tanszék). A -80 °C-ról felengedett, 100 ml-nyi 

kompetens baktériumsejthez óvatosan 5-10 µl ligált plazmidot pipettáztunk, majd fél órás jeges 

inkubálás után 30 másodperces hısokkot (42 °C) alkalmaztunk, s a sejteket 5 percre újra jégbe 

tettük, így végbement a transzformáció. A baktériumsejteket felszaporításuk céljából ezután SOC-

oldatban (20 g/l Bacto-tripton, 5 g/l Bacto-élesztıkivonat, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 5 mM 

MgCl2·6H2O, 5 mM MgSO4·7H2O, 20 mM glükóz), 200-250 rpm-en rázatva inkubáltuk 1 órán át 

37 oC-on, ezalatt kb. 2,5-szer osztódtak. A plazmidot fel nem vett baktériumok kiszőrésére 

ampicillines táptalajra való szélesztést alkalmaztunk, a tenyészetet egy éjszakán keresztül, 37 oC-on 

LBA táptalajon nevelve két eltérı koncentrációban (100 mg/L ampicillin, 10 g/L Bacto-tripton, 5 

g/L Bacto-élesztıkivonat, 10 g/L NaCl, 7 g/L agar (pH 7.4), majd a transzformáns, kinıtt 

baktériumtelepeket kék-fehér szelekciónak (Sambrook et al. 1989) is alávetettük, a korábban IPTG 

(isopropyl beta-D-thiogalactopyranoside) és X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-ß-D 

galactopyranoside) dimetil-formamidos (DMF) elegyével kikent felülető lemezeken (20 mg/ml 

Xgal (50 µl) + 1 M IPTG (10 µl)). 

Az inzertet hordozó, fehér baktériumkolóniák egyrészének újabb, szilárd LBA táptalajra vitele után 

a friss tenyészetekbıl a késıbbiekben kolónia PCR-t (Sambrook et al. 1989) végeztünk, hogy a 

klónozó vektorba beépült szekvencia megfelelıségérıl méret szinten igazolást szerezhessünk. 

Ehhez a kolóniákat 30 µl Milli-Q vízben, 5 percig forralva tártuk fel, és a kapott sejttörmelék 

centrifugálása után (12000 xg, 2 min) nyert felülúszó 2,5 µl-e szolgált a kolónia-PCR templátjaként. 

A reakcióelegyet a 4.4.3.3 pontban már ismertetett módon állítottuk össze, 42 ºC-os 

primertapadással és plazmid-specifikus M13/pUC forward (5’ GTTTTCCCAGTCACGAC) és 

M13/pUC reverse (5’ CAGGAAACAGCTATGAC) szekvenáló primerekkel. 

A kolónia-PCR során pozitív jelet adó telepekbıl higítással „single” kolóniákat állítottunk elı 

szilárd és folyékony táptalajon. Ezek leellenırzéséhez a plazmidok izolálását GenoPrep 

gyöngyökkel, a gyártó (GenoVision) által megadott protokoll szerint kiviteleztük, és a PCR-t már 

az inszertszekvenciára specifikus primerpárral végeztük el. A megfelelı szekvenciájú inzertek 

jelenlétének szekvencia alapú bizonyítása után a kolóniákból -80 °C-on évekig eltartható, 

fagyasztott törzstenyészetet („frozen stock”) készítettünk (Sambrook et al. 1989). 
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4.5. Szekvenciaanalízis 

A plazmidba beépült inszert nukleotid sorrendjét az MTA Szegedi Biológiai Központjában 

határozták meg, ABI 3100 Genetic Analyzer szekvenáló készülék segítségével (Applied 

Biosystems, USA). A meghatározott szekvenciákat Chromas Lite v2.01 (Technelysium Pty Ltd) és 

Vector NTI Advance 10 (Invitrogen Co.; Lu és Moriyama 2004) szoftverrel analizáltuk. 

A cDNS-klónok ill. transzkriptumok és a transzlált vagy tömegspektrometiailag meghatározott 

aminosavszekvenciák homológia-vizsgálatához az NCBI BLAST szoftverét (URL: 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov; Altschul et al. 1990), és a TIGR növényi EST (TA) adatbázisát 

(URL: http://www.tigr.org/db.shtml) használtuk fel. A homológok összevetését 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 programjával (http://www.ebi.ac.uk/tools/clustalw2) 

végeztük. 

Az extracelluláris lokalizáció igazolásához a SignalP 3.0 szerverét (URL: 

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) alkalmaztuk (Emanuelsson et al. 2007), a fehérjék 

lehetséges N- és O-glikozilációs helyek feltárásához pedig a CBS (Technical University of 

Denmark) predikciós szervereit (NetNGlyc 1.0 - URL: http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/; 

és YinOYang 1.2 – URL: http://www.cbs.dtu.dk/services/YinOYang/) választottuk (Gupta et al. 

2004, Gupta 2001, Gupta és Brunak 2002). 

 

4.6. Törzsfakészítés 

A szekvenciák illesztése CLUSTALW2 (Larkin et al. 2007) program segítségével történt, az 

alapbeállítások alkalmazásával. Az illesztéseket a MEGA4 programcsomag (Tamura et al. 2007, 

Kumar et al. 2008) felhasználásával végeztük, ahol a filogenetikai fa a Neighbour-Joining 

metódussal (Saitou és Nei 1987) vagy a maximális parszimónia elvét alkalmazva készült, a 

nukleotidokat a Kimura-2 paraméter modellel (Kimura 1980) kezeltük, és a gap-ek definiálásához a 

pairwise-deletion opciót választottuk. Az egyes ágak jóságának becslésére 1000 ismétlésbıl álló 

bootstrap analízist (Felsenstein 1985) végeztünk, melynek százalékban kifejezett értékeit a 

nóduszok mellett tüntettük fel. Külcsoportot nem jelöltünk ki. 
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5. EREDMÉNYEK 

5.1 Levélrozsda-fertızés analízise fogékony és rezisztens, közel 

izogén búzavonalakon 

5.1.1 Apoplaszt-proteomikai vizsgálatok a búza levélrozsdafertızésével 

összefüggésben 

A BCE Növényélettan és Növényi Biokémia Tanszéken végzett korábbi, gél-alapú proteomikai 

kutatások a levélrozsda fertızéssel asszociáltan egy 1,3-glükanáz, egy kitináz 1 és egy PR 1 fehérje 

korábbi megjelenését és/vagy erıteljesebb indukcióját mutatták ki az Lr1 genotípus intercelluláris 

folyadékában, a fogékony fajtában megfigyeltekhez viszonyítva (Pós et al. 2005). Doktori munkám 

elsı célja a fehérje szintő változások idıbeli, érzékenyebb követése volt, valamint annak 

megállapítása, hogy az eredmény kiterjeszthetı-e a szintén Thatcher-alapú Lr9 genotípusra is. 

A mintavétel idıbeli felbontásának javításával lehetıség nyílott az ICF fehérjemintázat 

tendenciaváltozásainak pontosabb követésére. Bár egydimenziós felbontásban a fertızést követı 

elsı 12 óra még nem mutatott meggyızı eltérést, a napok elırehaladtával a géleken már drasztikus 

és a genotípusok megkülönböztetésre is alkalmas változások voltak észlelhetık, amelyeket a Tc és 

az Lr9 genotípusok összehasonlításával az 10. ábrán szemléltetünk. 

Az MS-azonosítás alapjául szolgáló 1D-PAGE mellett, amennyiben lehetıségünk volt rá, két-

dimenziós fehérje szeparációt is alkalmaztunk. Ennek hatékonyabb felbontása további, minor 

különbségeket is valószínősített a kontroll és fertızött (11. ábra), ill. az Lr1 – Tc összehasonlításban 

a fogékony és rezisztens minták ICF-jében. Ilyen különbségeket összkivonatban Rampitsh és mtsai 

(2006) nem tudtak kimutatni.  

A búza ICF fehérjék pontosabb szekvenciális azonosítása érdekében analízálandó mintáinkon az 

SZBK Proteomikai Kutatócsoportban PSD-spektrummal kiegészített MALDI-TOF-ot illetve LC-

MS/MS tandem tömegspektrometriai elemzést is alkalmaztak. Az esetleges gomba eredető 

szennyezıdések azonosítására az adatbázis lekereséseket utóbbi rendszertani kategóriára is 

kiterjesztették. A fertızés kapcsán a három genotípus (3 ill. 5 d.p.i.) mintáiból tömegspektrometriai 

úton azonosított, 8 funkcionális proteincsaládba sorolható, közel 30 apoplasztfehérjét az 7. táblázat 

összesíti feladatkör, genotípus és méret szerinti csoportosításban, izolált gélsávjaik molekulatömeg 

szerinti elhelyezkedését pedig az 12.A és B ábra szemlélteti. 
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10. ábra: Tc és Lr9 búzavonal ICF fehérjemintázata a fertızést követı 1-7 nap folyamán. (12,5 %-os 
SDS-PAGE, Ag-festés). A gélen jól követhetı, hogy azonos mintatérfogatot felvive a fertızött (fert.) Lr9 
minták átlagos fehérjekoncentrációja a kontrollokénál (ko.) magasabb, és a rezisztens Lr9 genotípus 
intercelluláris fehérjemintázatát érintı, fertızéssel asszociált változások az Tc-hez képest általánosságban 
intenzívebben jelentkeznek. A különbségként adódó molekulatömeg-régiók közt megkülönböztethetıek 
olyan sávok, amelyek adott idıpontban eltérı intenzitással, de mindkét genotípusban jelen vannak (fekete 
nyilak), illetve olyan sávok is, amelyek – legalábbis a fertızést követı egy hét vizsgálata alapján, illetve a 
festés érzékenységének tartományában csak az egyik vonalra tőnnek jellemzınek (szaggatott nyilak). Tc: 
Thatcher (fogékony) genotípus; Lr9: (rezisztens) genotípus; ko: kontroll; fert.: fertızött; M: molekulasúly 
marker; dpi: fertızést követı napok száma. 

 

 
11. ábra: Lr9 búzavonal intercelluláris fehérjemintázatának összehasonlító, 2D-PAGE proteomikai 

analízise kontroll (A) és levélrozsda-fertızött (B) mintákon. A mintavétel 3 d.p.i., az 
elválasztás pI: ~4.2-8; Mr: 13-40 kDa tartományban történt. Az eltérések túlnyomó többsége 
növekményként vagy újonnan megjelenı foltként jelentkezik (szaggatott ill. normál nyilak), az e/1 és f/1 
kvadrát határán álló folt azonban a stresszválasszal összefüggésben egyértelmően eltőnik. 
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12. ábra: Thatcher búzafajta fogékony (Tc) és két, közel izogén, rezisztens (Lr1, Lr9) genotípusa 
intercelluláris fehérjemintázatának összehasonlító analízise (10 % és 12,5 % SDS-PAGE, 
CBB G-250 festés). (A) a korai válaszban - Tc és Lr1 a fertızést követı 3. napon - Az (1.a-b): 
endo-1,3-béta-D-glükozidáz(ok), a (2.a-b): egy kitináz 1 protein, az (3.a-b) sávok pedig PR 1 fehérjék 
fertızéssel asszociált, intenzívebb kifejezıdését támasztják alá az Lr1 apoplasztjában. (B) a reakció 
késıbbi szakaszában - Tc és Lr9 5 nappal p.i. - A Tc vonal, a kitináz 1 (2x, ill. 3x) kései indukciója 
mellett egy, a rezisztens vonalakban általunk nem izolált, (1,3;1,4)-béta-glükanáz (1x) fehérjét is szekretált. 
Az Lr9 vonal analízise ugyanakkor, a korábban említett kitináz 1 (7,8), az Lr1-bıl ismert PR 1 fehérjék 
(10,11) és glükozidázok (3) fogékony fajtánál erıteljesebb indukálódásának igazolása mellett több 1,3-
béta-D-glükozidáz izoforma ill. rokon fehérje (1,4,5,6); további PR3 kitinázok (2,7), kitin-kötı PR4 
fehérjék (12), szekréciós peroxidázok (3-6); taumatinszerő fehérjék (9,10), xilanáz inhibitorok (3,6) és egy 
extracelluláris lipáz (2,3) jelenlétét tárta fel az ICF-ben. A tömegspektrumok több fehérje esetében 
igazolták a gélbıl a névleges tömeghez viszonyítva feltételezett és a SignalP által is becsült szignálpeptid-
hasadást, azaz N-vég hasított formában szekretált érett forma izolálását. (ko.: kontroll; fert./a és /b: 
független fertızések mintái) 

 

Érdekességként említhetı, hogy az ICF-ben azonosított fehérjéink egyike sem bizonyult gomba 

eredetőnek, bár erre különösen a kompatibilis kapcsolatot fenntartó, fertızött Tc esetében, a 

kolonizáló gomba jelenléte miatt számíthattunk. Rampitsch és mtsai (2006) ugyanis levélrozsda-

fertızött Thatcher-ben a 2D-géleken különbségként megjelenı 32 fehérje 78 %-át 

gombafehérjeként azonosították. Az érdemi eltérés hátterében az állhat, hogy míg elıbbi 

kutatócsoport összkivonatból dolgozott, addig saját fehérjemintáink lényegében a vízoldható 
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intercelluláris frakcióból származtak, melynek kivonása vélhetıen nem érintette a gomba 

hausztóriuma és a gazdanövény sejtjei közt különösen intenzív anyagcserét folytató, védettebb 

membrán-régiókat, így a gyaníthatóan célzottabban szekretált virulencia- ill. effektor-fehérjéket 

sem. 

A három genotípus (Tc, Lr1 és Lr9) levélrozsdafertızését követı 3. ill. 5. nap apoplaszt mintáinak 

MS szekvencia-analízisébıl nyert fehérje-találatokat funkcionális csoportosításban tárgyaljuk. 

Elsıként azt a három fehérjecsaládot részletezzük, amelyek egy vagy több azonosított tagjának 

indukcióját a vizsgált három genotípus mindegyikében, vagy legalább mindkét rezisztens vonalban 

sikerült igazolnunk. 

Glükanázok 

A három vizsgált genotípusban MS-azonosított, a rozsdafertızéssel összefüggésben indukálódó 

glükanázokat a 7. táblázat foglalja össze, osztályozásukat és pontosabb rokonsági viszonyaikat a 13. 

ábra szemlélteti. 

 

13. ábra: A levélrozsda-fertızéssel asszociáltan kifejezıdı, proteomikai úton azonosított 
apoplasztikus búza glükanázaink filogenetikai kapcsolatrendszere az egyszikő béta-D-
glükanázok törzsfájában. (A bootstrap-konszenzus fát szomszéd-csatolásos eljárással, a MEGA4 
program segítségével szerkesztettük). A filogram azt szemlélteti, hogy a rezisztens Lr1 ill. Lr9 vonalakban 
azonosított glükanázok (kék ill. zöld háttérrel) a heterogén endo-1,3-glükanázok közé (A alcsalád), míg a 
fogékony Tc vonalban indukálódó glükanáz (bordó háttérrel) az evolúciósan elıbbiekbıl levezethetı 1,3-
1,4-glükanázok ágába sorolható (B alcsalád). Azonos háttérben az MS-adataink alapján egyértelmően nem 
megkülönböztethetı fehérjék. A szaggatott, bordó nyíl az egyelıre csak az aktivitás-assay-bıl és 
génexpressziós vizsgálatainkból feltételezhetı endo-1,3-glükanáz indukciót jelzi a Tc-ben.! 
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Az egyszikő glükanázok Higa-Nishiyama és mtsai (2006) által felállított A-D alcsaládos 

csoportosítását alapul véve (13. ábra), a búzavonalaink fertızött apoplasztjában azonosított béta-

glükanázok egy kivétellel a meglehetısen diverz A-alcsaládba sorolhatók, melynek képviselıi az 

1,3- ill. 1,3;1,6-béta-glükánok 1,3-glikozidos kötéseit hasítják. Míg azonban a rezisztens Lr1 

és/vagy Lr9 genotípusokból izolált AAY88778/AAY96422, CAA77085, CAI64809, AAD28732 és 

BAE96089 fehérjéink az A-család tagjai, addig a fogékony Tc fajtából izolált, (legvalószínőbben) 

ABB96917 fehérje, szekvenciája szerint egyértelmően az abból evolúciósan leágaztatható B-

alcsaládba illeszkedik (1,3;1,4-béta-glükánok 1,4-kötéseit hasító enzimcsoport). 

 

A ~33 kDa tömegrégióban olyan, mindkét rezisztens vonal fertızése kapcsán erısödı festıdéső 

sávokat izoláltunk az Lr1 (3 napos p.i.) és az Lr9 (5 napos p.i.) mintákból, amelyek a fogékony Tc 

megfelelı mintáiban egyaránt csekély és a fertızésre nem változó festıdést mutattak (12.A 

ábra/’1a,b’ és 12.B ábra/’3’). Az izolált fehérjesáv tömegspektrumához egyforma mértékben 

illeszkedhet két, egymással közeli rokon, csak szignálpeptidjükben különbözı búza beta-1,3-

glucanase (AAY88778 és/vagy AAY96422) az NCBI adatbázisból, Lr1-ben max. 61,1 %, Lr9-ben 

38 % szekvencia-lefedettséggel. A prekurzor N-végben fennálló egy aminosavnyi eltérésük (6. as: 

Phe vs. Gly) nem segíthet az azonosság tisztázásában, mert az (-).IGVCYGVIGNNLPSR.(S) nem-

klasszikus triptikus peptid tanúsága szerint az ICF-ben már a szignálpeptid-mentes, érett forma van 

jelen.  

A fertızött Lr9 genotípus apoplasztjában (5 dpi) elıbbi(eke)n kívül további négy búza 1,3-

endoglükanáz elıfordulása és indukciója valószínősíthetı a 30-40 kD közötti molekulatömeg-

régióból. Ezek a 12.B ábra számozása szerint a következık: a közeli ~32 kDa régióban [’4’ sáv] 

egy, az elıbbi fehérjéktıl mindössze 8 nukleotidban eltérı, s a 220. pozícióban konzervatív eltérése 

(Ser→Thr) révén azonosított glucan endo-1,3-beta-D-glucosidase (CAA77085; szekv. lef. 54 %); 

a ~31 kDa régióban [’5’ sáv] egy putative glucan endo-1,3-beta-D-glucosidase (CAI64809; 

szekv. lef. 25 %), a 31-30 kDa tartományban [5-6. sáv] egy beta-1,3-glucanase precursor 

(AAD28732; szekv. lef. 25 %); és végül, a ~38 kDa régióból [’1’ sáv] egy távolabbi homológ, 

endo-beta-1,3-glucanase (BAE96089; szekv. lef. 28 %). 

Az Lr1-Tc pár fertızése tárgyában elıbbihez hasonló mélységő analízist sajnos nem tett lehetıvé a 

rendelkezésünkre álló, korlátozott mintamennyiség ill. a gélek (3 dpi) felbontásának gyengébb 

minısége. Ennek ellenére, a 30-33 kDa mérettartomány az Lr1 rezisztens vonal stresszválaszában is 

intenzívebb fehérjekifejezıdést valószínősít, mely a már azonosított (AAY88778/AAY96422) 1,3-

endoglükanáz(oka)t képviselı 1a-b sáv mellett egyéb fehérjékre is kiterjed (12.A ábra). 
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Ugyanebben a tartományban a Tc vonal fertızött mintáiban (3 d.p.i.) az Lr1-Tc páros fertızését 

összevetve nem figyeltünk meg a kontrollhoz képest fokozott fehérjeakkumulációt (12.A ábra), az 

Lr9-Tc sorozat ismételt kísérleteinek jobb felbontású gélein pedig, bár egyes napokon a Tc-ben is 

megfigyelhetı volt csekély intenzitásnövekedés, a különbség gyakran nem volt reprodukálható, és 

annak mértéke – egy sávot kivéve – nem is érte el az Lr9-ben tapasztalt indukciós erısséget. 

Mindez arra utal, hogy bár a Thatcher-ben szintén lehetséges a 31-33 kDa mérető fehérjék fokozott 

indukciója, az a rezisztens vonal(ak)hoz képest a vizsgált idıpontokban kevésbé számottevı.  

 Ez a jellemzı változást mutató, a Tc 5 d.p.i.-s mintájában ’1x’-ként jelölt sáv, méretét tekintve 

ugyan az Lr9 6. sávjával komigrált (12.B ábra), jelenléte azonban, a rezisztens vonalaktól eltérıen 

csak a fertızést követı 5-6. naptól volt bizonyítható SDS-PAGE-n. A sáv MS-analízise viszont az 

elızıek alapján várható, Lr9-ben izolált 1,3-glükanáz (AAD28732) helyett, Tc-ben érdekes módon 

endo-1,3-1,4-glükanáz(ok) indukcióját igazolta. Az MS-analizált peptidek az NCBInr adatbázisból 

három búza (1,3;1,4)-beta-glucanase-zal is azonos mértékő (17 %) illeszkedést mutatnak 

(CAA80493, CAA80492 ill. ABB96917), ezért jelenleg nem dönthetı el, hogy valójában melyik 

fehérje indukálódik. A névleges molekulatömegek (32,1; 32,1 és 29,6 kDa) és a gélünkön 

azonosított MW (~30 kDa) összevetése alapján mindenesetre nem az elsı két, Lai és mtsai (1993) 

által, egészséges csírázó ’Millewa’ búzafajta géntérképezése során talált fehérjével, hanem az 

utóbbi, konceptuális transzlációval levezetett fehérjeszekvenciával való azonosság az esélyesebb. A 

fehérjék valamelyikét (vélhetıen a CAA80493 izoformát) egészséges ’Chinese Spring’ búza 

apoplasztjában magunk is kimutattuk (ld. 5.3 fejezet 11. táblázat). 

 

Kitinázok (PR3 család) 

A ~27 kDa körüli mérettartományban mindhárom vizsgált genotípus apoplasztjában sikerült 

kimutatnunk a gombafertızéssel asszociáltan egy lúgos chitinase I búzafehérje (BAB82471) ill. 

homológja jelenlétét. A protein sávja az Lr1 és Lr9 vonal fertızött egyedeiben korán, már a 2-3. 

napon számottevı mennyiségben indukálódott (12.A ábra/’2 a,b’ - 29 % ill. 12.B ábra/’7, 8’ - 42 % 

ill. 37 % szekv. lef.), és kissé késleltetve (4-5. nap p.i.) a fogékony Tc fajta stresszválaszában is 

észlelhetı volt (12.B ábra/’2x’ - 21 %, ’3x’ – 14 %). 

A fertızött Lr9-es vonalban két másik, szekvenciálisan a BAB82471-mal távolabbi rokonságban 

álló kitináz (24. ábra) jelenléte is kimutatható: 

(i) Szintén a ~25-27 kDa régióban, egy chitinase II (AAD28730) ill. chitinase IV (AAD28733) 

precursor-ral egyaránt homológ fehérje nyomát detektáltuk 5 nappal p.i. (12.B ábra/’7’), melynek 

azonosítása egy mindkét fehérjére egyformán illı (6 % ill. 5.5 % szekv. lef.), 15 as hosszúságú 
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triptikus peptidre alapult. A fehérje elektroforetikus mobilitása alapján azt valószínősítem, hogy 

izolált fehérjénk a chitinase IV érett formájának (26,6 kDa) felel meg. 

(ii) A ~35 kDa régióban, a 4. naptól p.i. egy további endokitináz fehérje expressziója bizonyítható 

(12.B ábra/’2’), melyhez az NCBI adatbázisában, gabonafélék körébıl a rozs egy kettıs funkciójú, 

31.7 kDa class I endochitinase-antifreeze protein precursor-a (AAG53609) áll a legközelebb 

(szekv. lef. 16 %). Az elıbbire illı triptikus peptidek mindegyikének megfelelı búzahomológ 

viszont egyelıre nem ismert: egy Ib osztályba sorolt búza endochitinase-ban (CAA53626) a 101. 

pozícióban szekvenciánkhoz képest biztos eltérésként Q (Gln) helyett L (Leu) áll, egy másik 

chitinase I (AAR11388) és egy chitinase 3 (BAB82473) pedig, saját peptidünkhöz képest két-két 

eltéréssel szolgál a 197. (H→Y) és 206. (Q→R) pozíciókban. 

 

PR 1 fehérjék 

Evolúciós szempontból a két rezisztens vonalban (Lr1, Lr9) általunk potenciálisan azonosított, s 

egymással >90 %-os azonosságú három PR1 fehérje a búza PR1 fehérjék szekvenciákban 

gazdagabb ágába sorolható, szoros rokonságban áll egyes PR1b fehérjékkel, pl. H. vulgare 

CAA52894 (Hv-8) és T. monococcum AAZ94266 proteinekkel, de meglehetısen távol a búza 

PR1.2 által képviselt ágtól.  

A 15 kDa-t kismértékben meghaladó mérettartományból (12.B ábra/’3a,b’ sáv), az Lr1 vonal 

rozsdafertızés hatására adott stresszválaszában, 2005-ben egy PR 1 családba sorolható fehérjét 

mutattunk ki PSD spektrummal megerısített MALDI-TOF analízissel, mely a rezisztens vonalban 

már 3. d.p.i.-nél, a fogékony Tc fajtához képest korábban / intenzívebben indukálódott (Pós et al. 

2005). Az azonosított peptidek ~15-20 %-át (7-et), köztük egy nem klasszikus, szekretált formára 

utaló triptikus peptidet (-).QNSPQDYLSPHNAAR.(A), max. 57 %-os szekvencia-lefedettség 

alapján, akkor egyedüli NCBI búzahomológként a pathogenisis-related protein 1.1 (CAA07473) 

érett formájával azonosítottuk. Az NCBI adatbázis idıközben jelentısen bıvült, ezért a hajdani 

tömegspektrumok alapján ma úgy tőnik, hogy mintánkban egy másik, közel rokon búzafehérje, a 

pathogenesis-related protein 1 (AAK60565) párhuzamos jelenléte is igazolható (12.A ábra/’3b’ - 

47.6 %; ’3a’ - 45.7 %), amit több, elıbbire is illı és három újabb, a korábban azonosított 

peptidekkel átfedı, de összesen 8 pozícióban is eltéréseket mutató peptid valószínősít, és az 

utóbbival erısen rokonítható pathogenesis related-1 (AAP14676; ’3a’ - 40.4 %) is jelen lehet. 

Mivel azonban a két utóbbi fehérje érett formája közt fennálló egy aminosavnyi eltérés (Ser vs. Thr) 

régiójából csak az elsı két fehérjének megfelelı peptideket detektáltuk (pl. 

T.KLQGFAQSYANQR.I), a sávban a harmadik fehérje valószínősége elıbbieknél csekélyebb, 

hiszen jelenlétét eggyel kevesebb peptid magyarázza. 
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Az Lr9 vonalában 5 nappal p.i. végzett, hasonló vizsgálatokból szintén az elıbbi két (esetleg 

három) PR 1 fehérje erıteljes indukciója valószínősíthetı, feltételezhetıen a rezisztenciával is 

összefüggésben: Az Lr1-bıl kivágott régióval azonos, ~15 kD-os MW tartományból izolált foltban 

(12.B ábra/’11’ sáv) 60,4 %-os lefedettséggel a CAA07473 fehérje jelenlétét igazoltuk, míg további 

két, szekvenált peptid alapján, ugyanezen foltban 21,3 % ill. 22,4 %-os lefedettséggel a AAK60565 

és/vagy AAP14676 fehérjék jelenléte is valószínősíthetı. A két utóbbi PR1 fehérje bármelyikére 

utaló triptikus peptideket a preprotein formáiknak megfelelı ~18 kDa molekulatömeg régióban 

(12.B ábra/’10’ sáv) is azonosítottunk 20 % ill. 21 %-os szekvencia-lefedettségi biztonsággal. 

A PR1.1 fehérje kapcsán furcsaságokat is tapasztaltunk: (1) A fehérje 15 kDa foltjából származó 

egyik peptid szignálpeptidet (SP) is tartalmazó szekvencia. (2) A 25 kD-os mérettartományból 

(12.B ábra/’8’ sáv), a chitinase 1 proteinnel komigrálóan szintén találtunk egy, a PR1.1-re 

illeszkedı triptikus peptidet, amelynek (egyelıre legalábbis) nem ismert más, nagyobb 

molekulatömegő homológja. Mivel utóbbihoz hasonló anomália jelentkezett a PR1.1 fehérjével 

szembetőnı szekvenciális rokonságban álló, kadmium-stresszelt árpa apoplasztjából izolált PB1-3 

(PR1b – Hv 8) protein 1D-PAGE analízisénél is, elképzelhetı, hogy a látszólagos, pozitív irányú 

méretbeli elmozdulás a két rokon protein jelentıs glükoziláltságára vezethetı vissza. Ennek 

lehetıségét mindenesetre a NetNGlyc 1.0 szerver erısen valószínősíti egy, mindkét fehérje 20. 

aminosavánál azonosított N-glikozilációs hely képében (Asn20 – (Lys21) – Ser22). 

 

Az eddig taglalt három, ismerten antimikrobiális proteincsalád mellett, egyelıre kizárólag az Lr9-

ben további 5 fehérjecsalád képviselıit azonosítottuk a stresszválasszal összefüggésben növekvı 

intenzitású fehérjesávokból: 

 

Peroxidázok 

Az Lr9 mintákban a fertızéssel összefüggésben 5 különbözı peroxidáz jelenlétét sikerült 

kimutatnunk, az egydimenziós gélek 30-35 kDa közötti molekulatömeg-tartományában (12.B 

ábra/’3-6’) egymással ill. glükanázokkal komigrálva. Az analizált peptidekhez 3 esetben 

búzahomológot is rendelhettünk: a cv. ’Biggar’ fajtából izolált két peroxidase (CAA59486; [’3’] - 

13 % szekv. lef.) és (CAA59485; [’5’] - 17 % szekv. lef.), továbbá a cv. ’Cheyenne’-ben leírt 

peroxidase precursor (WP2) formájában (Q0585; [’6’] sáv). További peroxidáz típusú, de elıbbi 

három szekvencia egyikére sem illeszthetı peptideket vizsgálva, a homológok közt legközelebbi 

rokonként a kenyérbúza egyik diploid ısébıl, T. monococcum-ból származó két ortológ peroxidáz 

gén termékeit találtuk az NCBI adatbázisban. Két egyedi peptid a peroxidase 2 (AAW52716; [’4’] 

- 22 % szekv. lef.) proteinnel rokon búzafehérje jelenlétére utalt, legalább öt másik peptid pedig 
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kifejezetten a peroxidase 6 (AAW52720; [’4, 5’] - 23 ill. 10 % szekv. lef.) búzahomológját 

valószínősítette. 

Liu és mtsai (2005) a Triticum monococcum-ban általuk azonosított 10 különbözı peroxidáz génre 

alapozva filogenetikai klaszterezést végeztek Oryza ill. Arabidopsis szekvenciák kiegészítı 

felhasználásával. Ezt a csoportosítást alapul véve úgy tőnik, hogy az Lr9 vonalban levélrozsda-

fertızéssel összefüggınek talált 5 peroxidáz búzafehérjéink mindegyike az 1. klaszterként definiált 

peroxidáz-géncsoport tagjai által kódolt: 

 A cluster I egyik, savas peroxidázokat tartalmazó ágában helyezkedik el, a TmPRX1 gén 

fehérjéjével szoros rokonságban a CAA59486 búzafehérje, valamint a TmPRX2 gén termékének 

(AAW52716) általunk izolált, putatív búzaortológja. A cluster I egy másik ágában, a TmPRX3 

génnel mutat közeli rokonságot két lúgos jellegő búza peroxidázunk: CAA59485 és Q05855. 

Végül, a cluster I-en belül egyedi, TmPRX6 gén által képviselt ágba tartozik a T. monococcum 

peroxidase 6 fehérjével (AAW52720) ortológnak feltételezett, szintén lúgos típusú búzafehérjénk. 

 

Taumatinszerő proteinek (TLP) 

A ~23 kDa molekulatömeg-tartományban (12.B ábra/’9’ sáv) legalább két, egymással közel rokon 

TLP komigrálását valószínősíthetjük: 

Ezek egyike – két triptikus peptid révén – egy árpa TLP8 proteinnel (AAK55326) homológ (szekv. 

lef. 12 %). Búzában fehérje megfelelıje egyelıre nem ismert, bár a peptidek a TIGR adatbázis 

TA68252_4565 kódú cDNS búza klón szekvenciájában is megtalálhatóak. A foltból azonosított 

további öt TLP-specifikus triptikus peptid mindegyike elıfordul az árpa TLP7 protein (AAK55325) 

érett alakjában (26 % szekvencia lefedettséggel). A jellegzetes, két aminosavval rövidebb N-vég 

peptidtıl (-).ATITVVNR.(C) eltekintve ugyanezek a peptidek a Barperm1 (AAB71680) 

árpafehérjében is elıfordulnak. A búzában talált leghasonlóbb fehérje egy ABA- és hideg-indukált 

thaumatin-like protein (AAM15877; szekv. lef. 22 %), de ennek szekvenciája csak részleges 

egyezést mutat, így pl. 90. aminosav pozíciójában Thr helyett biztosan Ala van. 

A ~18 kDa-s mérettartományban további két TLP jelenléte valószínősíthetı (12.B ábra/’10’), 

mely(ek) legközelebbi búza homológjai: CAA66278 és AAK60568 (szekv. lef. 21 % ill. 7 %). 

 

További kitinkötı ill. kitináz fehérjék (PR4 család) 

Az Lr9 vonalban a PR3 fehérjecsaládba sorolható kitinázokkal funkcionálisan rokonítható PR 4 

fehérjék nyomát is sikerült kimutatnunk (12.B ábra/’12’). E fehérjéket doménszerkezetük alapján a 

kitin-analógokat gyengén kötı Barwin szupercsaládba sorolják. Az izolált mérettartomány (13-14 
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kDa) és a szekvenált 6 triptikus peptid szekvenciája alapján mintánkban legalább három, közel 

rokon fehérje lehet jelen: 

4 peptid révén (szekv. lef. 39 %) egy 14 kD nagyságú pathogenesis-related protein-nel 

(2209398A), ill. a wheatwin-2 precursor (O64393) érett, SP-mentes alakjával találunk homológiát 

(szekv. lef. 33 %), míg 3, elıbbivel csak részben egyezı peptid a wheatwin-1 precursor (O64392) 

érett, SP-mentes formájával mutat hasonlóságot (szekv.lef. 15-20 %). Megjegyzendı, hogy az MS-

analizált peptidek egyike nem klasszikus triptikus peptid: (-).QQATNVR., s a végén talált Glu → 

pyro-Glu módosulása szintén az apoplasztba szekretált forma izolálására utal. Két további, az 

elıbbiektıl eltérı peptid alapján végül 18 % szekvencia lefedettséggel egy harmadik, a wheatwin5, 

putative vacuolar defense protein-nel (AAS78780) rokonítható PR4 fehérje megjelenése is 

valószínősíthetı a fertızött Lr9 mintában. 

 

Extracelluláris lipázok 

Elıbbieken kívül, egy GDSL-szerő extracelluláris lipáz megjelenése is bizonyítható a ~35-38 kD-s 

tartományban, az endokitinázzal ill. egy endoglükanázzal és peroxidázokkal komigrálva (12.B 

ábra/’2, 3’), melynek legközelebbi homológját árpában találtuk: UCW116, putative lipase 

(ABL11233); 12.B ábra/’2’ - 6 %; ’3’ - 16 % szekv. lef.). Búzában az EMBL adatbázisban még 

nem ismert az analizált peptidekkel nagy hasonlóságot mutató fehérje, de a TIGR adatbázis egy 

cDNS klónjából (TA59836_4565) transzlált búza fehérjeszekvencia nagy hasonlóságot mutat, bár a 

szekvencia azonosság nem teljes (286. pozícióban Glu → Arg csere). 
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7. táblázat: A levélrozsda-fertızött Thatcher, Lr1 és Lr9, közel izogén búzavonalak apoplasztjában tömegspektrometriailag azonosított fehérje 
homológok összefoglaló táblázata (ill.: az egyaránt valószínő, pl. (közel) azonos szekvenált peptidekkel és hasonló szekvencia-lefedettséggel illeszkedı 
homológok. A megadott Mr-érték a homológ NCBI fehérje-adatbázis szekvenciájából kalkulált névleges tömeg, amely a szekretált formák gélbeli mobilitásával 
gyakran nem egyezı, és éretlen, szignál-peptides formát is jelölhet; n.é: nem értelmezhetı) 

 

 

SZEKVENCIA LEFEDETTSÉG (%) A MEGFELELİ GÉLSÁVBAN 
(no. az 16.A és B ábrán) 

Tc Lr1 Lr9 

 PROTEIN HOMOLÓGOK 
NCBI/GenPep 

ACCESSION no. 
Mr (Da) 

1x 2x 3x 1A 2A 3A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

TAXON REFERENCIA 

gi|68250406/ 
AAY88778 

35 386                 T. aestivum beta-1,3-glucanase 

ill. 

beta-1,3-glucanase gi|68349051/ 
AAY96422 

35 356    

61% 

    

38% 

         T. aestivum 

Cui S. & Kang Z. 
(unpub.) 

glucan endo-1,3-beta-D-
glucosidase 

gi|3757682/ 
CAA77085 

35 448          54%         T. aestivum cv. 
’75141’ 

Dudler R. (unpub.) 

putative glucan endo-1,3-beta-D-
glucosidase 

gi|61657664/ 
CAI64809 

34 253           25%        T. aestivum cv. 
’75141’ 

Abderhalden O. & Dudler 
R. (unpub.) 

beta-1,3-glucanase precursor gi|4741846/ 
AAD28732 

34 917 
          21% x%       

T. aestivum cv. 

’Sumai 3’ 
Li et al. (2001) 

endo-beta-1,3-glucanase 

 

gi|109150348/ 
BAE96089 

36 187 
      28%            

T. aestivum cv. 
’Norin 61’ 

Higa-Nishiyama et al. 
(2006) 

G
L
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K
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N

Á
Z

 (
P

R
2)

 

(1,3;1,4) beta glucanase gi|83031478/ 

ABB96917 

31 500 

17%                  T. aestivum 
Wang H.Y., Yang W.X. & 
Liu D.Q. (unpub.) 

chitinase 1 gi|18146825/ 
BAB82471 

27 458  21% 14%  29%        42% 37%     T. aestivum 
Kawakami A. & Yoshida 
M. (unpub.) 

31.7 kDa class I endochitinase-
antifreeze protein precursor 

gi|12407647/ 
AAG53609 

34 584        12%           S. cereale var. 
’Musketeer’ 

Yeh et al. (2000) 

K
IT

IN
Á

Z
 (

P
R

3)
 

chitinase IV precursor gi|4741848/ 
AAD28733 

29 026 
            6%      

T. aestivum cv. 

’Sumai 3’ 
Li et al. (2001) 

pathogenisis-related protein 1.1 gi|3702663/ 
CAA07473 

17 651      57%           60%  T. aestivum cv. 
’Kanzler’ 

Molina A. et al. (unpub.) 

pathogenesis-related protein 1 gi|14334165/ 
AAK60565 

17 537      55%          20% 21%  S. cereale Yu L. et al. (unpub.) 

P
R

1 

pathogenesis related-1 gi|30144637/ 
AAP14676 

16 752      50%          21% 22%  T. aestivum Ray et al. (2003) 
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7. táblázat (folyt.): 
 

SZEKVENCIA LEFEDETTSÉG (%) A 12.B ÁBRA MEGFELELİ SÁVJÁBAN 
Tc Lr1 Lr9  PROTEIN HOMOLÓGOK 

NCBI/GenPep 
ACCESSION no. Mr (Da) 

1x 2x 3x 1A 2A 3A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
TAXON REFERENCIA 

Peroxidase 

(TmPRX 1 homológ) 

gi|732974/ 
CAA59486 

30 463 
        13%          

T. aestivum cv. 
’Biggar’ 

Båga et al. (1995) 

peroxidase 2 

(TmPRX2) 

gi|57635149/ 
AAW52716 

33 386 
         22%         T. monococcum Liu et al. (2005) 

peroxidase 6 

(TmPRX6) 

gi|57635157/ 
AAW52720 

35 260 
         23% 10%        T. monococcum Liu et al. (2005) 

Peroxidase 

(TmPRX3 homológ) 

gi|732972/ 
CAA59485 

33 113 
          17%        

T. aestivum cv. 
’Biggar’ 

Båga et al. (1995) 

P
E

R
O

X
ID

Á
Z

 (
P

R
9)

 

peroxidase precursor (WP2) 

(TmPRX3 homológ) 

gi|730298/ 
Q05855 

32 382 
           X%       

T. aestivum cv. 
’Cheyenne’ 

Hertig et al. (1991) 

thaumatin-like protein TLP8 
ill. 

TA68252_4565 (transcript assembly) 

gi|14164983/ 
AAK55326 

- (TIGR) 

25 213 
 

n.é. 

              
12% 

< 
   

H. vulgare 
 

T. aestivum 

Reiss és Horstmann 
(2001) 

 

thaumatin-like protein TLP7 
ill. 

Barperm1 

gi|14164981/ 
AAK55325 

gi|2454602/ 
AAB71680 

23 644 
 

22 554 
 

              

22% 

ill. 

24% 

   

H. vulgare 
 

H. vulgare 

Reiss és Horstmann 
(2001) 

Skadsen és Herbst 
(unpub.) 

thaumatin-like protein gi|1321999/ 
CAA66278 

18 391 
               21%   T. aestivum  

Mingeot és Jacquemin 
(1998) 

T
A

U
M

A
T

IN
S

Z
E

R
Ő

 P
R

.(
P

R
5)

 

thaumatin-like protein gi|14334171/ 
AAK60568 

17 588 
               7%   T. aestivum Yu et al. (unpub.) 

pathogenesis-related protein 

ill. 

Wheatwin-2 precursor (PR4b) 

gi|1588926/ 
2209398A 

gi|34925032/ 
O64393 

14 013 

                 

39% 

ill. 

33% 

T. aestivum Caruso et al. (1996) 

putative vacuolar defense protein - 
wheatwin 5 

gi|45862004/ 
AAS78780 

18 181 
                 18% 

T. aestivum cv. 
’S. Pastore’ 

Bertini et al. (2006) 

K
IT

IN
Á

Z
 (

P
R

 4
) 

Wheatwin-1 precursor (PR 4a) gi|34925030/ 
O64392 

16 024 
                 15% T. aestivum Caruso et al. (1996) 

L
IP

Á
Z

 UCW116, putative lipase 
ill. 

TA59836_4565 (transcript assembly) 

gi|118748148/ 
ABL11233 

- (TIGR) 

38 826 
 

n.é. 
       

< 
6% 

 

< 
16% 

 
         

 H. vulgare 
 

T. aestivum 

Yan et al. (2006) 
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5.1.2 Apoplasztikus enzimaktivitás vizsgálatok eredményei 

A proteomikai eredmények megerısítésére és kiegészítésére az endo-1,3-glükanázok és a kitinázok 

esetén enzimaktivitás méréseket is végeztünk. A levélrozsda-fertızésre fogékony ill. rezisztens 

búzavonalak apoplasztjának összehasonlítására olyan enzimkivonatokat használtunk fel, amelyek - 

a nagy mintaszám kezelési nehézségei miatt - egymástól független kísérletekbıl származtak a 

Thatcher alapfajta két közel izogén, Lr1 és Lr9 rezisztens vonala esetében. A kísérletek 

körülményeiben esetlegesen fellépı eltérések ellenırzése céljából a fertızéseket mindkét esetben a 

megfelelı fogékony (Tc) genotípussal párba állítva végeztük.  

A mintavétel az elsı 12 órában 2-2,5 óránként, majd 7 napig naponta történt. Eredményeinket a 14. 

ábrában összesítettük. 

5.1.2.1 EC endo-1,3-glükanáz assay eredményei 

Az analízis módszertani adaptálásának eredményeit, a mérés optimalizálását és kivitelezését Kabai 

Mónika (2008) irányításom alatt végzett szakdolgozata tárgyalja. Az ott leírt eredményeket itt csak 

röviden foglalom össze, hogy a fehérjeanalízis eredményeivel és a következı fejezetben tárgyalt 

transzkripciós analízisekkel való összevetés lehetıvé váljon. Ugyanezt a célt követem az 5.1.2.2 

fejezetben a kitináz aktivitás vonatkozásában.  

Az enzimatikus karakterizálás részeként meghatározott pH optimum (4.8-5.5) vonatkozásában a 

három genotípus egységesnek mutatkozott. A végsı analíziseket pH 5.4-en végeztük.  

Az általunk vizsgált 1,3-glükanázok a fertızést követıen mind a Tc-Lr1, mind a Tc-Lr9 

összehasonlításban, kezdetben közel azonos aktivitással jelentkeztek a két rezisztens és a fogékony 

vonalban, és az aktivitás emelkedésében tükrözıdı indukciójuk fehérjeszinten 8-10 órával a 

fertızés utánra tehetı. A késıbbi aktivitásnövekedés a rezisztens vonalakban szembetőnıen 

nagyobb, a ’Thatcher’ fajtához képest 2,5–4-szeres, és maximumát kb. a fertızés után négy-öt 

nappal éri el. Hasonló idıpontra esik, bár kisebb az aktivitási csúcs a pár órával korábban reagáló, 

levélrozsda-érzékeny Tc fajtánál is, amelyben a maximum elérése (3-4. dpi) után megkezdıdik az 

enzimkoncentráció folyamatos lassú visszatérése is a kiindulási állapothoz. Ezzel ellentétben, a 

rezisztens fajtáknál a fertızés utáni 7. napig csak kismértékő aktivitáscsökkenés figyelhetı meg 

(14.A ábra). 
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14. ábra: A gomba eredető sejtfalat bontani képes, intercelluláris (A) béta-1,3-glükanáz és (B) 
kitináz enzim aktivitás indukciós dinamikája a Thatcher (Tc) búzafajtában és két közel 
izogén, Lr1 és Lr9 vonalában, a levélrozsdafertızést követı egy hét folyamán. Az egészséges 
(7. naposan mock-fertızött) csíranövények normál élettani fejlıdésének második hetében sem a fogékony 
‘Thatcher’, sem pedig a rezisztens Lr1 és Lr9 vonalak nem mutatnak számottevı 1,3-glükanáz ill. kitináz 
aktivitást az apoplasztban. A genotípusok közt aktivitásukban és indukálódásuk dinamikájában fennálló 
különbségeket a levélrozsda-fertızés hozza felszínre. (A): Az intercelluláris béta-1,3-glükanáz aktivitás 
mindhárom vonalban indukálódik a fertızéssel összefüggésben, de az Lr1 és az Lr9 rezisztens vonal 
értékei a fertızést követı 2-3. napon beérik, majd elhagyják a korán reagáló, fogékony Tc aktivitásszintjét, 
és egy második, elıbbinél jóval intenzívebb aktivitás csúcsot mutatnak a 4-5. nap (p.i.) környékén. A 
fogékony Tc vonal ezzel szemben még a 3-4. napon (p.i.) eléri jóval enyhébb aktivitási maximumát és 
lassan ereszkedik vissza kiindulási szintjére. (B): A szekretált kitináz aktivitás szintén indukciós profillal 
jellemezhetı mindhárom genotípusban. A Tc korai (10. óra p.i.) válasza egy 1. napos (p.i.), szerényebb 
plató elérését követıen egészen a 4. napig (p.i.) fennmarad, és csak ezután kezd lassan csökkenni. A 
rezisztens vonalak kitináz válaszai kezdetben lassabban indukálódnak, de legkésıbb a 2. napot (p.i.) 
követıen biztosan elérik a Tc szintjét, és egy hét alatt olyan intenzív, 2 (Lr1) ill. 3 (Lr9) hullámú 
indukciós sorozatot fejeznek ki, amelyben aktivitás maximumuk a fogékony válasz intenzitásának 
legalább 2,5-szeresét éri el. A kísérletek körülményei közt egyelıre ismeretlen és nehezen kontrollálható 
eltéréseket valószínősítünk, melyek a júniusban (Tc-Lr1) és januárban (Tc-Lr9) fertızött Tc minták 
csekély aktivitáskülönbségeiben tetten érhetık. 



79 

 

 

Az Lr1 és az Lr9 rezisztenciagént hordozó búzavonalak apoplasztikus 1,3-glükanáz aktivitását 

összehasonlítva úgy tőnik, hogy indukciójuk némileg eltérı idızítéső ill. mértékő. Amíg az 

apoplasztikus 1,3-glükanázok indukciója az Lr1-ben kissé korábbi idıpontban ill. nagyobb eréllyel 

indul meg (2. dpi), majd magasabb aktivitásértékben csúcsosodik a 4. napon (p.i.), addig az Lr9-ben 

ez a válasz egy kissé lassabban (3. dpi) indul be és kisebb intenzitással, kb. az 5. napra éri el 

maximumát. A késıbbiekben, a 6-7. napra (p.i.) azonban mind az Lr1, mind pedig az Lr9 endo-1,3-

glükanáz aktivitásgörbéje közel azonos értéket ölt. Mivel ismételt kísérletekben hasonló tendenciák 

mutatkoztak, lehetséges, hogy az aktivitásnövekedés kinetikájában megfigyelt eltérés valós. Mivel 

azonban a 14.A ábrán bemutatott Tc-Lr1 és Tc-Lr9 fertızéses kísérletekben a Tc vonal 1,3-β-D-

glükanáz aktivitásában is megfigyelhetık idıbeli eltolódások, lehetséges, hogy a mérési vagy 

kísérleti hibából eredı ingadozásokról van szó.  

 

5.1.2.2 EC kitináz assay eredményei 

A kitináz aktivitásmérés ICF-re való optimalizálását és az assay kivitelezését irányításom alatt Rab 

Enikı (2008) szakdolgozónk végezte, diplomamunkája részeként. A tág kémhatás-tartományban 

(pH 3.2-10.2) végzett vizsgálataink arra engednek következtetni, hogy a fertızött ICF-ben igen 

széles pH intervallumban (pH: 4.3-7.8) aktív kitináz formák vannak jelen, de a három genotípusban 

az aktivitások kémhatás függése kissé eltérı. Az eredmények összehasonlíthatósága érdekében 

méréseinket pH 7.0-n kiviteleztük (14.B ábra). 

Az apoplaszt kémhatása normál körülmények közt többnyire stabilan pH 5-6.5 értékeken belül 

mozog (Gao et al. 2004, Felle 1998, Grignon és Sentenac 1991). Egyes régiókra, pár sejtcsoportra 

kiterjedıen azonban jelentıs lokális pH-eltérések (pH: 5.7 – 7.0) is mérhetıek (Kosegarten, 1999), 

és bizonyos abiotikus vagy biotikus stresszhatásokra enyhébb vagy drasztikusabb fokú (pl. rozsda- 

vagy Fusarium fertızés hatására jellemzıen, pH→ 7.2-7.3), célzott ellúgosodás is felléphet (Gao et 

al. 2004, Tetlow és Farrar 1993, Fukuda 1996, Aleandri et al. 2008). A lúgosodás növényi 

sejtkultúrákban gomba eredető elicitorok hozzáadásával is kiváltható (Fukuda 1996, Tripathy et al. 

1999), melyet követıen Fukuda (1996) épp lúgos I és savas II osztályú kitináz RNS-ek 

expresszióját figyelte meg. Aleandri és mtsai (2008) eredményei arra utalnak, hogy ez a semleges 

pH felé történı eltolódás a kitinázokra (pl. egyes peroxidázok aktivitásával ellentétben) nem 

gyakorol érdemi gátló hatást. Méréseink alapján ugyanakkor nem kizárható, hogy a 3 vonal közt a 

különféle pH optimummal rendelkezı kitinázok arányában eltérés mutatkozik. 
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Méréseink azt mutatták, hogy a kitináz aktivitás (az 1,3-glükanázokhoz hasonlóan) a fertızést 

követı 10-12. óráig mindhárom genotípus kontroll és a fertızött mintáiban egyaránt alacsony. Az 

idızítés jól illeszkedik a búza levélrozsda fejlıdésmenetéhez. Ismert, hogy a spóra, megfelelıen 

párás körülmények közt 4-6 óra alatt képes csíratömlıt fejleszteni a levél felszínén, s csak ezt 

követıen lép intercelluláris képletein át a növényi sejtekkel közelebbi érintkezésbe (Slawecki et al. 

2002). 

A fogékony Tc fajtában a fertızés kissé korábbi, s kezdetben a rezisztens vonalakét is meghaladó 

kitináz aktivitás-választ indukál (10-24 h.p.i), amely azonban hamar alacsony plató-értékben 

állandósul (1-4 d.p.i), majd az aktivitás folyamatosan mérséklıdéssel, a 6. napra simul bele az 

egészséges egyedek azonos idıszakban mért aktivitásgörbéjébe (14.B ábra). Az Lr1 és Lr9 vonalak 

fertızéssel asszociált kitináz aktivitásának emelkedése a Tc fajta válaszához képest pár órával 

késleltetve és lassabb tempóban indul meg, de idıvel (1-2. d.p.i) elhagyják a fertızött Tc említett, 

mérsékelt plató szintjét. A görbék alapján úgy tőnik, hogy a rezisztens mintákban két (Lr1), esetleg 

három (Lr9) hullámban indukálódnak szekretált kitinázok. Az elsı két aktivitás-növekedési lépcsı 

az elért plató fázisok idıbeli eloszlásában (1-2. és 4-5. nap) és intenzitását (10 ill.15 mg hasított 

szubsztrát/h, g levéltömeg) tekintve is hasonlónak tőnik, bár az Lr1 vonalban a két aktivitási hullám 

kifejezıdésének sebessége valamivel gyorsabbnak tőnik. Az Lr9-ben megfigyelhetı harmadik 

hullámban az aktivitás a fogékony Tc fajta maximumának közel négyszerese, s az Lr1 vonalét is 

közel 20 %-kal meghaladja.  

Mindezek alapján feltételezhetı, hogy az Lr1 és Lr9 rezisztenciagént hordozó vonalak 

apoplasztjában detektált, extracelluláris kitinázok – pl. a konstitutíve kitinázt expresszáló Tc/Lr35 

genotípussal szemben (Anguelova-Merhar et al. 2002) – az indukált védekezés közremőködıiként 

részt vesznek a csíranövény-rezisztencia kialakításában. 

 

Eredményeink a három genotípusban indukálódott, extracelluláris 1,3-glükanázok és kitinázok 

eltérı szabályzására utalhatnak, illetve részben más izoformák, osztályok, esetleg családok szerepét 

is felvethetik a fogékony és a rezisztens válaszokban, s akár a Lr1 és az Lr9 vonalak szintjén is.  

Az apoplasztikus aktivitás-assayek szükségességét egyrészt a két rezisztens búzavonal 

rozsdafertızött ICF mintáiban (3. ill. 5. nap p.i.) proteomikailag már azonosított, számos endo-1,3-

glükanáz indokolta, melyeknek megfelelı molekulatömeg-régióban a Tc fehérjemintái nem vagy 

kevéssé intenzív festıdést mutattak. Másrészt, egy mindhárom vonalban közös kitináz 1 fehérje 

miatt is vizsgálódtunk, amelynek megfelelı sávot a fogékony vonalban csak késıbbi idıpontban 

sikerült kimutatnunk. A pillanatfelvétel jellegő kísérletek alapján ugyanakkor nem volt eldönthetı, 

hogy fıként az indukció kinetikájában vagy inkább a maximálisan indukált enzimek eltérı 
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mennyiségében rejlik a fogékony és a rezisztens fajták válaszának eltérése az endo-1,3-β-D-

glükanázok ill. kitinázok tekintetében. 

Aktivitásméréseink alapján az utóbbi magyarázat tőnik helyesnek. Az Lr1 ill. Lr9 rezisztenciagént 

hordozó ’Thatcher’ alapú búzavonalak intercelluláris folyadékában tehát a fertızést követıen 

nagyobb mennyiségben jelennek meg és tartósan magas aktivitás-szinten maradnak az általunk 

vizsgált apoplasztikus 1,3-β-D-glükanázok és kitinázok, ami a sikeres védekezésben betöltött 

szerepükre utal. 

 

Fontos megjegyezni, hogy míg az Lr1-ben és az Lr9-ben ezen enzimek indukálódnak a fertızés 

hatására, addig a szintén ’Thatcher’ hátterő, de Lr35 rezisztenciagént hordozó vonal nem 

indukálhatóan, hanem konstitutívan magasabb 1,3-β-D-glükanáz és kitináz aktivitással jellemezhetı 

(Anguelova et al. 1999, Anguelova-Merhar et al. 2002). Az Lr29 és az Lr34 gént hordozó, 

’Palmiet’ alapú vonalakban viszont úgy tőnik, hogy a vizsgált enzimek indukciója megegyezik a 

fogékony fajtáéval, így ezek feltehetıleg nem játszanak érdemi szerepet a levélrozsda elleni 

rezisztencia kifejlıdésében (Kemp et al. 1999). 

 

5.1.3 Transzkripciós analízis indukálódó glükanáz és kitináz izoformákon 

Annak érdekében, hogy a levélrozsda-fertızés kapcsán búza apoplasztjában proteomikailag 

azonosított glükanázok és kitinázok kifejezıdésének változását transzkripciós szinten is 

megerısíthessük ill. nyomon követhessük a fogékony és a rezisztens búzavonalak 

stresszválaszaiban, és hogy magyarázatot találjunk az aktivitásukban megfigyelt eltérésekre, 

génexpressziós vizsgálatokat kezdtünk meg az említett két géncsoporton. A munkában jelentıs részt 

vállalt hallgatóm, Szikriszt Bernadett (2009) diplomamunkájában. 

Elsı közelítésben az volt a célunk, hogy egy-egy olyan glükanáz / kitináz expressziójának esetleges 

eltéréseit igazoljuk, melynek esetében a proteomikai elemzés korábbi vagy intenzívebb indukcióra 

utalt a vizsgált genotípusok valamelyikében. Ennek érdekében elsısorban a proteomikailag már 

azonosított triptikus peptidekbıl levezetett nukleinsav-régiókra terveztünk primerpárokat. A sikerrel 

felsokszorozott és klónozott szekvenciák relevanciáját, a primertervezés és a PCR ismert 

módszertani nehézségein kívül egyéb tényezık is veszélyeztették. Egyrészt, a proteomikai 

azonosítás biztonsága csak a triptikus szekvenciákkal lefedhetı szakaszokban kielégítı, amit a 

kódszótár degeneráltsága tovább csökkent, másrészt az allohexaploid és több ezer fajtával bíró búza 

rendszerében a keresés alapjául szolgáló nukleotid- és fehérje-adatbázisok maguk is hiányosak, így 
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a lehetséges izoformák sokfélesége és interferenciája óriás mértékben megnehezíti a megbízható 

azonosítást. 

 

5.1.3.1 Putatív 1,3-glükanáz transzkriptumok amplifikálása proteomikai 

eredményekre alapozva 

5.1.3.1.1 Szők körre specifikus endo-1,3-glükanáz primerek alkalmazása 

Korai proteomikai kísérleteink során olyan apoplasztikus, ~33 kDa mérető, lúgos endo-1,3-

glükanáz fehérjéket detektáltunk az Lr1 (3 dpi), majd az Lr9 rezisztenciagént hordozó 

búzavonalban (5 dpi), amelyek a fogékony Tc fajtával szemben feltételezhetıen korábban, illetve 

nagyobb intenzitással indukálódtak a levélrozsdafertızést követıen. Az említett, búza endo-1,3-béta 

glükanáz fehérjéket Lr1-ben elıbb glucan endo-1,3-β-D-glucosidase-ként (CAA77085; Pós et al. 

2005), majd az adatbázisok fejlıdésével egy másik β-1,3-glucanase-ként (AAY88778 ill. 

AAY96422) azonosítottuk, az Lr9-ben azonban végül mindkét, közel rokon szekretált fehérje 

jelenlétét sikerült bizonyítani. 

A két glükanáz szekvenciára egy primerpárt terveztünk - TaeGlu3 - (6. tábl.), és azt elsı lépésben a 

fertızést követı 3. napon begyőjtött levélmintákon teszteltük specifikus primeres RT-PCR révén 

(57 °C, 40 ciklus). A gélképen (15. ábra) látható, hogy a fogékony Tc kontroll és fertızött 

mintáiban nem kaptunk terméket, a rezisztens Lr9 búzavonal fertızött mintájában viszont egy 

intenzív sáv jelenléte volt megfigyelhetı a várt terméknek megfelelı (~226 bp) mérettartományban. 

 

15. ábra: A TaeGlu3 primerpárral (3 d.p.i.) végzett, specifikus primeres RT-PCR (57 °C, 40 ciklus) 
eredménye. (TcK: Tc kontroll; TcF: Tc fertızött; Lr9K: Lr9 kontroll; Lr9F: Lr9 fertızött minták 3 nappal 
a fertızést követıen; M: 100 bp DNS marker; (+): PCR-pozitív kontroll; (-): templátmentes kontroll, (RT-): 
templátmentes RT-ált elegyet PCR-ezı kontroll). A TaeGlu3-es primerpár a Lr9 vonal fertızött mintájában 
adott terméket, mely megfelel a várt 226 bp-os méretnek. 
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A rezisztens Lr9 vonalban amplifikált TaeGlu3 PCR-termék azonosítása (gélbıl való visszaizolálás, 

klónozás majd szekvenálás két független klónból) igazolta várakozásainkat: az egymástól csupán 5 

nukleotid pozícióban eltérı szekvenciáink legközelebbi rokonaiként az MS-alapon várt 3 

búzafehérje transzkriptumait nevezhetjük meg (Y18212; DQ090946/DQ078255), a szőkebb ágba 

tartozó egyéb, pl. árpa homológokkal (16.A ábra). A szekvenciák transzlált formában egyazon 

szekvenciát kódolnak, amely egy illetve két aminosavban (Ser26 ↔ Ala26; Thr29↔Met29) tér el a 

fertızött Lr9-ben MS-alapon feltételezett CAA77085 ill. AAY96422/AAY88778) búzafehérjéinktıl 

(16.B ábra). 

 

A. 

 

 

B. 

 

16. ábra: Az Lr9 vonal fertızött (3 dpi) mintáiból TaeGlu3 primerpárral amplifikált PCR termékek 
klónjainak szekvenciális hasonlósága gabonaféle endo-1,3-glükanázokkal. A.) nukleinsav-
alapú B.) fehérje-szintő homológia (ClustalW). (A klónok szürke háttérrel, a pozícionális eltérések a 
fejlécen vörös fülek formájában kiemelve. Ta: T. aestivum (búza), Hv: H. vulgare (árpa), Sc: S. cereale 
(rozs), As: A. sativa (zab) eredető szekvencia). Az illesztések jól érzékeltetik, hogy a TaeGlu3 primerpár 
valóban a keresett, szőkebb glükanáz csoport képviselıit amplifikálja: az ’1a’ klón mindössze 2-2 
nukleotidban, a ’2a’ pedig 3 ill. 4 nukleotidban tér el az MS-alapon feltételezett és keresett Y18212 ill. 
DQ090946/DQ078255 transzkriptumoktól. A klónok nyers transzlátumai fehérjetermékek szintjén már nem 
térnek el egymástól, és az elıbbi transzkriptumoknak megfeleltethetı, várt glükanáz fehérjékhez képest 
pedig mindössze 1 illetve 2 aminosavnyi (26.: Ser vs. Ala, továbbá 29.: Thr vs. Met) változást mutatnak.  
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5.1.3.1.2 A glüko-hidroláz 17. család- ill. alcsalád-specifikus primerek tervezése 

Mivel idıközben fehérje szinten – a korábban említettekhez képest – összességében további 5 

glükanáz is azonosításra került az általunk vizsgált Lr9 genotípus rozsdafertızésével asszociáltan 

(12.B ábra, 7. táblázat), próbáltunk olyan „általánosabb” primereket is tervezni, amelyek az 

adatbázisban már szereplı vagy ismeretlen, de minél több, esetlegesen indukálódó glükanáz 

szekvenciához kitapadhatnak. A primerek tervezése, a glükanázok filogenetikai 

kapcsolatrendszerének figyelembe vétele mellett történt, melyhez jelentıs támpontot adott az a 

2006-ban Higa-Nishiyama és mtsai által publikált, kifejezetten a gabonafélékben elıforduló β-D-

glükanázokra felállított törzsfa (ld. 7. ábra), melyben a szerzık a szekvencia és funkció alapján 4 

alcsaládot különítettek el (A-D). Érdeklıdésünk leginkább az elsı két alcsaládra irányult, mivel az 

Lr1-ben és Lr9-ben tömegspektrometriai úton azonosított két (AAY88778/AAY96422, 

CAA77085), illetve a Lr9-bıl izolált további 3 búza glükanáz fehérje (CAI64809, AAD28732 és 

BAE96089) mind a szekvenciálisan meglehetısen heterogén A-alcsaládba (endo-1,3-β-

glükanázok), a Tc-ben kimutatott búza glükanáz (ABB96917) viszont, a B-alcsaládba (endo-1,3-

1,4-glükanázok) volt sorolható. A gomba-hausztóriumok sejtfalát is bontani képes A-alcsalád 

vizsgálatát azért is fontosnak tartottuk, mert a három vizsgált vonal apoplasztikus endo-1,3-β-

glükanáz aktivitásában genotípus-függı indukciós eltérésekre utaló jeleket láttunk (Rab 2008). 

A tervezett 5 forward és 2 reverse glükanáz primer kombinációi közül egy univerzális (TaeGluF4-

R5), kettı A- (TaeGluF5-R4; TaeGluF6-R4) és kettı B-alosztály specifikus (TaeGluF6-R4, 

TaeGluF8-R4) amplifikálást tett elvileg lehetıvé (6. táblázat). A primerek összes kombinációját 

teszteltük a Tc és a Lr9 vonal fertızött levélmintáin (7 dpi), melynek érdekében a reverz 

transzkripciót oligo(dT)18-s és specifikus primeres átírással is elvégeztük, majd az így 

megszintetizált cDNS-eket PCR-eztük. 

Mivel az oligo(dT)18-vel átírt cDNS-ek PCR-ezése során (55 °C, 35 ciklus) egy esetben sem 

kaptunk látható terméket, csökkentettük a primerkitapadási hımérsékletet és specifikus primeres 

átírást követı PCR-t végeztünk (53 °C, 35 ciklus). Ez a változtatás, a vélhetıen kevéssé sztringens 

annelláció miatt kapott számos kisebb, ill. aspecifikus termék megjelenése mellett egy, a 

glükanázok A alcsaládjára specifikus TaeGluF5-R4 primerkombinációnál relevánsnak tőnı 

eredményre vezetett, a rezisztens Lr9F mintában a várt méretnél, ~278 bp-nál jelentkezı PCR-

termék képében (17. ábra). 
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17. ábra: Alcsaládra specifikusan tervezett glükanáz primerek tesztelése 10 lehetséges forward-
reverse kombinációban, specifikus primeres RT-PCR (53 °C, 35 ciklus) során. Minták: Tc és 
Lr9 vonal 7 d.p.i., M: 100 bp-os DNS marker, (+): PCR-pozitív kontroll, X-Y: primerkombináció – a szám-
pár elsı tagja a forward, a második a reverse primer sorszámát jelöli. A tesztelt kombinációk – a vélhetıen 
az alacsony annelációs hımérséklet miatt kapott számos aspecifikus termék mellett – két, a glükanázok A 
alcsaládjára specifikus primerpárnál adtak értékelhetı mérető terméket a fogékony és rezisztens vonalak 
fertızött mintájában (TaeGluF6-R5: Tc-re és TaeGluF5-R4: Lr9-re pozitív eredmény), melyek közül 
méretben és szekvenciában az Lr9 PCR terméke bizonyult relevánsnak.  

 

A várakozásnak megfelelı (Lr9F/TaeGluF5-R4: ~278 bp termék) és egy a vártnál kisebb, de elvben 

szintén A-alcsaládra specifikus termék (TcF/TaeGluF6-R5: ~400 bp termék a várt ~770 bp helyett) 

klónozását és szekvenálását elvégezve, csak a rezisztens Lr9 vonalból amplifikált, közel megegyezı 

szekvenciák glükanáz-jellege igazolódott. A TaeGluF5-R4 primerpárral amplifikált cDNS-klónok 

szekvenciális rokonságát a gabonaféle glükanázok más képviselıivel a 18. és 19. ábrán, 

szekvenciaillesztés ill. törzsfa formájában szemléltetjük. 

A 18. ábrán látható, hogy az NCBI BLAST alapján két szekvenált klónunk közül 

(Lr9-inf(7dpi)_(GluF5-R4)/1a és /2a) elıbbi a TaGlb2f, míg utóbbi a TaGlb2b búzagén 

transzkriptumára (AB244642.1 – >98 % ill. AB244638.2 – 100 %) illeszkedik leginkább. Említett 

két klónunk ugyanakkor szorosan rokonítható a TaGlb2a gén transzkriptumával is (AB2445637), 

melynek megfelelı fehérjeterméket (BAE96089) korábban, egy ~38 kDa-s endo-1,3-glükanáz 

fehérje képében MS-alapon szintén igazoltuk az Lr9 búza vonal fertızött (5 d.p.i.) mintájából (vö. 

5.1.1 fejezet - 12.B ábra/’1’ sáv ill. 13. ábra és 7. táblázat). 

A géncsoport búzában eddigiekben ismert TaGlb2a-f tagjai közül (vö. 19. ábra) épp a levél-

specifikus TaGlb2a és a levélben és kalászvirágzatban is kifejezıdni képes TaGlb2b esetében 

bizonyítottak Erisiphe- ill. Fusarium-fertızés kapcsán PR2 jelleget, míg a közel rokon, jórészt 

pelyvában és toklászban kimutatható TaGlb2c és TaGlb2d a Fusarium-fertızésre éppen csökkenı 

expressziót mutatott (Higa-Nishiyama et al. 2006). Emiatt úgy véljük, hogy a fertızött Lr9 (7 d.p.i.) 

mintában TaeGluF5-R4 primerpárral azonosított transzkriptumokból valóban PR2-jellegő fehérjék 

transzlálódnak. 
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A. 

 
B. 

 
18. ábra: Az egyszikő glükanázok A-alcsaládjára tervezett, TaeGluF5-R4 primerpárral kapott PCR 

termékek (fertızött Lr9, 7 d.p.i.) két klónjának szekvenciális rokonsága a gabonaféle 
glükanázok közel rokon képviselıivel - A.) nukleinsav-alapú B.) aminosav-szintő homológia 
(ClustalW). (A fejlécen vörös fülek formájában azok a pozíciókat emeltük ki, amelyek alapján az alcsalád 
ismert képviselıi közt klónjainkat egyértelmően besorolhatjuk. Ta: T. aestivum (búza), Hv: H. vulgare 
(árpa), Os: O. sativa (rizs), Sb: S. bicolor (köles) eredető szekvencia.) A két szekvenált klón révén (szürke 
háttérben), a teljes A-alcsaládon belül egyelıre csak a búzában TaGlb2a-f gének által képviselt, jellegzetes 
glükanáz-ág egyes tagjainak fertızéssel asszociált expresszióját erısíthetjük meg: a PR-2 jellegő TaGlb2f 
(’1a’ klón - ∆: 1 nt) és TaGlb2b (’2a’ klón - ∆: 0 nt) 1,3-glükanázok képében. A két gén közeli hasonlóságot 
mutat a TaGlb2a-val, amelynek indukcióját fehérjeterméke szintjén (BAE96089) levélrozsda-fertızött Lr9 
vonalban MS-alapon (5 d.p.i.) már valószínősítettük. A TaeGluF5-R4 primerpár A-alcsaládra érvényes, 
általánosabb specificitásáról ugyanakkor nem vonhatunk le mélyebb következtetéseket.  



87 

 

Meglepı, hogy a primerpár egész A-alcsaládra tervezett volta és az Lr9-ben proteomikailag is 

várható heterogenitás (5 d.p.i.) ellenére a TaeGluF5-R4 primerpárral két rendkívül hasonló Lr9 

klónt (7 d.p.i.) izoláltunk (18. és 19. ábra). Ennek hátterében a TaeGlb2a-f glükanáz-ág egyes 

tagjainak az adott idıpontban valósan domináló expressziója mellett a primerpár a tervezettnél 

szőkebb specificitása és a PCR amplifikációs hatékonyságát érintı, módszertani különbségek (pl. 

kitapadási erısséget érintı, ill. termékméretbeli eltérések) is állhatnak. Nyilvánvaló továbbá, hogy a 

számos független klón közül kettı analizálása nem versenyezhet egy teljes klónkönyvtár 

kiterjedtebb szekvenálás-sorozatából nyerhetı lefedettséggel és annak statisztikai 

megbízhatóságával. 

 

19. ábra: Az Lr9 búzavonal fertızött (3 ill. 7 d.p.i.) mintáiból a TaeGluF3-R3 ill. TaeGluF5-R4 
primerpárral amplifikált cDNS-klónok helye az egyszikő glükanázok filogenetikai 
kapcsolatrendszerében. Az 1000 bootstrap ismétlés alapján számított konszenzus törzsfa MEGA4 
programmal készült (N-J módszer, pairwise-aligment opció) - az ábrán a 60 %-nál nagyobb 
megbízhatósággal elváló ágakat kékkel, a 90 %-nál erısebbeket vörössel jelöltük, a bootstrap-értékeknek 
megfelelıen. Zöld, kék ill. vörös háttérrel kiemelve a rezisztens Lr9 (5 dpi), Lr1 (3 dpi) ill. a fogékony Tc 
(5 dpi) vonalban korábban MS-alapon azonosított glükanáz fehérjék megfelelı transzkriptumai láthatók (a 
zöld-kék sávozás a mindkét rezisztens vonalban azonosított fehérjék transzkriptumait jelöli). A Glu3 ill. 
GluF5-R4 primerpárokkal amplifikált cDNS-klónjaink (piros betőkkel) az endo-1,3-glükanázok két, jól 
körülhatárolható ágának szekvenciáival mutatnak azonosságot vagy közeli illeszkedést. 
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5.1.3.2. Putatív kitináz transzkriptumok amplifikálása proteomikai 

eredményekre alapozva 

5.1.3.2.1 Szők körre specifikus kitináz primerek alkalmazása 

A búza levélrozsda-fertızéssel összefüggésben végzett korábbi proteomikai kutatások során 

tömegspektrometriai úton egy olyan búza kitináz I fehérjét (BAB82471) azonosítottunk 

mindhárom vizsgált búzavonalban, amely a fertızést követı egy hét tanúsága szerint a fogékony 

’Thatcher’ fajtához képest erıteljesebben indukálódott a rezisztenciát mutató Lr1 és Lr9 vonalban. 

Erre az eredményre alapozva terveztünk nukleinsav szintő kísérleteket, és két primerpárt, TaeChi2 

és TaeChi3 néven (6. táblázat). 

A fertızést követı 3. napos, fogékony Tc illetve rezisztens Lr9 levélmintákból tisztított totál RNS-

kivonatokból specifikus primeres reverz transzkripcióval cDNS-t szintetizáltunk, majd a kapott RT-

termékeket – növekvı (0,1; 0,3 ill. 1 µl) templátmennyiségekbıl kiindulva – hagyományos PCR-

nek vetettük alá (anneláció: 56 ill. 58°C, 40 ciklus). A 20. ábrán látható termékeket kaptuk. 

 

20. ábra: A TaeChi2-, illetve TaeChi3-primerpárral, RT-PCR során amplifikált termékek. A templátok 
– növekvı mennyiséggel – a levélrozsdafertızést követı 3. napos totál RNS kivonatok specifikus primeres 
reverz transzkripcióból származtak, a fogékony Thatcher (Tc) fajta és a rezisztens Lr9 vonal kontroll (K) ill. 
fertızött (F) levélmintáiból; M: 100 bp-os DNS marker; (+): PCR-pozitív kontroll; (-): templátmentes 
kontroll. A.) Az ábrán látható, hogy a TaeChi2-es primerpárral PCR-terméket csak a rezisztens, Lr9 
vonalban kaptunk: a fertızött mintában (Lr9F) jelentkezı, várt mérető ~500 bp-os termék mellett, a kontroll 
(Lr9K) mintákban egy ~240 bp-os PCR termék is amplifikálódott. B.) A TaeChi3-as primerpár a Tc és Lr9 
vonal kontroll és fertızött mintáiban is várt mérető, ~192 bp terméket adott, az alábbi intenzitási sorrend 
szerint: Lr9F >> TcF> TcK ≥ Lr9K). Az azonosítás izolálás és klónozást követı szekvenálással zajlott. 

 

A TaeChi2-es primerrel csak a rezisztens Lr9 vonalban kaptunk pozitív eredményt: a várt, ~500 bp-

os terméket az Lr9 fertızött mintájából izoláltuk, míg a kontroll mintában egy ~240 bp-os PCR 

termék amplifikálódott. Az Lr9F-bıl nyert klónok közül kettıt (a továbbiakban: Lr9-

inf(3dpi)_Chi2/13 ill. /14 klón) szekvenáltattunk, mindkét esetben azonos eredménnyel. 
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A Chi2 klónok szekvencia-analízisébıl és az NCBI adatbázis–lekeresésekbıl (21. ábra) azt 

valószínősítjük, hogy a fragmentum egy, a kitinázok II osztályba sorolható búza kitináz 

transzkriptumából származik. A 426 bp PCR termék egy árpa chitinase 2a géntermékével (X78671) 

mutatta a legnagyobb fokú egyezést, 85 %-os szekvencia-azonossággal és 2 %-nyi ’gap’-értékkel. 

Bár jellegében hasonló búzaszekvencia az NCBI adatbázisban eddig még nem szerepel, a 

TA97587_4565 jelő kontig képében Chi2 klónjainkkal érdemben (1 nt eltérés) megegyezı 

szekvenciát találtunk a TIGR klóntár Triticum aestivum transcript assembly győjteményében. 

A 22. ábrán bemutatott szekvenciaillesztésekbıl jól látszik, hogy az Lr9 eredető Chi2 klónok 

levezetett aminosav-szekvenciája is érdemi, következetes eltéréseket mutat az eddig búzában ill. 

közel rokon gabonafélékben publikált, rokonítható fehérjékkel. Ezek közt említendı egy 5 

aminosavat érintı deléció (RGAAD), az azt közvetlenül megelızı konszenzus szekvencia végén 

fellépı Thr → Pro cserével. A prolin α-hélix szerkezetet megtörı tulajdonsága közismert, így az 

aminosav-cserének akár szerkezeti kihatása is lehet. 

A TaeChi2 primerpárral a rezisztens vonal kontroll mintájában amplifikált, ~240 bp-nyi, nem 

várt mérető PCR termék klónjainak (Lr9-co(3dpi)_Chi3/8 és _Chi3/11) szekvenálási 

eredményeként elmondható, hogy a ligálás során a plazmidba vélhetıen egy kísérletünk 

szempontjából nem releváns, de a primerrel mutatott szekvenciaazonossága miatt szintén 

amplifikálódott, 23S riboszomális RNS-fragment épülhetett be. Erre, mivel a cDNS templát 

elıállításához nem mRNS-bıl, hanem totál RNS-bıl indultunk ki, a rendszer lehetıséget adott. Arra 

a kérdésre, hogy ez utóbbi termék miért csak a rezisztens vonalban van jelen, s a fogékony kontroll 

mintákban miért nem, magyarázatként az alábbi megjegyzés tehetjük: a Thatcher-alapú, azzal közel 

izogén (genetikailag ~98 %-ban azonos) Lr9 vonal természetes nemesítés révén, az Aegilops 

umbellulata géndonorként való felhasználásával, majd a hibrid sokszoros visszakeresztezésével 

született meg (Sears, 1956). Elképzelhetı, hogy a homológ rekombináció során a 6B 

kromoszómába (Schachermayr et al. 1994) épült Lr9 gén mellett más gének is átjuthattak és 

megmaradhattak az új vonalban. Annál is inkább, mert az NCBI adatbázisban található adatok 

szerint az eredetileg kloroplasztisz eredető 23S rRNS-fragmenttel teljesen azonos szekvencia 

jelenléte más pázsitfőfélék mitokondriális, sıt nukleáris genomjában – pl. Oryza esetében több 

kromoszómán is – ismert. 

A TaeChi3-as primerpárral felszaporított, tisztított és ligált termékek transzformálása az Lr9 

kontrollja kivételével sikeres volt. A Tc kontrollból két (1-2B), a fertızött Tc és Lr9 mintákból 

pedig négy-négy (1-4A) független klónt küldtünk szekvenálásra.  
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21. ábra: Chi1 génre (AB029934) specifikusan tervezett TaeChi2 ill. TaeChi3 primerpárral 
amplifikált cDNS-klónok szekvenciaillesztése az NCBI adatbázis legnagyobb hasonlóságot 
mutató kitináz-homológjaival (Vector NTI Advance™ 11.0 program, részlet). Kiindulási 
templátként az Lr9 ill. Tc vonalak 3 d.p.i. mintáiból nyert mRNS-t ill. cDNS-t használtuk. 
(Jelölések: co: kontroll, inf: fertızött; Ta: T. aestivum (búza); Hv: H. vulgare (árpa); Sc: S. cereale (rozs); 
piros karika: a keresett búza Chi1 géntermék (AB029934).) Jól kivehetı, hogy az Lr9 3 d.p.i. fertızött 
mintából a TaeChi2 primerpárral amplifikált és klónozott cDNS fragmentek (bordó keretben) érdemi, míg 
a TaeChi3 primerekkel kapott, Lr9 ill Tc vonal kontroll és fertızött mintáiból is amplifikálható cDNS 
fragmentek klónjai (zöld keretben) kismértékő eltérést mutatnak az NCBI adatbázisban jelenleg elérhetı, 
legközebbi rokon szekvenciákkal. A Chi2 klónt 1 nukleotid eltérés kivételével magában foglaló 
TA97587_4565, továbbá a Chi3 klónokkal azonos vagy 1 pozíciónyi eltérést mutató szekvenciarészlettel 
bíró TA53878_4565 és TA53666_4565 jelő kontigokat (TIGR) a szekvenciaillesztésben nem 
szerepeltetjük.  
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A Chi3 szekvencia-analízisek alapján feltételezhetı, hogy az expresszált gének leginkább két 

típusba sorolhatóak. Az egyik ágat képviselı cDNS fragmenst a Tc kontroll és fertızött mintáiból 

egyaránt izoláltuk (21. ábra, Tc-co(3dpi)_Chi3/1B, 2A, 2B és Tc-inf(3dpi)_Chi3/1A, 2A), és 

megállapítottuk, hogy a TA53878_4565 jelő TIGR kontig megfelelı régiójával mutat 100 %-os 

azonosságot. A másik ágba olyan cDNS klónok tartoznak, amelyeket egyelıre csak fertızött (Tc 

vagy Lr9) mintákból sikerült amplifikálni, és szekvenciájuk az elıbbihez nagyon hasonlító 

TA53666_4565 jelő TIGR kontigban köszön vissza, 100 %-os (21. ábra; 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 klónok jövıbeni analízise a tipizálás értelmérıl is tisztább képet adhat, az azonban 

egyértelmő, hogy szekvenált Chi3 klónjaink mindegyike igen szorosan (8-10 pozíciót érintı, elszórt 

eltérésekkel) rokonítható a búza chi1 (AB029934) transzkriptummal. A 25 ábra szekvencia-

összevetéseiben a Chi2 ill. Chi3 klónokkal homológ kontigokat nem, csak teljes transzkriptumokat 

(NCBI) használtunk fel. 

A Chi3 klónokból visszavezethetı génformák egymás közti minimális eltérései szinonim jellegőek, 

fehérje-szinten, nyers transzlátum képében már nem különíthetıek el (22. ábra). Esetlegesen változó 

expressziós intenzitásukkal így a Chi3 klónoknak megfelelı génváltozatok bármelyike 

hozzájárulhat a genotípusok szerinti ill. kontroll-fertızött viszonylatban protein szinten mutatkozó 

eltérésekhez. Levezetett aminosav-szekvenciájuk a keresett búza kitináz 1 szekvenciát is magába 

foglaló, de leginkább II. osztályú kitinázokat felölelı ággal hozható igen szoros rokonságba (23. 

ábra), azonban az adott szekvencia-szakaszon 1-1 aminosav-csere miatt azok egyikével sem egyezik 

teljesen (ld. 22. ábra 197.: Q↔R és 231.: M↔I). 

 

A specifikus TaeChi2 ill. TaeChi3 primerekkel kapott klónjaink, az azonosított szekvencia-régiók 

elhelyezkedése, hossza illetve variabilitása alapján, valamint az egyelıre hiányos és nem 

következetes nevezéktanú szekvencia-adatbázisok miatt sajnos nem nyújtanak elégséges támpontot 

arra nézve, hogy a kétféle primerpárral amplifikált cDNS fragmentek a kitinázok I vagy II 

osztályába sorolható gének expressziójára vezethetıek-e vissza. 

Ezidáig azonosított klónjaink azonban kiváló példái annak, hogy bizonyítható legyen: a reverse 

vagy forward genetikai közelítés sok esetben egyáltalán nem elégséges, s nem feltétlenül vezet 

egyértelmő eredményekhez. Így, egyes proteomikailag azonosított fehérjéknek valóban megfelelı 

transzkriptumok mellett számos eddig ismeretlen, de közel rokon génforma expressziója is 

hozzájárulhat az adott (stressz)élettani állapotnak megfelelı válasz kialakításához, sıt, az aktuális 

traszkriptom ismeretében sem vezethetı le egyértelmően egy-egy adott élettani állapotra jellemzı 
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teljes fehérje-sokféleség. Különösen igaz ez olyan esetekben, ahol a vizsgált faj vagy fajta genomja 

még nem teljes mértékben ismert, és, mint pl. a búza esetében, akár számos ısi faj genomjának 

többszöri, komplex vegyítésébıl született. Az Lr9-ben proteomikailag azonosított 3 kitináz 

fehérjének megfelelı géntermékek azonosítását mindenesetre – specifikusabb primerek 

alkalmazásával – folytatni tervezzük. 

 

 

22. ábra: Levélrozsda fertızött Tc, Lr1 és Lr9 vonalakban azonosított triptikus kitináz-peptidek és 
cDNS klónokból levezetett aminosav-szekvenciák összevetése (részlet). A proteomikailag 
azonosított búza kitináz 1 (BAB82471) protein triptikus peptidjeinek régiójára tervezett két primerpárral 
legalább két, egymástól s a keresett fehérjétıl részben eltérı fehérjét kódoló cDNS-eket amplifikáltunk a 
fertızést követı 3. napon. A Chi3 primerpárral Tc és Lr9 vonalban azonosított gének fehérjeterméke a 
vizsgált szekvencia-régióban 1-1 aminosavban különbözik a keresett búza kitináz 1 (BAB82471) protein 
ill. három, árpában izolált, közel rokon, kitináz 2 osztályú fehérje (CAA55344, CAB99486, CAA553435) 
szekvenciarészletétıl (Gln (Q) vs. Arg (R) a 197., ill. Met (M) vs. Ile (I) a 231. pozícióban). A Chi2 
primerpárral, csak Lr9 levélrozsda-fertızött mintában azonosított kitináz génterméke az NCBI fehérje- és 
nukleinsav-adatbázisban még nem ismert, és számos pozícióban jellegzetes eltéréseket mutat a jelenleg 
hozzáférhetı, rokon kitináz fehérjéktıl. E klón szekvenciájára illeszthetı viszont 1 nukleotid különbséggel 
a TIGR TA97587_4565 jelő kontigja. 
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23. ábra: A rezisztens Lr9 és fogékony Tc vonalakban kifejezıdı búza kitinázok (3 d.p.i.) Chi2 ill. 
Chi3 primerpárral amplifikált cDNS klónjainak hasonlósága más Poaceae fajokból ismert 
transzkriptumokhoz (maximális parszimónia elv, MEGA4 program). Az ábrán kivehetı, hogy 
a várt terméket, azaz a proteomikailag azonosított búza kitináz 1 (BAB82471) fehérjének megfelelı Chi1 
gén (AB029934) transzkriptumát még nem kaptuk meg a Tc ill. Lr9 mintákból amplifikált és beklónozott 
cDNS fragmentekbıl, s a két primerpár – részleges specificitása okán – vélhetıen rokon, s részben eddig 
ismeretlen szekvenciákat amplifikált. Mivel azonban a feltételezett PCR termékek általunk beklónozott és 
megszekvenált hányadának egyike sem illeszkedik tökéletesen az NCBI adatbázisban jelenleg közzétett 
szekvenciákhoz, erdményeink további, adatbázisban még nem szereplı búza kitináz génekre utalnak, 
amelyek némelyike (ld. az ábrán) genotípus- vagy fertızés-függı módon expresszálódhat. Megjegyzendı 
még, hogy a lefedett szakaszok alapján a kitináz I és II osztályba sorolt, rokon gének nem különíthetıek el 
egyértelmően. 
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5.1.3.2.2. Általános kitináz primer (glüko-hidroláz 19. család) alkalmazása 

Késıbbi proteomikai kutatások eredményeként, tömegspektrometriai alapon további, a 

levélrozsdafertızés hatására indukálódó kitináz fehérjéket is azonosítottunk az Lr9 búzavonalban, 

így (12 %-os szekvencia lefedettséggel) egy rozs 31.7 kDa class I endochitinase-antifreeze 

(AAG53609) protein prekurzorral homológ, valamint (6 %-os lefedettséggel) egy búza chitinase IV 

precursor (AAD28733) fehérjével homológ proteint. 

Az alábbi ábrán azt kívánjuk szemléltetni, hogy a proteomikai és transzkripciós eredményeink 

alapján látókörünkbe került, s az NCBI adatbázisból kigyőjtött, különbözı gabonafélékben (búza, 

rozs, rizs, árpa) elıforduló homológ kitinázok a szekvenciák egymáshoz viszonyított hasonlósága 

alapján milyen fıbb klaszterekre oszthatók (24. ábra).  

 

24. ábra: A proteomikai és transzkripciós eredményeink alapján az NCBI adatbázisból kigyőjtött, 
gabonafélékben elıforduló homológ kitinázok nukleinsav-alapú hasonlósági viszonyai 
(MEGA4 program). (A proteomikailag azonosított kitinázok zöld háttérben szerepelnek, piros kerettel a 
korábban, Tc, Lr1 és Lr9 vonalban is MS-azonosított búza kitináz I fehérje, míg zöld kerettel a késıbb, Lr9 
vonal fertızött mintájában MS-azonosított két további kitináz proteinek. A transzkripciós analízisek során 
azonosított fıbb Chi2 és Chi3 klónjainkat piros betővel reprezentáltuk). Az elágazásokat szemügyre véve 
látható, hogy ezek a fehérjék más-más ágakon foglalnak helyet. Ebbıl kiindulva merült fel bennünk az 
igény a távolabbi rokonságban álló, de potenciálisan egyaránt indukálódó kitinázok expressziójának 
párhuzamos megerısítésére. 
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A filogram jól illusztrálja, hogy a kitináz-sokféleség a kutatások során idıvel proteomikai szinten is 

nyilvánvalóvá vált az Lr9 vonalban, és hogy a genotípus fertızött mintáiban MS-azonosított három 

enzim eltérı ágakon foglal helyet. Ez okból egy további, az adatbázisokban elérhetı minél több 

Poaceae kitináz szekvencia amplifikálásában is hatékony kitináz primert terveztünk (6. táblázat). A 

tervezett „univerzális” kitináz primerpár, TaeChiF4-R4 kitapadási helyét a 25. ábrán mutatjuk be. 

 

 

25. ábra: Az „univerzális” kitináz-primerpár tervezéséhez kiválasztott 16 kitináz transzkriptum 
szekvenciaillesztésének részlete (ClustalW), megjelölve a tervezett univerzális, degenerált 
primerek (TaeChiF4 és TaeChiR4) pontos helyét és szekvenciáját. A reverz irányú primer esetén 
a primer reverz komplementerét jelöltük. A leginkább a középsı régióban megfigyelhetı, különbözı 
csoportokra jellemzı indel-ek miatt a nevezett primerpárral potenciálisan eltérı mérető (266-302 bp) 
transzkriptum-szakaszok is amplifikálhatóak. 

 

Totál RNS-kivonatainkat oligo(dT)18 primerrel, a nagy GC-arány miatt 1 % DMSO-t is alkalmazva 

írtuk át cDNS-sé. A reverz transzkripciót PCR követte (primertapadási hımérséklet: 55 °C, 45 

ciklus mellett), melynek eredményeként mind a négy mintánkban (TcK, TcF, Lr9K, Lr9F) a várható 



96 

 

mérető PCR-termékeket kaptuk (26. ábra), amelyeket templátként újra felhasználva ismételt PCR-

rel is megerısítettünk. 

A termék(ek) hosszára 266 és 302 bp között számítottunk, mivel a primerek tervezéséhez választott 

16, lényegében 3 fıbb ágba tartozó kitináz szekvencián úgy kerestünk konszenzus szakaszokat, 

hogy a majdani köztes régióban esetlegesen fennálló, jellegzetesebb inszerciók ill. deléciók 

(„indel”-ek) miatt a kapott termék típusára méretébıl is következtethessünk. 

 

26. ábra: A TaeChi4 primerpárral, oligo (dT)18-s átírást követı (RT-)PCR során amplifikált 
termékek (4 d.p.i.) (Tc: fogékony ’Thatcher’ fajta; Lr9: rezisztens Lr9 vonal; K: kontroll; F: fertızött; 4 
d.p.i.: a fertızést követı 4. nap) A kapott termékek mérete egységes, a várható terméktartomány alsó 
szakaszába esik (~270 bp), kiugró expressziós intenzitásváltozás a rezisztens Lr9 vonal fertızött mintájában 
észlelhetı. 

 

A kapott termékek mérete a két genotípus kontroll és fertızött mintáinál egységesen, ~270 bp 

körülinek adódott, de intenzitásukban jelentıs eltérést mutattak. Úgy tőnik, az érzékeny Tc fajtára 

jellemzı, relatíve magasabb kitináz alapszint a kórokozó behatolására nem mutat érdemi változást 4 

nappal p.i., a rezisztens Lr9-ben viszont a fertızés hatására még a Tc-ben megfigyelt szintet is 

meghaladó, ugrásszerő expressziós növekedés figyelhetı meg. 

 

A négy mintából izolált Chi4 klónok szekvenálása meglepı eredményekre vezetett: 

(1) A kapott szekvenciák mindegyike – a PCR termékek mérete alapján is sejthetı módon – a 

nagyobb deléciókat tartalmazó, azaz rövidebb, de egymástól érdemben különbözı két ág 

valamelyikébe tartozott. Emögött, az elongáció meglehetısen széles idıkerete miatt feltehetıleg a 

kisebb inszertek preferenciális felvétele állhat. 

(2) A TaeChi4 primerpárral amplifikált szekvenciákat három típusba sorolhatjuk: 

(a.) Megtaláltuk - az amplifikált régióra nézve 100%-os illeszkedéssel - annak a keresett Chi1 

génnek a transzkriptumát (AB029934), amelyet korábban fehérje-szinten, mint chitinase 1 
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(BAB82471) már Thatcher-alapú vonalaink mindegyikének fertızött mintáiból kimutattunk 

(12.A ábra/’2a,b’, 12.B ábra/’2x, 3x ill. ’7,8’ sáv és 7. táblázat). A megfelelı klónok a 

fertızött Lr9-ben intenzív jelet adó Chi4 PCR termékbıl származtak. 

(b.) Hasonlóan, a szekvenált régió teljes hosszára nézve nukleotid-eltérés nélkül igazoltuk a 

keresett Chi IV transzkriptumát (AF112966), amelyet korábban, proteomikai vizsgálattal 

chitinase IV precursor-ként (AAD28733), a fertızött Lr9-ben azonosítottunk kis 

lefedettséggel, a szekvenciálisan külön ágon elhelyezkedı chitinase 1-gyel komigrálva (12.B 

ábra/’7’ sáv és 7. táblázat). Mivel azonban az illeszkedı inszertek szekvenciáit nem fertızött, 

hanem kontroll (Tc) mintából klónoztuk, ez az eredmény nem támasztja alá a gén proteomikai 

alapon feltételezett patogén-indukálhatóságát. 

(c.) Egy újabb, a keresett Chi1 transzkriptumhoz (AB029934) igen hasonló szekvenciát szintén 

azonosítottunk, amely azonban elszórtan több pozícióban is nem szinoním szubsztitúciókat 

visel az amplifikált szekvenciarészlet teljes hosszán. A megfelelı cDNS-t a fertızött Tc-bıl és 

a kontroll Lr9-bıl is klónoztuk. A szubsztituciók egyike a fragmens középsı régiójában egy 

jellegzetes nukleotidcsere: a rokon szekvenciák legtöbbjében jelentkezı TAC kodont TAA 

helyettesíti. Amennyiben a klónoknak megfeleltethetı génvariáns mRNS-e a transzláció 

idejére is megırzi a rokon géntermékekkel egyezı leolvasási keretét az amplifikált régióban, 

akkor ezen, a homológokban a fehérje középtáján található helyen egy Stop-kodon keletkezik, 

ami a kódolt fehérje mőködıképességét veszélyezteti. Ugyan létezik egy másik értelmes 

leolvasási keret is a klónozott régióra, az így kapott aminosavszekvenciára homológokat 

keresve azonban az NCBI fehérjeadatbázisa mindössze két, szintén levezetett, emiatt kis 

megbízhatóságú kitináz szekvenciát ad ki találatként – egy kukorica hypothetical protein-t 

(NP_001143278) ill. egy árpa chitinase2-t (BAC87786), aminosav-szinten csekélyebb 

azonosságú (61 % ill. 89 %) ill. csak rövidebb szakaszra (70/73 ill. 36/73) érvényes 

homológok képében. Az azonosított 2-2 Chi4 klónból feltételezhetı, egyedi génvariáns 

valódiságát erısíti, hogy két különbözı vonal eltérıen kezelt mintájából is azonos szekvenciát 

klónoztunk, illetve, hogy saját Chi4 klónjainkon kívül ez a szekvencia - a TIGR BLAST 

lehetıségeit kimerítve – a CV762827 klónra is 100 %-ban illeszthetı. Szerepérıl vagy 

esetleges további érésérıl eddigi eredményeink alapján érdemi információ nem adható. 
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5.1.3.3. Levélrozsda indukált glükanáz és kitináz izoformák kezdeti 

génexpressziós vizsgálatai 

Eddigi klónjaink analízisének eredményei alapján feltételezhetı, hogy a glükanázokra tervezett 

primerpárok közül a TaeGlu3 (és esetleg a TaeGluF5-R4), a kitinázokra specifikus indító 

szekvenciák közül pedig a TaeChi3 primerpár kellıen szők specificitású és egyszersmind olyan 

transzkriptumrészletek amplifikálására alkalmas, amelyek génjei közel rokon, funkcionálisan is jól 

behatárolható, ismert szekvenciákkal rendelkeznek. Abból a célból, hogy felmérjük, az általuk 

célzottabban vizsgálható kitináz és glükanáz géncsoportok expressziós dinamikája összefüggésben 

állhat-e az általános apoplasztikus kitináz ill. 1,3-glükanáz aktivitásgörbék genotípus-függı 

különbségeivel, idıbeli kifejezıdésüket elsı közelítésben durvább felbontásban, normál RT-PCR-

rel teszteltük, az eltérı válaszadó-képességő Tc és Lr9 vonal fertızött mintáinak összevetésével (0, 

1, 3, 4 és 7 nap p.i.). 

 
27. ábra: Glükanázok és kitinázok meghatározott köreinek expressziós változása a levélrozsda-

fertızést követı egy hét során a Tc és Lr9 genotípusok fertızött mintáiban. Az amplifikáció 
specifikus - TaeGlu3, TaeGluF5-R4 ill. TaeChi3 - primeres RT-t követı normál PCR-rel történt (57 °C, 54 
°C ill. 57 °C; 40 ciklus). A párba rendezett betők a Tc (a, c, e, g, i) és az Lr9 vonal (b, d, f, h, j) fertızött 
mintáit képviselik, az inokuláció idıpontjától számított 0-7. napon. M: 100 bp-os DNS marker; (+): PCR-
pozitív kontroll; (-): templátmentes kontroll. A két genotípusban kapott PCR termékek intenzitásának 
idıbeli eltérései alapján eltérések feltételezhetıek a megfelelı glükanáz ill. kitináz géncsoportok indukciós 
dinamikájában.  
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Általánosságban, a fertızött Tc ill. Lr9 vonalakban a TaeGlu3, TaeGluF5-R4 és TaeChi3 

primerpárokkal kapott PCR termékek intenzitáskülönbségei (27. ábra) alapján - megfelelı 

referenciagén hiányában a cDNS mennyiségére normálva - egyelıre csak arra következethetünk, 

hogy az azonosított 1,3-glükanáz-ágak, illetve kitináz-csoport tagjai a fertızést követıen mind a 

rezisztens Lr9-ben, mind pedig a fogékony Tc vonalban igen korán és meglehetısen intenzíven 

indukálódnak, késıbb azonban az expresszió idıbeli lefolyását és erısségét tekintve is különbségek 

jelentkeznek a két genotípusban. Eszerint, a gélképek alapján (1→3 d.p.i.) úgy tőnik, hogy az 

indukált gének expressziója a Tc-ben hamarabb lecseng (érdemben gyakran már a korábban 

klónozásra választott idıpontra), míg az Lr9-ben hosszabb ideig fennmarad. A vizsgált hét második 

felében, (4 d.p.i.→) megfigyelhetı expressziós intenzitások a két genotípus kontroll és fertızött 

mintáiban ugyanakkor egyik géncsoportot tekintve sem könnyen interpretálhatóak eddigi 

eredményeink alapján, ezért feltételezéseink megerısítésére további kísérleteket tervezünk.  

 

Nyilvánvaló, hogy a kérdés az érzékenyebb és jobb felbontású kvantitatív, valós idejő RT-qPCR 

nélkül nem tisztázható, de a TaeGluF5-R4 primerpár alkalmazhatósága az analízisben, a 

primertervezés alapján feltételezett, szélesebb specificitása miatt (vö. 6. táblázat és 4.4.3.1. ill. 

5.1.3.1.2 fejezet) egyelıre nem egyértelmő. Megfelelı normalizálás mellett, szemi-kvantitatív RT-

PCR eredményeinkre alapozva viszont a TaeGlu3 ill. TaeChi3 primerpárral azonosított 1,3-

glükanáz- és kitináz-ág expressziójának valós idejő, érzékenyebb követését a közeljövıben 

tervezzük. A glükanáz- ill. kitináz-specifikus reverz transzkripcióra esetükben egyelıre 

mindenképpen szükség van, mert oligo(dT)18-vel végzett RT-t követıen eddig még egyik vizsgált 

búzavonal mintáiból sem sikerült PCR-terméket kimutatnunk az elızıleg említett endo-1,3-

glükanáz ill. kitináz transzkriptumokra specifikusan tervezett primerek segítségével (ez alól csak az 

általános jellegő TaeChi4 ill. a TaeUbF4-R3 primerek kivételek). A sikertelenség háttérben a 

vizsgált géncsoportok bizonyos régióira kifejezetten jellemzı nagy GC-arányt vagy egyéb, stabil 

másodlagos szerkezetet okozó tényezı jelenlétét gyanítjuk. 
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5.2 Kadmium-kezelt árpa apoplasztjának elemzése 
 

5.2.1 Kadmium-stresszel asszociált változások az árpa apoplaszt 

fehérjemintázatában 

A kadmium-stresszel összefüggésben az árpa apoplaszt-fehérjemintázatának összehasonlító 

analíziséhez elsıként, közelítı céllal egydimenziós gélelektroforézist végeztük a ~10-120 kDa 

tartományban molekulatömeg-alapú szeparációt lehetıvé tévı körülmények között (28. ábra). 

 

28. ábra: Kadmium-kezelt árpa apoplasztfehérjék 1D-PAGE mintázata 1, 4 és 7 nappal a kezelés 
megkezdése után, 0-10-50-100-300 µµµµM Cd2+-koncentrációknál. A kezelést követı 1. napon már 
észlelhetık változások, többségükben növekvı intenzitásban jelentkeznek és a 4. napra válnak 
szembetőnıvé, míg a 7. napra már újabb, érdemi különbség nem látható. A számok (01, 02, 03 és 10) a 
tömegspektrometriai (MALDI-TOF) azonosításra küldött sávokat jelölik. 

 

Már az 1D-PAGE mintázatban is fokozatosan erısödı, a tápoldat (1-10-50-100-300 µM) Cd2+-

koncentrációjának emelését tendenciózusan követı változásokat figyeltünk meg a szekretált 

fehérjék közt, amelyek egyrésze már a kezelés utáni 1. naptól kezdve nyomon követhetı a 20-25 

kDa régióban. A három felvételezési idıpontot összehasonlítva a legdrasztikusabb mintázatbeli 

változások a kezelést követı 4. naphoz voltak köthetıek, ehhez viszonyítva, a 7. napon már csak 

kisebb mértékő progressziót tapasztaltunk. A változások többsége (pl. a 31, 23-25, 18, 15 és 13 kDa 

régiókban) intenzitásnövekedésre utalt. A kadmiumkoncentráció növekedésével párhuzamosan a 

kezelt növények apoplasztkivonatainak összfehérje koncentrációjában is jelentıs növekedést 

01 

02 

03 
10 
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figyeltünk meg: a 300 µM [Cd2+]-val kezelt minta koncentrációja a kontrollhoz képest már 3-4-szer 

töményebb volt (0,3→1.0-1,2 mg/ml). A mintázat más régióiban ugyanakkor (pl. ~21, ~18 és ~14 

kDa) gyengülı intenzitás is megfigyelhetı volt a nehézfém koncentrációjának fokozódásával. 

A MALDI-TOF alapú MS-analízisre a kadmium-kezelés 4. napjának apoplaszt fehérjemintáit 

választottuk, és az egydimenziós gélben kapott mintázatukból néhány egyértelmő, kadmium-

kezeléssel összefüggésben jellemzıen változónak ítélt, növekvı ill. csökkenı intenzitású sávot 

izoláltunk a gélbıl (28. ábra, ’01-03’ a 300 µM Cd2+-os, ’10’ a kontroll mintából). A 25 és 15 kDa 

környéki, dominánsan változó régiókat egyelıre kihagytuk az analízisbıl. 

A [01], ~31 kDa mérettartományú sávban a MALDI-TOF analízis endo-1,3-glükanáz(ok) nyomait 

azonosította. A peptidtömeg-ujjlenyomat analízisbıl levezetett triptikus szekvenciák egyenlı 

mértékben illettek egy szekretált endo-1,3-beta-glucanase (1607157A) árpafehérjére, valamint az 

árpa Glucan endo-1,3-beta-glucosidase GII prekurzor proteinre (P15737) ill. egy utóbbival teljes 

mértékben megegyezı, nukleinsavból levezetett beta-1,3-glucanase II (AAM75342) 

árpaszekvenciára (a 20 % ill. 18 %-os szekvencia lefedettség különbségét elıbbi fehérje 

szignálpeptid-mentessége magyarázza). A gél alapján, a sáv mobilitásából becsült molekulatömeg 

jól illeszkedett az érett formában szereplı 1607157A névleges értékéhez, s ehhez hasonló, Mr: 

32353 értéket kaptunk a P15737 és AAM75342 esetében is – a prekurzor szignálpeptidjének 

levágása után. Különbségtételre a 1607157A és P15737/AAM75342 között egyébként is csak az 

érett formák 194. aminosav pozíciójában elhelyezkedı poláros S (Ser) ↔ erısen bázikus R (Arg) 

csere adna lehetıséget, de ebbıl a régióból nem származott detektált peptidünk.  

A kiválasztott fehérjesávok közül a [02] volt a legintenzívebb. Ebben a ~24 kDa mérettartományú 

sávban több, eltérı funkciójú árpa apoplaszt-fehérjét azonosítottunk (8. táblázat). Jelentıs (40 %-os) 

szekvencia lefedettsége miatt elsıként, a búza referencia apoplasztban homológként már azonosított 

árpa hypothetical protein-t említjük (CAA74594), amelyet a növényi BSP-k (bázikus szekretált 

proteinek) közé sorolnak (Mr: 24274; pI: 8.56), és szakirodalmi adatok alapján szerepét a növényi 

védekezésben feltételezik. E mellett azonban egy, az elıbbi proteinnel szekvencia alapján szorosan 

rokonítható, árpa PR17c precursor (ABV22582) is detektálható volt (6 %-os lefedettség), melynek 

(egyidejő) jelenlétét egy-egy, a két fehérjében nagy hasonlóságot, de eltérı triptikus hasítóhelyet 

mutató rövid peptid (R.GTANGGLIEGIADYVR vs. QGK.ANGGLIEGIADYVR) párhuzamos 

kimutatása alapján valószínősítjük. 
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8. táblázat: Az árpa (cv. Mandolina) apoplaszt egy-dimenziós PAGE fehérjemintázatában 
proteomikailag azonosított, erıteljes kadmiumstresszel asszociáltan megváltozott 
mennyiségő apoplasztfehérjék (4. nap p.t. 300 µM Cd2+). 

Sáv 

(+/- )  

MS-azonosított protein 

(NCBInr, Viridiplantae)  

Accession 

no.  

Taxon Névleges tömeg; 

kalkulált pI érték  

Szekvencia 

lefedettség (%)  

endo-1,3-beta-glucanase  

(PR2 család)  

1607157A [Hordeum 
vulgare ssp. 
vulgare]  

Mr: 32321 

pI: 8.52  
20 % (MALDI-TOF)  01 (+) 

Glucan endo-1,3-beta-
glucosidase GII / 
beta-1,3-glucanase II  
(PR2 család)  

P15737 / 
AAM75342 / 

[H. vulgare 
ssp. vulgare]  

Mr: 35227 
pI: 9.01  

18 % (MALDI-TOF)  

Hypothetical protein  
(BSP család)  

CAA74594 [H. vulgare]  Mr: 24274 
pI: 8.56  

40 % (MALDI-TOF) 

 

PR17c precursor 
(PR17 család) 

ABV22582 [H. vulgare 
ssp. vulgare] 

Mr: 24431 
pI: 8.93 

  6 % (MALDI-TOF) 

 

chitinase  
(PR3 család)  

CAA55345 [H. vulgare 
ssp. vulgare]  

Mr: 26898 
pI: 6.08  

20 % (MALDI-TOF)  

 

02 (+) 

Pathogenesis-related 
protein PRB1-3 (precursor) 
(PR1 család) 

P35793 [H. vulgare] Mr: 18028 
pI: 8.93 

21 % (MALDI-TOF)  

 

pathogenesis-related 
protein 4 
(PR4 család) 

CAA71774 [H. vulgare] Mr: 16083 
pI: 8.50 

33 % (MALDI-TOF)  

 

03 (+) 

Barwin 
(PR4 család) 

P28814 [H. vulgare] Mr: 14071 
pI: 7.77 

36 % (MALDI-TOF)  

 

10 (-) Ribulose 1,5-
bisphosphate 
carboxylase / oxygenase 
large subunit  

YP_874661 
< 
 P05698.2 

[H. vulgare 
ssp. vulgare]  

Mr: 53672 
pI: 6.22  

n.a. (MALDI-TOF) 

 

A [02] foltban azonosítottunk továbbá, 20 %-os szekvencia-lefedettséggel egy enyhén savas árpa 

chitinase-t (CAA55345), amely jósolt szignálpeptidje hasítását követıen már valóban az izolált 

molekulatömeg-tartományba illeszkedhet (Mr: 26 898 → 24 703). Végül, ebben a molekulatömeg-

régióban nem várt találatnak tőnik, de 21 %-os lefedettsége miatt mégis említendı az adatbázisban 

prekurzorként megnevezett Pathogenesis-related protein PRB1-3 (syn. PR-1B / HV-8) (P35793) 
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azonosítása. A bizalmatlanságot az okozza, hogy a PR1-típusú, szignálpeptidet is tartalmazó 

prekurzor aminosav szekvenciából számított névleges tömege is csak Mr: 18028, az érett, szekretált 

formának pedig, a klasszikus PR1 fehérjékhez illeszkedve még kevésbé itt, hanem kb. a 15 kDa 

régióban volna helye. A tévedés lehetıségét ugyanakkor gyengíti, hogy a rozsdafertızéses 

kísérletben indukálódott, közel rokon PR1.1 búzafehérje (CAA07473) egydimenziós elválasztásánál 

szintén hasonló molekulatömeg-anomáliával szembesültünk (ld. 5.1.1 fejezet). A várt és a 

megfigyelt méretek ilyen jelentıs eltérésére egyelıre nincs magyarázatunk, bár, például a fehérje 

jelentıs mértékő glükozilálása vezethet ilyen látszólagos méretkülönbséghez. Az O- ill. N-

glikozilációs helyek predikciója (YinOYang 1.2, NetNGlyc 1.0) mindenesetre egy N-glikozilációs 

helyet (sequon: NLS) nevez meg a 20. aminosav pozíciójában, amely alkalmas lehet az 

oligoszacharid-kötıhely biztosítására, az izolált gélsávban mutatkozó vörösesbarna festıdés pedig 

szintén glükoprotein(ek) jelenlétére utalhat. A [02] sáv vonatkozásában tehát összességében azt kell 

megállapítanunk, hogy a sávot valószínőleg több komigráló fehérje alkotja, és ismereteink jelenlegi 

szintjén nem dönthetı el, hogy közülük melyik/melyek indukálódtak a kezelés hatására. Erre a jobb 

elválasztást biztosító 2D-elektroforézissel keresünk választ.  

A kadmium-kezelés 4. napján izolált minta [03] jelő, ~ 18 kDa régiójú sávjában, 30-40 %-os 

lefedettségi átlaggal a kitinkötı ill. esetenként kitináz aktivitású PR4 család két, egymással jelentıs 

mértékben rokonítható képviselıjének párhuzamos elıfordulását detektáltuk, a pathogenesis-

related protein 4 (CAA71774) és a Barwin (P28814) árpafehérje alakjában. A PR1-nél már 

taglalthoz hasonló probléma azonban itt is felmerült: az adatbázisban még szignálpeptiddel szereplı 

CAA71774 névleges tömege szerint is csak 16 kDa, talált PR4 fehérjéink pedig érett alakjukban 

már megközelítıleg 14 kDa méretőek, tehát itt is jelentıs glikoziláltságot kellene feltételeznünk. Az 

alkalmazott, glikozilációs pozíciót tesztelı (YinOYang 1.2, NetNGlyc 1.0) programok alapján 

azonban nem sikerült megfelelı glikozilációs helyeket azonosítanunk a két szekvenciában.  

A [10] jelő, kontrollból (4 d.p.t) izolált sávban (~14 kDa) a kadmium-kezeléssel összefüggésben 

egyre csökkenı indukciójú apoplaszt proteinek jelenlétét feltételeztük. Azonban az azonosított 

peptidek mindegyike a RuBisCO enzim plasztiszban kódolt nagy alegységének eltérı 

fragmentumaival egyezett. 

A méret alapján, 1D-PAGE révén szeparált és azonosításra küldött sávok MS-analízise, a rendszer 

korlátaiból adódóan sávonként általában egynél több fehérje jelenlétét mutatta ki, ezért áttértünk a 

kétdimenziós elválasztásra. A töltés szerinti elválasztást széles pH intervallumban (3-10 NL) 

végeztük, az extrém savas vagy bázikus fehérjék régióját kevésbé reprezentálva, elıbb 7, majd 13 

cm-es stripeken, a felbontás további javítása érdekében. A két-dimenziós analízishez a 
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legtöményebb (300 µM) kadmium-kezeléses mintákat használtuk fel, annak ellenére, hogy 

szakirodalmi adatok szerint in vivo körülmények közt a [Cd2+] legtöbbször nem haladja meg az 50 

µM-t. A döntést az indokolta, hogy feltételeztük, egy extrém Cd2+ koncentráció érdemben nem 

változtatja meg az alapvetıen mérsékeltebb nehézfém-stresszre adaptálódott stresszválasz jellegét 

ill. az abban közremőködı fehérjéket, de láthatóbbá teszi az anyagcserefolyamatok eltolódásának 

irányultságát. Erre az 1D-analízisben tapasztalt tendenciák is reményt adtak. 

A fehérjemintázat változásait módszertani okokból elsısorban a 10-40 kDa közti régióban 

vizsgáltuk. A változásban sőrőn érintett régiókat a 29. ábrán körökkel keretezve jelöltük.  

 

29. ábra: Kadmium-kezelt árpa apoplasztfehérjék összehasonlító, 2D-PAGE mintázata. A kezelés 
megkezdését követı 4. napos minták közel 40, a kezeléssel asszociáltan változó intenzitású folt-párja közül 
a képen betőkkel azokat tüntettük fel (alsó index: 0 – kontroll; C – kezelt), melyek valamely tagján MS-
analízist is végeztünk. 

 

Az érintett régiókból egy-egy kiválasztott folt tömegspektrometriai analízisével elsı körben az volt 

a célunk, hogy megerısítsük ill. egyértelmővé tegyük a fentiekben leírt, 1D elválasztás után kapott 

eredményeinket. Emiatt a találatokat az elıbbieknek megfelelı, csökkenı molekulatömeg szerint 

fogjuk tárgyalni (9. táblázat). 
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9. táblázat: Az árpa (cv. Mandolina) apoplaszt két-dimenziós fehérjemintázatában proteomikailag 
azonosított, erıteljes kadmiumstresszel asszociáltan megváltozott mennyiségő 
apoplasztfehérjék (kezelés: 300 µM Cd2+; 4. nap p.t.). 

Folt  

(+/- )  

MS-azonosított protein  

(NCBInr, Viridiplantae)  

Accession no.  Taxon  Névleges tömeg; 
kalkulált pI érték  

Szekvencia 
lefedettség (%)  

endo-1,3-beta-glucanase  

(PR2 család)  

1607157A [H. vulgare ssp. 
vulgare]  

Mr: 32321 

pI: 8.52  

55 % (MALDI-TOF);  

61 % (LC-MS/MS)  

Wc  

(+)  

Glucan endo-1,3-beta-
glucosidase GII /  
beta-1,3-glucanase II 

(PR2 család)  

P15737 / 
AAM75342 

[H. vulgare ssp. 
vulgare]  

Mr: 35227 
pI: 9.01  

57 % (MALDI-TOF);  

57 % (LC-MS/MS)  

Bc  

(+)  

chitinase  

(PR3 család)  

CAA55345 [H. vulgare ssp. 
vulgare]  

Mr: 26898 
pI: 6.08  

71 % (MALDI-TOF);  

22 % (LC-MS/MS)  

Zc  

(+)  

chitinase  

(PR3 család)  

CAA55344 [H. vulgare ssp. 
vulgare]  

Mr: 27377 
pI: 8.74  

76 % (MALDI-TOF);  

41 % (LC-MS/MS)  

hypothetical protein  
(BSP–család)  

BLAST: PR17c prekurzor  

CAA74594 [H. vulgare]  Mr: 24274 
pI: 8.56  

66 % (MALDI-TOF) 

41 % (LC-MS/MS)  

Barperm1  

(PR5 család) 

AAB71680 [H. vulgare]  Mr: 22554 
pI: 8.15  

50 % (MALDI-TOF) 

38 % (LC-MS/MS) 

Xc  

(+)  

thaumatin-like protein 
TLP7  

(PR5 család)  

AAK55325 [H. vulgare]  Mr: 24541 
pI: 7.36  

45 % (MALDI-TOF) 
34 % (LC-MS/MS)  

thaumatin-like protein 
TLP7  

(PR5 család)  

AAK55325 [H. vulgare]  Mr: 24541 
pI: 7.36  

73 % (MALDI-TOF);  

62 % (LC-MS/MS)  

Barperm1  

(PR5 család) 

AAB71680 [H. vulgare]  Mr: 22554 
pI: 8.15  

68 % (LC-MS/MS) 

Yc 
(+) 

thaumatin-like protein 
TLP8  

(PR5 család)  

AAK55326 [H. vulgare]  Mr: 25213 
 pI: 7.83  

53 % (MALDI-TOF); 
24 % (LC-MS/MS)  

Qc  

(+)  

PR-1a pathogenesis 
related protein (Hv-1a)  

CAA52893  [H. vulgare ssp. 
vulgare]  

Mr: 17771 
pI: 8.19  

69 % (MALDI-TOF)  

>60 % (LC-MS/MS)  

ribulose 1,5-
bisphosphate 
carboxylase / oxygenase 
large subunit  

YP_874661 / 
P05698.2 

[H. vulgare ssp. 
vulgare]  

Mr: 53672 
pI: 6.22  

  9 % (LC-MS/MS)  C  
(-) 

ribulosebiphosphate 
carboxylase 

CAA90005 [H. 
brachyantherum]  

Mr: 45761 
pI: 6.28  

16 % (MALDI-TOF)  

AAN27973 / 
AAX44964 

[H. erectifolium]  Mr: 53285 
pI: 6.13  

28 % (MALDI-TOF)  Πc  

(+)  

ribulose-1,5-
bisphosphate 
carboxylase / oxygenase 
large subunit  YP_874661 [H. vulgare ssp. 

vulgare]  
Mr: 53672 
pI: 6.22  

13 % (LC-MS/MS)  
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A 30-35 kDa közti mérettartomány egy enyhén savas, valamint egy bázikus régióban (W→Wc) tárt 

fel kadmium-indukált koncentrációnövekedést. Mivel az 1D-PAGE (01 sávja) a ~31 kDa méretben, 

bázikus endo-1,3-glükanázok kifejezıdésének erısödését már valószínősítette, a bázikus Wc foltot 

analizáltuk.  

Két tömegspektrometriai eljárás (MALDI-TOF és LC-MS/MS) párhuzamos bevonásával nyert 

eredményeink a [Wc] foltban megerısítették a 28. ábra ’01’ sávjánál kapott, s a 8. táblázatban már 

bemutatott eredményeket, de most, azonosított peptideink révén igen magas, 55-61 % lefedettséget 

bizonyítottunk a korábban már ismertetett két glükanáz szekvenciára (9. táblázat). (Mivel az 

adatbázisban szereplı Glucan endo-1,3-beta-glucosidase GII (P15737) ill. a nukleinsav 

szekvenciából levezetett beta-1,3-glucanase II (AAM75342) aminosav sorrendje teljesen 

megegyezik, ezekre a továbbiakban egy proteinként hivatkozom.) Úgy tőnik azonban, hogy a 

kétdimenziós analízissel nyert szekvenciaadatok már lehetıséget adnak annak eldöntésére, hogy Wc 

foltból izolált fehérjénk ennek a (két adatbázis-elérhetıséggel is bíró) proteinnek, vagy a szintén 

magas lefedettséggel azonosított endo-1,3-beta-glucanase-nak (1607157A) feleltethetı-e meg. A 

tömegspektrometriás analízis ugyan mind az 1D-, mint a 2D-elválasztás után egy nem triptikus N-

terminális peptidet (-.IGVCYGVIGNNLPSR.S) mutatott ki, ezen az alapon azonban valójában nem 

tehetı különbség a két szekvencia között, mert a nevezett peptid nemcsak az adatbázisban szereplı 

1607157A N-terminusának felel meg, hanem a prekurzor jellegő P15737/AAM75342 proteinre is 

illeszkedhet, ha arról a szignál-szekvenciát lehasítjuk. Másrészt viszont, a MALDI-TOF két olyan, 

egymást a szekvenciában követı triptikus peptidet is detektált, amelyek – épp a 8. táblázat kapcsán 

már említett, jellemzı egy aminosavnyi eltérést lefedve/határolva – az arginin jelenlétét igazolták a 

szerinnel szemben a 194. pozícióban. Ezt értékelve tehát az árpa P15737/AAM75342 beta-1,3-

glucanase II protein kadmiumstressz hatására bekövetkezı indukciója tekinthetı bizonyítottnak. 

Az 1607157A endo-1,3-beta-glucanase jelenlétét ugyan egyelıre nem zárja ki közvetlen kísérletes 

bizonyíték, azonban az érett fehérjeformák számított izoelektromos pontja alapján is a másik fehérje 

jelenléte valószínősíthetı. A ~300 aminosav hosszúságú, egyébként azonos szekvenciájú 

fehérjékben ugyanis az Arg→Ser csere az izoelektromos pontban is eltolódást okoz (pI: 8.83-ról 

8.52 értékre), ami viszont más, vizsgált fehérjéinkhez is nagyon közeli pI-t eredményezne. Ezzel 

szemben azonban, ténylegesen a Wc tőnik az analizált gél legbázikusabb vizsgált proteinjének (29. 

ábra). A kérdést – kísérleti úton – lúgos tartományban végzett, nagyobb felbontású (6-11) és pI 

markerekkel segített izoelektromos fókuszálással lenne tisztázható.  

A következı, ~25 kDa régióban, bár már korábban is jelentıs változásokat tapasztaltunk a 

kadmium-kezeléssel összefüggésben, a mintázat megfelelı sávjának túlzott intenzitása miatt nem 

próbálkoztunk 1D-PAGE szeparációt követı MS-azonosítással (vö. 28. ábra). Ez a mérettartomány 
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a 2D-géleken mind savas (B vs. Bc), mind pedig lúgos tartományban (Z vs. Zc és környezete) 

mennyiségi növekedést tárt fel. 

A [Bc] folt a már a [02] sávban többek közt azonosított savas chitinase (CAA55345) fehérjét 

erısítette meg 71 % (MALDI-TOF) ill. 22 % (LC-MS/MS) szekvenciális lefedettséggel. 

A megfelelı mérettartományú lúgos régióban MS-azonosításra a gyengébb intenzitással a 

kontrollban is látható [Zc]-t választottuk a foltsorozatból, amely a savas CAA55345 kitinázzal 

közeli rokonságban álló, de bázikus árpa chitinase-t (CAA55344) reprezentálja, szintén kiemelkedı 

szekvencia-lefedettséggel (76 % - MALDI-TOF; 41 % - LC-MS/MS). A két szekvencia közti 

hasonlóság ellenére, a tömegspektrometriai elemzések egy-egy aminosavnyi eltérést hat különbözı 

pozícióban is kimutatva meggyızıen erısítették meg a két foltban azonosított kitinázok eltérı 

voltát. Adatbázisban szereplı szignálpeptidjük lehasadását követıen mindkét kitináz kalkulált 

molekulatömege jól illeszkedik az adott folt gélen becsült pozíciójához (molekulatömeg szerint Bc: 

26,9→24,7; Zc: 27,4→24.8 kDa; a pI változása pedig Bc-nél: 6.08→5.65, Zc-re: 8.74→8.60.) A 

bázikus Zc környezetében kadmiumkezelés kapcsán feltőnı egyéb foltok mibenlétérıl egyelıre 

nincsen információnk, de vízszintes sorozat jellegő elhelyezkedésük alapján („train”-ek?) ésszerő a 

lúgos kitináz enzim izoformáinak jelenlétét feltételeznünk. 

A Zc folthoz közeli [Xc] foltban két, szerkezetileg és funkcióját tekintve is eltérınek tekinthetı 

fehérjecsalád képviselıivel találkozunk. Egyrészt, itt is azonosítottuk az 1D-PAGE azonos 

mérettartományából, a [02] sávban már kimutatott árpa hypothetical protein-t (CAA74594). (Az 

1D-PAGE mintában szintén feltételezett, rokon PR17c fehérjét ugyanakkor itt nem detektáltuk.) A 

MALDI-TOF spektrum nemcsak a szekvencia C-végét (5 aminosav kivételével), hanem az N-

terminális jelenlétét is közvetlenül azonosította (-.MKPQVATVAFFLLVTMAATAR.A), mely 

alapján egy ~24 kDa-s, azaz a találtnak megfelelı fehérje valószínősíthetı a foltban (Mr: 24274; pI: 

8.56).  

A másik fehérjecsaládot az [Xc] foltban a PR5 család tagjai, a taumatinszerő proteinek (TLP-k) 

képviselik. Ezeket korábban, a 1D-minták vizsgálata során nem detektáltuk. Az LC-MS/MS és a 

MALDI-TOF tömegspektrum alapján egyelıre nem lehet döntést hozni arról, hogy a foltban a 

TLP7 (AAK55325) vagy a Barperm1 (AAB71680) árpafehérje van-e jelen, mert a talált peptidek a 

két közel rokon fehérje bármelyikének jelenlétét nagy szekvencia-lefedettséggel magyarázzák (34 

% vs. 50 % – LC-MS/MS; 45 % vs. 50 % – MALDI-TOF). Bár a két fehérje adatbázisban 

feltüntetett szekvenciájából kalkulált izoelektromos pontok jelentısen eltérnek egymástól (7.36 vs. 

8.15), s a TLP7 névleges tömege is kissé nagyobb a gélbıl becsülhetı értéknél, mindez nem 

elegendı a különbségtételre, hiszen csupán arra is utalhat, hogy a gélbıl már érett, szekretált formát 
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izoláltunk. Annál is inkább, mert a TLP7 fehérje NCBInr adatbázis szekvenciájából jósolt, 

valószínőbb szignálpeptidet lehasítva (N-terminus: -.ATITVVNR), az újrakalkulált izoelektromos 

pont (7.36→7.91) és tömeg (Mr: 21 565) is immár hasonló az adatbázisban vélhetıen érett 

formában fellelhetı Barperm1 (RSATITVVNR) értékeihez (pI: 8.15; Mr: 21 656). 

Az [Yc] foltból izolált proteinek MALDI-TOF és LC-MS/MS analízisében talált valamennyi 

peptid jelenléte már akkor is értelmezhetı, ha a foltban mindössze két PR5 fehérje, az Xc folt 

kapcsán már taglalt TLP7 (AAK55325) érett formája és a TLP8 (AAK55326) protein van jelen. 

Mindkét fehérjét nagy lefedettséggel (9. táblázat), együttes jelenlétüket pedig homológ 

szekvenciarészleteik négy régiójában kimutatott eltérések által nagy biztonsággal igazoltuk. A 

TLP7 fehérje azonosítására alkalmazott peptidek többsége (10 triptikus peptid) illeszkedik ugyan az 

Xc-ben már detektált Barperm1 fehérjére (AAB71680) is, de a Barwin 1-ben nem fordul elı a 

MALDI-TOF által igazolt C-terminális peptid (K.DDQTSTFTCPAGTNYQIVLCP.-, Leu↔Phe 

csere) és az LC-MS/MS CID-spektrumából nyert N-vég peptid (-

.ATITVVNRCSYTVWPGALPGGGVR). Utóbbi alapján egyébként nyilvánvaló, hogy a foltban 

szekretált fehérjeforma van jelen, de minden valószínőség szerint az nem a Barperm1, mert annak 

(feltételezetten) érett formája már ismert, ami pedig az N-végén 2 aminosavval hosszabb (-

.RSATITVVNR), mint a kísérleteinkben azonosított peptid. 

Az eredmények fenti elemzése jól tükrözi, hogy a kétféle MS-azonosítás gyakran mennyire nem 

felesleges, hiszen amellett, hogy az LC-MS/MS szekvenciális megerısítéssel (CID) szolgál a 

MALDI-TOF technológiával szemben (amennyiben utóbbi PSD-spektrum felvételekkel nem 

megerısített), a készülékek, pl. eltérı ionizációs stratégiájuk révén részben eltérı peptidek 

detektorba jutását is támogathatják, így szinergisztikusan növelhetik a találati biztonságot. 

Konceptuális transzlációval, cDNS-klónokból levezetett adatbázisszekvenciákkal dolgozva azonban 

(mint elıbbi, kérdéses proteineknél is) a bizonyosság soha nem lehet teljes. 

A TLP7 fehérje párhuzamos azonosítása az Xc és Yc foltokban utalhat a közeli foltok gélbıl való 

izolálásakor bekövetkezett kontaminációra. Az intenzív jelek alapján azonban valószínőbbnek 

tartom, hogy a két foltban valójában a TLP7 fehérje eltérı izoformáit vagy egy elıbbivel közeli 

rokon (pl. a Barperm1-hez hasonló, de szekvenciájában attól kissé különbözı) fehérje nyomait 

találtuk. Ezt valószínősíti az is, hogy az Yc-ben szintén azonosított TLP8 – SignalP által jósolt, érett 

formájában – már kissé bázikusabb (pI: 7.83→8.15) izoelektromos ponttal rendelkezik az 

adatbázisban szignálpeptiddel szereplı TLP7 protein N-véggel is megerısített, szekretált alakjához 

képest (pI: 7.36→7.91). 
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A 2D-gél bázikus felén a kisebb, 10-15 kDa molekulatömeg-tartományba haladva egy újabb 

foltcsoport különíthetı el, amelynek intenzitásában növekedést tapasztaltunk a kadmium stresszel 

összefüggésben (29. ábra). A régión belül egyelıre 2 foltot (Qc és Πc) analizáltattunk. 

A [Qc] foltban, amely a 14-15 kDa mérető és az Xc / Yc foltoknak megfeleltethetı töltéső 

(pI~8.0) fehérje régiót érinti, a PR1 (Hv-1a) árpafehérjét sikerült azonosítanunk (CAA52893) 

kiemelkedı szekvencia-lefedettséggel (69 % - MALDI-TOF; >60 % - LC-MS/MS). A fehérje 

névleges molekulatömege (Mr: 17771) ugyan nagyobb a gélbıl becsült értéknél, de az LC-MS/MS 

spektrum a pyro-Glu-ná alakult N-terminális glutaminnal igazolja a 24 aminosavnyi szignálpeptid 

lehasadását. Az érett, közel 15 kDa-nyi alakkal számolva már tömeg szerint is jó egyezést találunk a 

tapasztalt mobilitással, a töltés azonban érdemben nem változik (pI: 8.19 → 8.24). 

A kadmium-kezelt mintából izolált, ~12 kDa tömegő [ΠΠΠΠc] foltban egyik MS-analízis révén 

sem sikerült ismert apoplaszt fehérjét azonosítanunk. A detektált, kis intenzitású peptidek jórésze 

(pl. MALDI-TOF: 20/28) az ICF-be legvalószínőbben szennyezıdésként jutott RuBisCO enzim 

nagy alegységének középsı szekvenciarégiójából származott. A C-terminális K.FEFAPVDTID.- 

peptid nem azonos a jelenleg ismert árpa RuBisCO (YP_874661/P05698.2) 

K.FEFETPVDTIDKKV.- végszekvenciájával, de megegyezik a rokon H. erectifolium RuBisCO-

jában (AAN27973/AAX44964) megtalálható C-vég peptiddel. Ebbıl arra következtethetünk, hogy 

a fajban vagy az egyes fajtákban többféle, eddig nem ismert izoforma is jelen lehet. 

A kadmiumos mintákban gyengülı, kontroll [C] folt analízise is az árpa RuBisCO (pl. 

YP_874661/P05698.2) nagy alegységének azonosítását eredményezte két kiterjedt, folytonos 

szekvenciarészlet alapján, de az apoplasztfehérjék azonosításához képest gyenge szekvencia-

lefedettséggel. Mivel a lefedettség a fehérje N-végére és középsı régiójára korlátozódott, 

elképzelhetı, hogy a detektált ~17 kDa (pI: ~5.6) bomlástermék a ~54 kDa nagy alegység egyszeri 

hasításával keletkezett. Az így létrejövı fragmens kalkulált tömege 17 681 kDa, azaz a fehérje 

tényleges mobilitásával megegyezik, bár a pI (4.83) jelentısen alatta marad a megfigyelt értéknek. 

Az eltérést magyarázhatná egy az YP_874661-tıl részlegesen eltérı RuBisCO szekvencia, hiszen a 

RubisCO-ként azonosított szekvenciarészletek (pl. MALDI-TOF: 10/23 peptid) rokon fajok (H. 

erectifolium, H. brachyantheum) RuBisCO szekvenciáira (pl. CAA90005) is jól illeszthetık.  
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5.3 Búza referencia-apoplaszt térképezése 

5.3.1 Referencia apoplaszt proteomikai analízise 

A ’Chinese Spring’ egészsége, s búza csíranövénybıl izolált intercelluláris folyadék egy- és 

kétdimenziós PAGE-analízise alapján elmondható, hogy a választott kivonási és elválasztási mód, 

és a festési eljárások (CBB és ezüstfestés) lehetıségei és korlátai között, a pI: 3-10 izoelektromos 

pont és MW:~10-100 kDa molekulatömeg tartományban az apoplasztfehérjék sokfélesége az 

irodalmi adatokkal (Lee et al. 2004, Wen et al. 2007) megegyezıen esetünkben is pár százas 

nagyságrendben maximálható (30. ábra). 

A. B.  

30. ábra: ’Chinese Spring’ búzafajta 7 napos csíranövénye levél-apoplasztjának 2D-PAGE fehérje-
mintázata. Kísérleti körülmények: A) 300 µg, B) 120 µg ICF fehérje; IEF: 26 kVh, 0,05 mA/strip, 4.5 W; 
20oC, 3-10 NL IPG strip (13 cm), SDS-PAGE: 12,5 % Laemmli (17 cm) – a: CBB G-250, b: Ag-festés. A 
bejelölt és azonosításra küldött 21 foltból (A. ábra) 11-hez sikerült a szakirodalom alapján is egyértelmően 
szekretálódó és annotált búzafehérjé(ke)t ill. valamely gabonaféle homológjukat hozzárendelni (B. ábra; B1, 
B3, C1, Ex, F1, F5, G1, G2, G4, P2, Q1 foltok). Az azonosított fehérjék leírását a 10. táblázat tartalmazza. 

 

A referencia mester gél elkészítése, és a gélek statisztikai értékelése folyamatban van, jelenleg 6 

különbözı izolátumból 14 gél futtatása történt meg. A 2D-poliakrilamid géleken, 300 µg fehérjét 

felvive kolloidális CBB-festést követıen 57 db folt reprodukálható elválását tapasztaltuk. Az MS-

azonosításra kivágott, eddigi 21 jelölt közül 20 folthoz sikerült legalább egy géntermékhez tartozó 

szekvenciát rendelni. Elıbbiek közül 15 folt esetében kaptunk búza szekvenciát is (7 esetben az 

NCBInr búza protein adatbázis hiányosságai miatt csak az NCBI EST-adatbázisból), míg további 5 

folt esetében leghasonlóbbként egyéb gabonafélék (g. Hordeum, Oryza, Coix) homológjait találtuk 

meg. 
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Az azonosított, és funkcionálisan is jellemezhetı fehérjék közül 9-et ítéltünk az apoplaszt 

szempontjából egyértelmően relevánsnak, melyek 11 folttal voltak társíthatóak (10. táblázat). Ezek 

fıként a növényi sejtfal-poliszacharidok lebontását, átalakítását végzı enzimek, a herbivorok elleni 

védelemben résztvevı proteinek, a kórokozó sejtfal-poliszacharidokat is bontani képes enzimek ill. 

a multifunkciós fehérjék közé sorolhatók. 

 

10. táblázat: A Chinese Spring búza apoplaszt referencia 2D-PAGE mintázatának eddigiekben 
azonosított fehérjéi (NCBInr és db[EST] adatbázis; Mascot és ProteinProspector 
programcsomag, SpektrumMill szerver) n.é.: nem értelmezhetı 

Folt 
 

MS-azonosított protein 
(NCBInr / db[EST]) 

Acc.no. 
(GB/SP)  

Taxon Névleges tömeg; 
kalkulált pI érték 

Szekvencia lefedettség 
(%) 

B1 arabinoxylan 
arabinofuranohydrolase 

isoenzyme AXAH-II 

AAK21880 [Hordeum 
vulgare] 

Mr: 71999.09 Da 
pI: 5.22 
 

 
10 % (LC-MS/MS) 

B3 alpha-L-
arabinofuranosidase / beta-

D-xylosidase isoenzyme 
ARA-I 

AAK38481 [Hordeum 
vulgare] 

Mr: 81994.67 Da 
pI: 5.59  
 

11 % (MALDI-TOF) 
  9 % (LC-MS/MS)  

C1 beta-D-galactosidase 
ill. 

TaLr1129C08R clone 

Változó 
ill. 

BG904072 

[számos faj] 
 

[T. aestivum] 

Mr: n.é. 
pI: n.é. 
 

fajtól függıen 
 
26 % (LC-MS/MS) 

Ex alpha-amylase inhibitor / 
endochitinase* 

ill. 
WHE313_F04_F04ZS clone 

P15326 
 

ill. 
BE425368 

[Coix lacrima-
jobi] 

 
[T. aestivum] 

Mr: 14305.28 Da 
pI: 6.07 

17 % (LC-MS/MS)  
 
 
13 % (LC-MS/MS) 

F1 hypothetical protein  CAA74594 [Hordeum 
vulgare] 

Mr: 24232.27 Da  
pI: 8.56 

5 % (LC-MS/MS)  

F5 (1,3;1,4)-beta-glucanase CAA8049 [Triticum 
aestivum] 

Mr: 34864.46 Da 
pI: 6.50 
 

25 % (LC-MS/MS) 
28 % (MALDI-TOF) 

G1 20-39 % (LC-MS/MS) 
16 % (MALDI-TOF) 

G2 20-21 % (LC-MS/MS) 
16 % (MALDI-TOF) 

G4 

adenosine diphosphate 
glucose pyrophosphatase 

(PR 16) 

CAC85479 [Triticum 
aestivum] 

Mr: 21815.16 Da 
pI: 5.68 
 

15 % (LC-MS/MS) 

P2 putative glucan endo-1,3-
beta-D-glucosidase 

CAI64809 [Triticum 
aestivum] 

Mr: 34252.89 Da 
pI: 7.08  
 

20 % (LC-MS/MS) 

Q1 beta-D-xylosidase 
ill. 

TaE15008C02R clone 

ABA92796 [Oryza sativa] 
 

[T. aestivum] 

Mr: 83437.58 Da 
pI: 5.77 
 

28 % (LC-MS/MS) 
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 A növényi sejtfal-poliszacharidok átalakítását végzı fıbb enzimosztályok körébıl 

xilanázok, arabino-furanozidázok jelenlétét sikerült igazolnunk három képviselıvel (B1, B3 és Q1 

folt), a búzával homológ árpa és rizs fehérjeszekvenciák szintjén. Ezek a búzafehérjék nagyobb 

molekulatömeg-tartományt képviselnek (>60 kDa), és töltésük szerint két csoportra bonthatóak: 

míg az arabinoxylan arabinofuranohydrolase isoenzyme AXAH-II (AAK21880) ill. az αααα-L-

arabinofuranosidase / ββββ-D-xylosidase isoenzyme ARA-I (AAK38481) árpafehérjékkel homológ 

enzimeink [B1 folt ill. B1 << B3 folt] savas jellegőek, addig a rizs ββββ-D-xylosidase (ABA92796) 

búzahomológja [Q1] bázikusabb fehérje. A B3 foltban reprezentált ARA-I enzim homológ kettıs 

funkciójú, nemcsak a xilánok β-1,4-glikozidos kötéseit, de az arabinán és xilán arabinofuranozil 

maradékainak α-1,2 és -1,3 kötéseit is hasítja (31.A ábra). 

A [B1] foltban (10 % szekvencia lefedettséggel) detektált AXAH-II, és a B3-ban nagyobb (2,5 % 

vs. 11 %) lefedettséggel igazolt ARA-I konzervált szekvenciák (Lee et al. 2001, 2003), de 

megfelelı búzafehérjéik egyelıre nem szerepelnek az adatbázisban. A BLAST-tal azonosított 

ARA-I homológ: T. aestivum putative beta-xylosidase (BAD06320, MW 61,8 kDa) szekvenciája 

nem egyezik az MS-spektrumokban mért adatokkal. Hasonló a helyzet a [Q1] foltban, 28 %-os 

szekvencia-lefedettséggel detektált Oryza sativa beta-D-xylosidase fehérjével. A BLASTP keresés 

során itt sem lehetett meghatározni a megfelelı homológ búzafehérjét, amely a fragmentációs 

spektrumoknak megfelelı és a MALDI-TOF tömegspektrumban detektált jelekhez hozzárendelhetı 

szekvenciaszakaszokat tartalmazta volna. A dbEST adatbázisban való lekeresés (TBLASTN) 

azonban eredményre vezetett, a T. aestivum TaE15008C02R TaE15 Triticum aestivum cDNA 

clone TaE15008C02R, mRNA sequence (NCBI# [dbEST]: gi|20442463, LOCUS BQ246587, 

MW 21,9 kDa) nyers transzlátuma, mint levezetett fehérje formájában. 

További, sejtfal-módosításra képes enzimtípusként, a [C1] foltban számos faj beta-D-

galactosidase-ára illeszkedı, homológ peptidszekvenciákat találtunk, azonban BLASTP során 

ismét nem lehetett azonosítani megfelelı homológ búzafehérjét. A db[EST] adatbázisban való 

lekeresés során meghatározott, levezetett fehérje egy vélhetıen nem komplett, poliA-mentes, s az 

Lr1 genotípusból 24 órával levélrozsdafertızését követıen izolált Triticum aestivum 

TaLr1129C08R TaLr1 Triticum aestivum cDNA clone TaLr1129C08 5', mRNA sequence 

(NCBI# [dbEST]: gi|14311748, LOCUS BG904072, MW: 17,6 kDa) nyers transzlátuma volt, 26 

%-os szekvencia-lefedettséggel. 
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Az azonosított fehérjék második köre az elsırendően a patogén mikroorganizmusok ill. egyéb, pl. 

rágó kártevık elleni közvetlen védekezésben szereplı fehérjéket foglalja magába, Ezek közt 

leggyakrabban inhibitorok illetve a növényi védekezést stimuláló, ún. exogéb elicitor képzı 

fehérjék és PR proteinek szerepelnek. 

 Az [Ex] foltban az LC-MS-MS mérés során kapott CID-spektrumok egy kínai vad 

gabonafélében, a Jób könnyében (Coix lacryma-jobi) leírt Alpha-amylase inhibitor/endochitinase 

(P15326, MW: 14,3 kDa) 4. szegmensét [Segment 4 of 6] - P15326_4, MW: 8,1 kDa) 

azonosítottuk, de BLASTP-vel nem sikerült megfelelı, homológ búzafehérjét találnunk. A dbEST 

adatbázisban való lekeresés során talált búzaszekvenciánk a WHE313_F04_F04ZS Wheat 

unstressed seedling shoot cDNA library Triticum aestivum cDNA clone WHE313_F04_F04, 

mRNA sequence (NCBI#: [dbEST]: gi|9423211, LOCUS BE425368, MW 22 kDa), 13 %-os 

szekvencia-lefedettséggel. Az azonosítás alapjaként szolgáló két, egymást érintı, összességében 21 

aminosavnyi triptikus peptid: a K.KYYGR.G ill. R.GPIQISWNYNYGPAGR. utóbbi tagjában 

ugyanis két pozícióban is lehet eltérés, ahol az Ile az MS által nem detektálva átcserélıdhetett Leu-

ra, továbbá a Coix szekvenciában a Trp (W)-nak megfelelı helyen valójában X, azaz nem 

azonosított aminosav szerepel. Ezért a lehetséges variánsok közül a GPLQISWNYNYGPAGR: 

számos kukorica (Zea) ill. köles (Sorghum) I. osztályos kitináz homológot, a 

GPIQLSWNYNYGPAGR: Lactuca és Medicago IV osztályú kitinázokat, a 

GPLQLSWNYNYGPAGR pedig Populus fehérjehomológokat ad ki. Feltételezzük, hogy 

búzafehérjénk inkább az utóbbi, egyszerőbb kitináz izoformákhoz sorolható. A Coix-szekvencia 

találati elsıbbségét zavaró módon inkább az okozhatja, hogy a publikált, de becslések alapján csak 

a monomer felét kitevı szekvencia viszonylag kismérető (133 aminosav), különösen, hogy továbbá 

egy kisebb, 76 as-nyi szegmense önállóan is szerepelt az adatbázisban, így a relatív szekvencia-

lefedettség aránytalanul megnıtt (16 %, sıt 28 %-ra) a többi homológhoz képest. 

A hasonló molekulatömeg ill. pI tartományban található [P2] foltban az LC-MS/MS 

mérések CID-spektrumai egy búzafehérje, Triticum aestivum putative glucan endo-1,3-beta-D-

glucosidase (CAI64809, MW 34.4 kDa) jelenlétét mutatták ki 20 %-os szekvencia lefedettséggel, 

melynek megnövekvı jelenlétét levélrozsdafertızés kapcsán épp elıbbi kísérleteinkben sikerült 

igazolni a Thatcher-alapú, Lr9 rezisztenciagént hordozó búzavonalban (16.B ábra/’5’). A MALDI-

TOF-tömegspektrumban detektált 17 csúcsból 7 (41 %) illett a fenti fehérjére, négy további peptid 

más fajok glucan endo-1,3-beta-D-glucosidase fehérjéihez volt rendelhetı. A dbEST adatbázisban 

való lekeresés ismét 4 peptiddel, de elıbbiektıl egy esetben eltérı fragmentációs spektummal 

határozott meg egy közeli 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 vélhetıen hiányos adatbázis miatt a megfelelı homológ 

búzafehérje tehát nem volt egyértelmően azonosítható. 

Az [F5] folt LC-MS-MS mérései a T. aestivum (1,3;1,4)-beta-glucanase (CAA80493) 

fehérjét mutatták ki, 7 peptiddel és 25 % szekvencia-lefedettséggel. A MALDI-TOF-

tömegspektrumban a csúcsok 22 %-a (8/36) illett a fehérjére (28 % szekv. lef.), s N-terminális 

szignálpeptidjének lehasadása esetén (35 → 32,1 kDa) a tapasztalt gélbeli mobilitással is megfelelı 

egyezést mutat.  

 

 Ismeretlen szerepő fehérjét is azonosítottunk: Az [F1] foltból izolált búzafehérje 

homológjaként az igen gyenge MALDI-TOF-tömegspektrum és egyetlen rövid, LC-MS/MS-sel 

meghatározott peptid (FDNAVGLAYSK) alapján, a Mascot és a SpektrumMill keresık is egyaránt 

találatként hozták ki a H. vulgare hypothetical protein-t (CAA74594, MW: 24,3 kDa), mely 

molekulatömege szerint meglehetısen jól illeszkedett izolált búzaproteinünkhöz, viszont, bár 

konzervált fehérjének mutatkozott, a BLAST-lekeresés nem azonosított homológ búzafehérjét, 

amelyik az igazolt peptidet is tartalmazta volna. Fehérjénk, szekvenciája alapján az ún. BSP 

szupercsalád tagja (növényi, ABA-indukált, bázikus szekretált proteinek), és komoly homológiát 

mutat a legújabban felfedezett PR17 család egyes képviselıivel. A BSP-k adatbázisa azonban 

egyelıre olyannyira hiányos, hogy az árpafehérje legközelebbi ismert búza homológja, a WAS-2 

(AAD46133) a fragmentációs spektrumból ismert 11 aminosavnyi szakaszon 5(!) pozícióban mutat 

kisebb-nagyobb fokú eltérést. 

 

Végül, az LC-MS-MS mérések során kapott CID-spektrumok és a MALDI-TOF, elsısorban 

a [G1, G2 és G4] foltokban T. aestivum adenosine diphosphate glucose pyrophosphatase 

(CAC85479, MW 22,0 kDa) jelenlétét igazolta. Ez a búzafehérje az apoplasztban domináns 

mennyiségben fordult elı, nyomait „szennyezıdésként” három másik foltban [F5, K3, L1] is 

megtaláltuk.  

ADP-glükóz pirofoszfatáz fehérjénk ugyanakkor, szekvenciájának elemzése alapján az árpában 

szintén konstitutívan kifejezıdı germin-like protein 1-gyel (CAA75907 – Vallelian et al. 1998) és a 

germin-like protein 2a-val (ABG46233 – Zimmermann et al. 2006) volt leginkább rokonítható. 

Rizsben a germin-like protein 5-tel (AAC04836) találtuk a legnagyobb hasonlóságot (Membre és 

Bernier 1998, Haslam et al. 2003). Búzában ugyan a szekvencia-adatbázisok nem adtak ki 

homológ germinszerő proteint, a szakirodalmi adatok azonba mégis hozzásegítettek a rokonság 

tisztázásához. Segarra és mtsai (2003) ugyanis, egy hıstabil (70 °C) és proteolízisre is ellenálló 

ICF-frakció ellen poliklonális ellenanyagot termelve egy olyan domináns, oligomer fehérje 3 
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monomerjének jelenlétét bizonyították immunológiai úton, amelyek töltés és tömeg szerinti 

elrendezıdése - 19 kDa (pI 5,8 és 6.2) ill. 21 kDa (pI 5.8) a 2D-PAGE-alapú Western-bloton, 

valamint dominanciája saját G1, G2 és G4 foltjainkkal mutatott feltőnı hasonlóságot (vö. 30. ábra). 

Ezt az új, 66-69 kDa aktív formájú N-glükoproteint, amely SOD aktivitása mellett szerin-proteáz 

inhibitor funkcióval is bírt, s expressziója gombafertızéssel (Septoria tritici) volt befolyásolható, 

Segarra és mtsai arra alapozva írhatták le a germinszerő proteinek egy újabb képviselıjeként, hogy 

N-terminális szekvenálással a cupinokra jellemzı A-, B- és C-boxok egyikét, az A-boxot is 

azonosították a Pigüé ill. Isla Verde fajtákból izolált, multifunkciós fehérjén (31. ábra). 

 
31. ábra: A cupin szupercsaládba sorolt germinek és germinszerő fehérjék sémája. A halványkék háttér 

mérsékelt, a sötétkék (A, B és C box) erıteljes konzerváltságot jelez, a vörös háttér nagy variabilitást. C: a 
molekulán belüli diszulfid-hidat kialakító egy-egy Cys; H, H, E, H: a fémion-kötésben résztvevı 
aminosavak. pep: szignálpeptid, X: hidrofób aminosav. „KGD-RGD”: állati, extracelluláris membrán 
interakciókban is szereplı motívum (KGD / RGD / KGE tripeptid) – germinekben nem található.  
(Forrás: Berner és Berna 2001) 

 

Mivel tehát mind szekvenciális alapon, mind pedig az azonosítás alapjaként szolgáló három gélfolt 

[G1, G2 és G4] elhelyezkedése alapján is felmerült, hogy az azonosított fehérjénk azonos lehet a 

számos funkciót betöltı, s többek közt a PR16 család tagjait is adó germinszerő proteinek valamely 

képviselıjével, esetünkben, az azonosság megerısítéséhez szintén a GLP-kre jellemzı A/B/C 

konzervatív boxok valamelyikének azonosítását tőztük ki célul. A fehérjét többféle enzimmel is 

hasítva (tripszin, kimotripszin, Glu C) végül a C boxot 5, a B-box jelenlétét pedig 1 fragmentációs 

CID-spektrum révén sikerült igazolnunk (11. táblázat).  

11. táblázat: Összefoglaló táblázat a GLP konzervatív box-okat értelmezı, G1, G2 ill. G4 foltban 
azonosított peptideinkrıl. Az azonosított, interakciós KGD-tripeptid vastagítva. 

Peptid B box C box CID-spektrum (LC-MS/MS) 
R.LDIAVGGVVPLHTHPAASE.L +  Jó 

Y.KGDIM(O)VFPQGL.L  + megfelelı 

Y.QYNGGSSPAVAL.V  + Jó 

L.HYQYNGGSSPAVAL.V  + Jó 

Y.QYNGGSSPAVALVAF.S  + Jó 

Y.KGDIM(O)VFPQGLLHY.Q  + Jó 

 

Az általunk meghatározott B-box szekvenciája ugyanakkor 2 aminosavban eltért a Bernier és Berna 

(2001) által közölt G--P-H-HPRATEXXXX-G szekvenciától, R→A és T→S cserék következtében: 
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GVVPLHTHPAASE. Azonosítottunk továbbá egy KGD tripeptid motívumot (31. ábra, 11. 

táblázat), amely germinekben nem, de a germinszerő proteinek több mint felében elıfordul 

(leginkább KGD vagy RGD, ritkábban KGE tripeptid alakban) és emellett egyes állati, 

extracelluláris sejtadhéziós proteinekben is általános, bár ott a motívum RGD-változata a jellemzı 

(Bernier és Berna 2001). 

 

CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment 

 

Os-gi|4239821|dbj|BAA74702.1|          --MAKAVMMLPVLLSFLLLPFSSMALTQDFCVADLTCSDTPAGYPCKASV 48 

Ta-gi|21322655|emb|CAC85479.1|         --MAN-AMLLPVLISFLIMPFSAMALTQDFCVADLSCSDTPAGYPCKAGV 47 

Ta-transl_of_gi|32559049|gb|CD875233   TRRAN-ARWLPALISFLIRPFSSRARTQDFCVADLACPDTPAGYPGKPGV 49 

Ta-transl_of_gi|32557901|gb|CD874085   -------------------------------------------------- 

Ta-                                                                                       

 

Os-gi|4239821|dbj|BAA74702.1|          GAGDFAYHGLAAAGNTSNLIKAAVTPAFVGQFPGVNGLGISAARLDIAVG 98 

Ta-gi|21322655|emb|CAC85479.1|         SAGDFYYHGLAAAGNTSNLIKAAVTPAFVGQFPGVNGLGISAARLDIAMG 97 

Ta-transl_of_gi|32559049|gb|CD875233   GAGDFYYHGLAAAGNTNNLIKAAVTPAFVGQFPGVNGLGISAARLDIAGG 99 

Ta-transl_of_gi|32557901|gb|CD874085   -----------------------------------RGRRRAAA------- 8 

Ta-                                                                       .*   :**        

 

Os-gi|4239821|dbj|BAA74702.1|          GVVPLHTHPAASELLFVTQGTVAAGFITSSSNTVYTRTLYAGDIMVFPQG 148 

Ta-gi|21322655|emb|CAC85479.1|         GVVPLHTHPAASELLFVTEGTILAGFISSSSNTVYTKTLYKGDIMVFPQG 147 

Ta-transl_of_gi|32559049|gb|CD875233   GVVPLHTHPAASELLFVTEGTILAGFISSSSNTVYTKTLYKGDIMVFPQG 149 

Ta-transl_of_gi|32557901|gb|CD874085   -----HPPRPPSELLFVTEGTILAGFISSSSNTVYTKTLYKGDIMVFPQG 53 

Ta-                                         *.  ..*******:**: ****:********:*** ********* 

 

Os-gi|4239821|dbj|BAA74702.1|          LLHYQYNAGQSAAVALVGFSGPNPGLQINDYALFANNLPSAIVEKVTFLD 198 

Ta-gi|21322655|emb|CAC85479.1|         LLHYQYNGGGSAAVALVAFSGPNPGLQITDYALFANNLPSAVVEKVTFLD 197 

Ta-transl_of_gi|32559049|gb|CD875233   LLHYQYNGGSSPAVALVAFSGPNPGLQITDYALFANNLPSAVVETVTFLD 199 

Ta-transl_of_gi|32557901|gb|CD874085   LLHYQYNGGSSPAVALVAFSGPNPGLQITDYALFANNLPSAVVETVTFLD 103 

Ta-                                    *******.* *.*****.**********.************:**.***** 

 

Os-gi|4239821|dbj|BAA74702.1|          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 

Ta-                                    ********* ***:*                                    

(…) 

 

32. ábra: A G1, G2 és G4 foltok CID-spektrumaiból levezetett peptidek illeszkedése egyes germinszerő 
(GLP) fehérjékhez (ClustalW, részlet). A kimerítı szekvenálások során igazolódott, hogy a legtöbb 
fragmentációs spektrumból levezethetı peptidet (szürke háttér, sárgával a szekvenciális eltérést jelzı 
aminosavak) nem az eredetileg megnevezett búza ADP-pirofoszforiláz enzim (CAC85479) magyarázza, 
hanem legalább egy, az adatbázisokban még nem szereplı, elıbbivel közeli rokon fehérje, amelynek létére 
több, fehérje ill. EST adatbázisban szereplı búza (Ta) ill. egy rizs (Os) homológ megfelelı, egymást 
kiegészítı régióinak együttesébıl tudunk következtetni. A vastag aláhúzások a GLP-kben konzervatív A, B- 
és C-box régiókat jelölik. 

 

A konzervatív boxok jelenlétét bizonyító analízis további fontos hozadéka, hogy kiderült (32. ábra): 

a mérések során azonosított, C box-hoz rendelhetı peptidek legtöbbjét nem is az elızıleg 

azonosított T. aestivum adenosine diphosphate glucose pyrophosphatase (CAC85479) fehérje 

szekvenciája magyarázza meg, hanem az NCBI dbEST adatbázisban történı lekeresés során 

meghatározott homológ búzagén transzkriptuma: T. aestivum AZO3.101F14R011123 AZO3 

Triticum aestivum cDNA clone AZO3101F14, mRNA sequence, (NCBI#: [dbEST] gi|32557901, 

LOCUS CD874085). Továbbá, a B-box azonosításakor szekvenált fragmens nem is elıbbiek, 

hanem az Oryza sativa germin-like protein 1 (BAA74702) megfelelı régiójával mutatott 
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azonosságot, a minta maradék CID spektrumainak NCBI dbEST adatbázisban történı lekeresése 

pedig az AZO3.104J18F010930 AZO3 Triticum aestivum cDNA clone AZO3104J18, mRNA 

sequence [NCBI#: [dbEST] gi|32559049 LOCUS CD875233, MW: 23.1 kDa] nyers transzlátumát 

hozta ki elsıdleges találatként.  

Az eredmények azt mutatják, hogy a Chinese Spring búzafajtában izolált fehérjé(i)nknek megfelelı 

T. aestivum homológ protein(ek) nem szerepel(nek) az adatbázisban, s csak több homológ fehérje 

részletes összehasonlításával juthatunk el a kívánt azonosításhoz (32. ábra).  

Az, hogy a gélen szeparált három izoformánk közti különbségek aminosav-szekvenciát is érintenek-

e, egyelıre nem tisztázható. Mindenesetre egy búza germin esetében igazolták, hogy a fehérje SDS-

gélen eltérı mobilitást mutató két izoformája (G és G’) csak N-glükán régiójában tér el egymástól, 

sıt a két izoforma lehet egyazon gén által kódolt (Berna és Bernier 1997). Bár a GLP-k glükán 

régióinak mélyanalízise még nem történt meg, egyesek, a denaturáló géleken a legtöbb GLP 

esetében is tapasztalt, duplikátumos futás miatt azt feltételezik, hogy ebben a családban is általános 

az olyan izoformák jelenléte, amelyek mindössze oligoszacharid-oldalláncukban térnek el 

egymástól (Bernier és Berna 2001). 
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6. KÖVETKEZTETÉSEK 

6.1 Levélrozsda indukálta stresszválasz fehérje- és RNS-szintő 

analízisének elemzése közel izogén, cv. Thatcher-alapú búzavonalakban 

6.1.1 A búza levélrozsda-fertızésre adott extracelluláris stresszválasz 

proteomikai értékelése  

6.1.1.2. Az ICF fehérjemintázatának alkalmassági kérdései (érzékenység, 

specificitás) a búza levélrozsda-fertızés ill. rezisztenciaformák felismerésében  

A búza – levélrozsda interakcióban általunk vizsgált három közel izogén, ’Thatcher’-alapú 

búzavonal szekréciós stresszválaszáról eddigi eredményeink alapján összefoglalásként az alábbi 

megállapításokat tehetjük: 

Proteomikai eszközökkel bizonyítottuk, hogy a búza levélrozsda-fertızésére adott stresszválassszal 

asszociáltan mind az alkalmazott rasszal szemben fogékony (Tc), mind pedig a két rezisztens (Lr1 

és Lr9) búzavonalban számos apoplasztfehérje indukálódott a fertızést követı egy hét folyamán. E 

fehérjék között számos PR család képviselıit és különbözı izoformákat azonosítottunk. 

 Egy PR3 típusú kitinázt (BAB82471) mindhárom vizsgált genotípusban, egyes PR1 

(CAA07473, AAK60565 ill. AAP14676) és PR2 (endo-1,3-glükanáz) fehérjék (AAY88778 / 

AAY96422) akkumulálódását pedig mindkét rezisztens genotípusban sikerült tömegspektrometriai 

úton igazolnunk. Mivel az utóbbi fehérjék a rezisztens vonalakban korábban és nagyobb 

mennyiségben jelentek meg, levonható az a következtetés, hogy az érzékeny és a vizsgált ellenálló 

vonalak között a PR proteinek expressziójában is egyértelmő különbségek lépnek fel. A Tc 

extracelluláris válaszára ugyanakkor jellemzınek találtunk egy a PR2 fehérjékkel rokon endo-1,3-

1,4-glükanázt (ABB96917), bár az általa képviselt glükanáz-kör felgyülemlését stresszválaszok 

kapcsán kevésbé tartják számon. 

 A fertızött Lr9 apoplasztján (5 d.p.i.) átfogó proteomikai analízist végeztünk, melynek során 

további glükanázokat és kitinázokat, valamint más PR-családok, így a kitinkötı fehérjék, a 

taumatinszerő proteinek és peroxidázok több képviselıjét azonosítottuk (PR2 - CAA77085, 

CAI64809, AAD28732, BAE96089; PR3 - AAG53609, AAD28733; PR4 - 2209398A/O64393, 

AAS78780, O64392; PR5 - AAK55326, AAK55325/AAB71680, CAA66278, AAK60568; PR9 - 

CAA59486, AAW52716, AAW52720, CAA59485, Q05855) és egy extracelluláris lipáz 



119 

 

(ABL11233) jelenlétét is kimutattuk. Feltételezzük, hogy e fehérjék indukciója a két másik vonal 

stresszválaszának is részét képezi, bár erre vonatkozó indukciós kinetikai vizsgálatokat nem 

folytattunk.  

A különbözı vonalakban végzett vizsgálatok mind arra utalnak, hogy az apoplaszt 

fehérjemintázatának analízise az adott genotípus stresszválaszának sikerétıl függetlenül is érzékeny 

indikátora lehet a levélrozsda megjelenésének, melyben már az egydimenziós gél-alapú elválasztás 

is lehetıvé teszi a genotípusfüggı változások legalább részleges megjelenítését. 

Azonosított fehérjéik lehetséges PR-jellegének és antifungális szerepkörének szakirodalmi 

bizonyítékait a M1.1 számú mellékletben foglaltuk össze. 

6.1.2 A búza levélrozsda-fertızésre adott stresszválaszának apoplaszt endo-

1,3-glükanáz és kitináz aktivitás alapú értékelése  

Teljes apoplasztkivonaton végzett, extracelluláris aktivitás-assayek révén igazoltuk, hogy a 

szekretált 1,3-β-D-glükanázok és kitinázok mindhárom vizsgált vonalban induktív jelleggel, de 

genotípustól függı módon vesznek részt a védekezésben. Ugyanakkor úgy tőnik, hogy a fogékony 

és a rezisztens vonalak eltérı válasza – a vizsgált két szekretált enzimcsoport szintjén – fıként nem 

az indukció kinetikájában, hanem leginkább a maximálisan indukált enzimek eltérı mennyiségében 

rejlik. Ezt támasztja alá, hogy, bár a fertızést követı pár órában a fogékony Tc-ben korábbi (10-12 

h.p.i.) indukciót detektáltunk, az Lr1 ill. Lr9 rezisztenciagént hordozó ’Thatcher’ alapú búzavonalak 

intercelluláris folyadékában a fertızést követıen idıvel (2-3 d.p.i) szignifikánsan nagyobb 

mennyiségben jelentek meg, majd (4 d.p.i.→) tartósan magas aktivitás-szinten maradtak az általunk 

vizsgált apoplasztikus 1,3-β-D-glükanázok és kitinázok. Ez, fogékony és rezisztens 

gazdanövényekben való indukálhatóságuk bizonyítása mellett sikeres védekezésben való 

közremőködésüket is valószínősíti. 

Aktivitásvizsgálataink eredményei egyrészt a három genotípusban indukálódott extracelluláris 1,3-

glükanázok és kitinázok eltérı szabályzására utalhatnak. Ugyanakkor, a két enzimosztály 

proteomikailag azonosított képviselıinek megfelelı gélsávok intenzitásai és az aktivitásgörbék 

lefutása között feltételezett átfedések tökéletlenségei azt is valószínősítik, hogy az eddigiekben MS-

azonosított proteinek mellett más izoformák, osztályok, esetleg azonos funkciójú fehérjecsaládok is 

közremőködhetnek a kompatibilis és inkompatibilis stresszálaszokban, és akár az Lr1 és az Lr9 

vonalak között is jelentkezhetnek különbségek.  
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6.1.3 A búza levélrozsda fertızésre adott stresszválaszának értékelése endo-

1,3-glükanáz és kitináz izoformák transzkripciós vizsgálatán keresztül 

A levélrozsdafertızéssel asszociáltan azonosított illetve feltételezett apoplasztikus glükanáz és 

kitináz izoformák indukciójának megerısítésére génexpressziós vizsgálatokat is végeztünk a Tc és 

az Lr9 vonalban. A hagyományos RT-PCR-ben egyrészt egy-egy, proteomikai úton már azonosított 

fehérje indukciójának transzkripciós igazolását tőztük ki célul, melynek érdekében elsısorban az 

MS-azonosításuk alapjaként szolgáló triptikus peptidekbıl levezetett primerekkel dolgoztunk. 

Annak érdekében, hogy egyidejőleg fellépı különbözı izoformák együttes hatását felmérhessük, 

azok párhuzamos amplifikálását lehetıvé tevı, tágabb rokonsági körökre ill. glükanáz és kitináz 

ágakra specifikus indítószekvenciákat is alkalmaztunk. 

 

A különféle primerpárokkal kapott cDNS-klónok szekvenálása az alábbi eredményekre vezetett: 

 

A.) 1,3-GLÜKANÁZOK esetén: 

A proteomikai eredményeket alátámasztva két jellegzetes endo-1,3-glükanáz ág képviselıinek 

expresszióját sikerült igazolnunk fertızött Lr9 vonalban (19. ábra): 

1. A TaeGlu3 primerpárral fertızött Lr9 minta (3 d.p.i.) cDNS-ét amplifikálva megerısítettük 

annak az endo-1,3-glükanáz ágnak az expresszióját, amelynek indukálódását korábban 

proteomikai úton mindkét rezisztens genotípusban (Lr1 és Lr9) igazoltuk két ill. három 

képviselıvel (CAA77085 és AAY88778/AAY96422). Két szekvenált klónunk az illeszthetı 

szakaszon mindössze 2-2, ill. 3 és 4 nukleotidban tér el az MS-alapon feltételezett és 

keresett Y18212 ill. DQ090946/DQ078255 transzkriptumoktól. A klónok nyers 

transzlátumai fehérjetermékek szintjén már nem különböznek, az elıbbi transzkriptumoknak 

megfeleltethetı, várt glükanáz fehérjékhez képest pedig mindössze 1 illetve 2 aminosavnyi 

(26.: Ser vs. Ala, továbbá 29.: Thr vs. Met) eltérést mutatnak. 

2. A TaeGluF5-R4 primerpár alkalmazásával nyert, fertızött (7 d.p.i.) Lr9-bıl származó egy-

egy klónunk egy másik endo-1,3-glükanáz ág képviselıinek expresszióját bizonyította, 

mégpedig a PR2-jellegő TaGlb2b és TaGlb2f génét (AB244638.2 - ∆: 0 nt; AB244642 - ∆: 

1 nt). Az amplifikált transzkriptumok génjeivel jelenleg leginkább rokonítható TaGlb2a gén 

épp azt a fehérjét (BAE96089) kódolja, amelynek jelenlétét az Lr9 fertızött mintájában (5 

d.p.i) korábban MS-alapon már igazoltuk. 
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B.) KITINÁZOK esetén: 

1. A TaeChi4, kitinázokra általánosan tervezett primerpár révén megbízhatóan amplifikáltuk a 

korábban proteomikailag mindhárom genotípusban (3 ill. 5 d.p.i.) igazolt kitináz 1 

(BAB82471), és a fertızött Lr9 vonalban (5 d.p.i.) elıbbivel együtt kimutatott chitinase IV 

precursor (AAD28733) fehérjék transzkriptumainak, a Chi1-nek (AB029934) ill. a Chi IV-

nek (AF112966) megfelelı régióit. Mivel utóbbit a Tc kontrollból amplifikáltuk, 

nyilvánvaló, hogy a Chi IV  nemcsak fertızés hatására és a rezisztenciával asszociáltan 

expresszálódik.  

2. A keresett Chi1 génnel közeli illetve távolabbi rokonságban álló, de adatbázisokban jelenleg 

komplett formában nem szereplı gének expressziójára következtetünk továbbá az 

univerzálisabb TaeChi4-gyel nyert egyéb cDNS-ek és a specifikusan Chi1-re tervezett két 

kitináz primerpár (TaeChi3 és TaeChi2) által amplifikált PCR termékek szekvenciájából (21-

22. ábra): 

a. a TA53878_4565 jelő kontig (TIGR dbEST) megfelelı régiójával 100 %-os 

azonosságot mutató klónokat azonosítottunk a Tc vonalból (3 d.p.i. és kontroll), 

valamint a TA53666_4565 kontigra 98-100 %-ban illeszkedı, s az elıbbivel szinoním 

szubsztitúcióikat viselı klónokat fertızött mintákból (Tc és Lr9; TaeChi3 primerpár). A 

megfelelı transzlátumok egy-egy aminosavban különböztek a keresett Chi1, és az azzal 

leginkább rokonítható egyéb, kitináz 2 osztályba sorolt gének termékeitıl. 

b. egy, a CV762827 klónra (TIGR dbEST) 100 %-ban illeszthetı szekvenciát klónoztunk 

kontroll Lr9 és fertızött Tc (4 d.p.i.) mintákból (TaeChi4 primerpár), amely Chi1-hez 

képesti egyik legjellemzıbb eltérése, hogy Stop-kodont hordoz a szekvencia középsı 

régiójában. 

c. a TA97587_4565 jelő kontigra (TIGR dbEST) 1 nukleotid-eltéréssel illeszthetı klón 

alapján egy meglehetısen egyedi transzkriptum indukcióját feltételezzük a fertızött Lr9 

(3 d.p.i.) mintában (TaeChi2 primerpár), amely a jelenleg ismert kitináz-szekvenciáktól, 

így a Chi1-tıl is több régióban következetes eltéréseket, többek közt egy jellemzı, 5 

aminosavnyi hyatus-t és a nevezett régióban prolint is hordoz. A megfelelı terméket 

egyáltalán nem amplifikáltunk a fertızött Tc ill. a kontroll mintákból. 

 

A specifikusabb amplifikációt lehetıvé tevı glükanáz és kitináz primerpárokkal végzett szemi-

kvantitatív PCR-vizsgálatok eddigi eredményei arra utalnak, hogy a TaeGlu3, a TaeGluF5-R4 és a 

TaeChi3 primerpárral amplifikálható géncsoportok a fertızés hatására kezdetben (0→1 d.p.i.) 

egyaránt intenzíven expresszálódnak a Tc és az Lr9 vonalban, késıbb (1→3 d.p.i.) azonban a 
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rezisztens vonalban erıteljesebb az expresszió. A TaeChi2 primerpárral egyelıre csak Lr9-ben (3 

d.p.i.) amplifikált PCR-termék alapján feltételezett, Lr9-specifikus indukció további megerısítését 

célzó kísérletek folyamatban vannak. 

 

Génexpressziós analíziseink tehát összességében egyrészt megerısítik proteomikai eredményeinket, 

igazolva, hogy egyidejőleg egyazon fehérjecsalád többféle izoformája is kifejezıdik a levélrozsda-

fertızés kapcsán indukálódó stresszválaszban. Másrészt néhány további, eddig nem ismert 

génvariánst is azonosítanak, amelyek tényleges elıfordulására kísérleteinktıl független 

megerısítést szolgáltat az adatbázisokban leírt, fehérje vagy nukleinsav (teljes transzkriptum ill. 

klón vagy kontig) alapon azonosított búzahomológok szekvenciája. 

 

Az egyes glükanáz vagy kitináz izoformák proteomikai vagy transzkriptum alapon feltételezett 

indukciójának megerısítését kvantitatív, valós idejő RT-qPCR-rel látjuk megvalósíthatónak, 

amennyiben (a számos, továbbra is ismeretlen homológ interferáló hatását kiküszöbölve) az 

azonosított transzkriptumok kellıen specifikus amplifikációját biztosítani tudjuk a jövıben. A valós 

idejő PCR-vizsgálatoknál szintén jövıbeni megoldásra vár egy valóban stabil kifejezıdést mutató 

referenciagén fellelése, mert az ubiquitin a mi rendszerünkben erre nem tőnik alkalmasnak. Az 

újabb jelöltek tesztelése (pl. 18S rRNS, GAPDH) jelenleg is folyamatban van. A qPCR-rel egyúttal 

az is tesztelhetı volna, hogy fennállnak-e az egyes genotípusok közt egy-egy izoforma tekintetében 

szabályozási eltérések, amelyek az expressziós idıkinetikában vagy az intenzitásban akár az 

enzimaktivitás görbéinek eltérı lefutásáért is felelıssé tehetıek. 

 

A genotípus-függı génexpressziós eltérések hátterének feltárásában kiemelkedı jelentıségő lehet 

az azonosított izoformák szabályzórégióinak vizsgálata, ezt azonban a komoly genomi adatbázis-

hiányosságok búzában egyelıre nem teszik lehetıvé. Az MTA SZBK Növénybiológiai Intézetében 

génjeink megfelelı ortológjainak felhasználásával a rokon rizsben (O. sativa ssp. japonica) Cserháti 

Mátyás végzett promóter-analízist a kérdés tisztázására. Ezek az eredményei bár iránymutatóak, 

mindenképpen fenntartásokkal kezelendık, és nem helyettesíthetik a búzában feltételezhetı, 

homeológ genomok egymásrahatásából létrejött, jóval összetettebb szabályozási háttér jövıbeni, 

konkrét vizsgálatát. 
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6.2 A kadmium-kezelt árpa extracelluláris proteomikai analízisének 

értékelése 

A kadmium-kezelt árpa intercelluláris folyadékának proteomikai vizsgálatát általánosan értékelve 

az alábbi, összefoglaló jellegő megállapításokat tehetjük: 

 

6.2.1 Módszertani értékelés az egy- és kétdimenziós elválasztás, valamint a 

kétféle MS-technológia összevethetıségérıl 

A kadmium-kezelés 4. napján kivont apoplasztfehérjék összehasonlító proteomikai analízisénél az 

egy- és kétdimenziós elválasztás összevethetıségérıl általánosságban elmondható, hogy - a 

várakozásoknak megfelelıen - az 1D-gélek alapján érdekesnek ítélt molekulatömeg-

tartományokban 2D-szeparáció után is különbségeket figyeltünk meg. A 2D-gélek nagyobb 

mintafelviteli kapacitása és a jobb elválasztás ugyanakkor lehetıvé további eltérések azonosítását is. 

Az elválasztott fehérjék izoelektromos pontja azt mutatja, hogy az általunk izolált intercelluláris 

folyadékban mind savas, mind pedig bázikusabb jellegő fehérjék képviseltetik magukat (36. és 29. 

ábra). 

Az MS-azonosított fehérjék közt az elválaszthatóság alapján több kategória volt felállítható: 

a.) Azonosítottunk olyan fehérjéket, amelyek kimutatására mindkét szeparációs technológia 

elégségesnek mutatkozott, bár a 2D-PAGE jobb elválasztásának köszönhetıen az MS-

analízise ott nagyobb lefedettséget, így pontosabb azonosítást tett lehetıvé. Ilyen pl. a 

feltételezetten PR2 családba sorolható, legalább két endo-1,3-glükanáz alkotta csoport (1D: 

[01] sáv, 2D: [Wc] folt). Ide sorolható továbbá egy savas kitináz (PR3) enzim azonosítása 

([02] sáv; [Bc] folt), valamint a BSP csoportba tartozó és PR17 fehérjékkel rokon, 

ismeretlen szerepő fehérje (hypothetical protein) detektálása ([02] sáv, [Xc] folt). 

b.) Egy további csoportot alkotnak azok a fehérjék, amelyek jelenlétét (és expressziójuk 

feltételezett megváltozását) csak az 1D vagy csak a 2D-foltok analízise nyomán sikerült 

bizonyítani. Csak 2D-analízis után detektáltuk a bázikus kitinázt ([Zc] folt), továbbá a 

taumatinszerő fehérjék (PR5 család) több tagját [Xc, Yc foltok]. Említésre érdemes viszont, 

hogy csak az 1D-analízis jelezte pl. a BSP rokon PR17c prekurzorának konkrét jelenlétét 

([02] sáv). Még fontosabbnak tekinthetı a kitin-kötı vagy kitináz aktivitású PR4 fehérjék 

több tagjának (pathogenesis-related protein 4 és Barwin) az egydimenziós [03] sáv alapján 

feltételezett szerepvállalása a kadmium stresszben. Ez felhívja a figyelmet további 2D 

foltok azonosításának szükségességére. 
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c.) Egy külön csoportba sorolhatók azok a homológ fehérjék, amelyek egymással közel rokon, 

de egyértelmően eltérı izoformáit határozta meg az MS-analízis az egy- és a kétdimenziós 

foltokban. Példaként említhetı a PR1 családba tartozó PRB1-3 prekurzor (syn. PR-1B / 

HV-8; [02] sáv) ill. homológja, a PR-1a (pathogenesis related protein Hv-1a; [Qc] folt), 

ahol az 1D-sáv egy peptid alapján egyértelmően a PRB1-3, míg a 2D-folt 9 eltérı 

pozícióval a PR-1a jelenlétét igazolta. Jelenleg azt feltételezzük, hogy mindkét fehérje jelen 

van és indukálódik kadmium hatására, fıként, hogy az érett formák kalkulált tömegének és 

töltésének megfelelı régióban, a Qc folt közvetlen közelében több fehérje vár még az 

azonosításra. 

d.) A kloroplasztisz eredető RuBisCO fehérje fragmentumainak kis molekulatömeg-

tartományban való azonosítása (~12-13; 17 kDa) külön tárgyalást érdemel. A 

legvalószínőbben szennyezıdésként megjelenı fehérjét többnyire a kadmium-kezeléssel 

összefüggésben, csökkenı intenzitású foltként detektáltuk (vö. [10] sáv és [C] folt, de Qc 

folt), s jellemzıen jóval kisebb lefedettséggel, mint a relevánsnak tőnı apoplasztfehérjéket. 

A kis és körülhatárolható régiókat érintı lefedettség talán az enzim kadmium hatására 

megváltozó fragmentálódásának tudható be.  

A kétféle tömegspektrometriai rendszer (MALDI-TOF és LC-MS/MS) egymást kiegészítı, 

szinergista felhasználásáról az eredmények közt (pl. az endo-1,3-glükanázok azonosíthatósága 

kapcsán) már említést tettünk, de a szekvencia-információt egyértelmősítı tandem technológiák 

egyértelmő pozitívumain túl az eltérı ionizációs ill. detektálási módok párhuzamos alkalmazása 

további elınyökkel is járhat. Bár a MALDI-TOF révén általában nagyobb lefedettségeket kaptunk, 

legtöbbször az LC-MS/MS maga is szolgáltatott információt olyan szekvenciarégiókról, amelyek 

MALDI-TOF technológiával nem voltak detektálhatók. 

 

6.2.2 Funkcionális értékelés az azonosított fehérjék kadmium-stresszben 

feltételezett szerepeirıl  

 

A kadmium-stressz kapcsán indukált és kísérleteinkben azonosított apoplaszt proteinek kadmium-

stresszben feltételezett relevanciájáról eredményeink és a szakirodalom tükrében az alábbi 

álláspontot képviseljük: 

Az érintett fehérjecsaládok egyrészében az eddig leírt funkciók alapján (PR5, azaz taumatinszerő 

fehérjék) vagy a funkciókról való ismeretek szinte teljes hiányában (PR1 és PR17) feltételezhetı, 
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hogy valóban célzott, pl. méregtelenítı szerepkörben funkcionálhatnak a nehézfémekre adott 

stresszválasz kapcsán. A közismerten antifungális PR3 és PR4, kitináz ill. kitinkötı aktivitású 

fehérjecsaládok esetében ez a lehetıség már erıltetettnek tőnik, bár köztük is ismertek egyszerre 

több funkciót betöltı, pl. fagyás elleni védelemre evolválódott proteinek. A különbözı specificitású 

és glükanáz aktivitású fehérjékrıl általánosságban még több ismeret áll rendelkezésre, így a kép 

még összetettebb: Már az 1,3- ill. 1,6-glikozidos kötések hasítására specializálódott 1,3-

glükanázokról is közismert, hogy nemcsak antifungális funkciót tölthetnek be (a PR2 fehérjecsalád 

tagjaiként), de számos normál vegetatív és szaporodásbiológiai folyamatban is közremőködhetnek 

(Leubner-Metzger és Meins 1999). Mivel pedig a hormonok glikozidjainak széles köre is a 

glükanázok potenciális szubsztrátjai közé tartozik, biotikus és abiotikus(!) stresszekhez kapcsolt 

jelátviteli folyamatokban való közremőködésük szélesebb körő lehet, mint ahogyan azt exo- vagy 

endogén elicitorképzı sajátosságuk kapcsán, elsı közelítésben gondolhatnánk. 

Mindezek ellenére, a kísérleteink során azonosított fehérjék fokozott expressziója hátterében 

valószínőleg inkább indirekt mechanizmusok állnak, s indukálódásuk egy kadmium által kiváltott, 

szélesebb és általánosabb jellegő (oxidatív) stresszválasz következménye lehet. Ekkor a szekretált 

fehérjék antioxidánsként vagy más módon, akár egy esetleges patogéntámadásban is 

hasznosulhatnak – a keresztrezisztencia jelenségének, ill. a sörétes lövedék alkalmazási elvének és 

szóródási képének megfelelıen. 

Azonosított fehérjéik lehetséges PR-jellegének és nehézfémstresszben betöltött szerepének részletes 

taglalását, a szakirodalmi bizonyítékokkal az M1.2 számú mellékletben foglaltuk össze. 

 

6.2.3 A kadmium és a levélrozsda elleni védekezésben egyaránt érintett PR 

családok indukciós mehanizmusának hátterérıl és jelentıségérıl 

 

A nehézfémstresszek kapcsán aktiválódó szignáltranszdukciós útvonalak térképezése során egyre 

több jel utal arra, hogy például a jazmonsav- ill. etilén-útvonal is érintett lehet az indukálódó 

stresszválasz egyes részletei révén (Maksymiec 2007). Elıbbiek mellett, a legtöbbször 

hiperszenzitív reakcióval asszociálódó SA-útvonallal pedig a generált reaktív oxigéngyököknek 

köszönhetıen találunk a jelátvitel szintjén kapcsolódási pontokat (33. ábra).  

A szalicilsav nehézfémstresszben betöltött szerepe ugyanakkor részleteiben egyelıre még nem 

tisztázott, bár Cd-kezelt növényekben a stresszválasz részeként jól ismert tünet a SA-felgyülemlése. 

Metwally és mtsai (2003) kadmiummal kezelt árpanövényeken SA-elıkezelést is alkalmazva a 

kontroll mérgezettekhez képest mérsékelt oxidatív stresszállapotot mutató és a fotoszintézis 
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hatékonyságában és a szöveti gyarapodásban is kisebb mérvő csökkenéssel jellemezhetı egyedeket 

találtak. Ezekben az exogén szalicilsav hatására megjelenı fokozott tolerancia nem a redox-

homeosztázisban résztvevı antioxidáns enzimek fokozott indukcióján keresztül érvényesült, 

ráadásul a vakoluáris Cd2+ mennyisége sem mutatott növekedést. A protektív hatást magyarázhatja 

pl. a sejtnedvi szabad Cd2+ felgyülemlését meggátló metabolitok, így fitokelatinok és 

metallotioneinek, sıt SA, termelıdésének fokozása, egyes (pl. ABC) transzporterek indukciója 

révén pedig a fémion szervek közti ill. plazmamembránon keresztüli transzportfolyamatainak 

eltolódása és egyes javítómechanizmusok támogatása.  

 

 

33. ábra: A biotikus stressz és a fémion-toxicitás kölcsönhatásai a jelátvitel szintjén.  

(a) A nehézfém- és biotróf patogén-stressz kapcsán aktiválódó, részben átfedı jelátviteli 
útvonalak, mint a növényvédelmi célú fémkezelés molekuláris háttérfeltételei. 
A SA-túltermelı, így biotróf patogéntámadásra SA-indukciót nem mutató növények védekezése nehézfém-
hiperakkumulációval javítható. PC: fitokelatin; GR: glutation-reduktáz; GSH: redukált glutation; PC: 
fitokelatin(ok); SAT: szerin-acetiltranszferáz 

(b) A növény patogén-ellenállóságának fokozása a nehézfém-stressz hatására is felgyülemlı 
reaktív oxigénformák (ROS) révén. 
A nehézfém-ion közvetlenül is, de a növényben másodlagosan okozott, az oxidatív stressz kapcsán 
megjelenı reaktív oxigénformák és az általuk kiváltott reakciók által egyaránt gátolhatja a kórokozót ill. 
kártevıt. A sejtfalszerkezet mechanikai erısítése mellett a ROS szignálként is képes aktiválni ill. stimulálni 
a szalicilsav (SA)-útvonalat, amely idıvel, antioxidánsok akkumulációja, ill. stresszfehérjék indukciója 
révén több vonalon is képes közremőködni a gazdanövény védelmében. (Forrás: Poschenrieder et al. 2006) 

 

 

A nehézfém-stresszek (Cu2+, Cd2+) kapcsán aktiválódó MAP-kináz útvonalak létérıl csak az utóbbi 

évtizedben számoltak be Jonak és mtsai (2004), de már néhány évvel korábban is születtek 

publikációk számos fém- ill. metalloid-ion patogén gombák, vírusok és rágó- ill szívókártevık 
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elleni rezisztenciára gyakorolt pozitív hatásáról (Poschenrieder et al. 2006) és ennek jelátviteli 

vonatkozásairól. Kadmium-kezeléssel összefüggésben, különösen a kórosan magas SA-tartalmú, 

patogén-szignálra érzéketlenebb hiperakkumulátor növényeknél, többek közt, pl. Thlaspi fajokban, 

továbbá dohány és búza esetében is ismertek beszámolók (Jiang et al. 2005, Ghoshroy et al. 1998, 

Mittra et al. 2004). 

 

 

34. ábra: A biotikus stressz és a fémion-toxicitás kölcsönhatásai az anyagcsere szintjén.  
A kétféle stresszor stresszválaszához kötıdı, részben átfedı növényi génexpressziós változások mind a 
sikimisav-útvonalban, mind pedig a kén-anyagcserében a biotikus stressz elleni védelemre és a toxikus fém 
eliminálására (pl. fémkötésre) is hatékony komponensek megjelenéséhez vezetnek. A felgyülemlı 
antioxidánsok (pl. redukált glutation) a másodlagosan mindkét esetben kialakuló oxidatív stressz 
csökkentésében és az ellenállóképesség kialakításában is közremőködhetnek. A közvetlenebb hatások 
mellett, a sikimisav-útvonalban szintetizálódó auxin a stressz metabolizmus és az adaptív növekedés közti 
kapcsolatot képes biztosítani: az auxin-indukált oldalgyökérképzés a gyökér kevésbé szennyezett 
talajrégiókba való kiterjedését teszi lehetıvé, mint ahogyan a tıhajtás megújulása az asszimmilátumok 
gyors regenerációja révén szintén a kompenzáció lehetıségét vetíti elıre. (Forrás: Poschenrieder et al. 
2006) 

 

Mivel a fémkezelt egyedek az anyagcsere számos pontján érvényesülı, s akár adaptív elınyökre is 

szert tehetnek más kórfolyamatokban is aktiválódó, részben átfedı jelátviteli hálózataik 

stimulálódásának köszönhetıen (34. ábra), egyes kutatókban költségoptimalizálási céllal az is 

felmerült, hogy bizonyos biotróf patogén populációk ill. más kártevık visszaszorításának céljából 

helyi szinten nehézfém-hiperakkumuláló növényállományokat lehetne fenntartani, illetve 

szántóföldi körülmények között a fogyasztást még nem zavaró koncentrációkban alkalmazva (pl. 

fumigálásként vagy felszívódó formában mőtrágyához keverve) a nehézfémeket, a védekezési 

folyamatok szisztemizálódást is biztosító elıkezelésként volna stimulálható a növények feltételezett 

patogének elleni védekezése (Poschenrieder et al. 2006). 



128 

 

Jelenlegi tudásszintünknél azonban, még bármiféle humán-egészségügyi, gazdasági vagy ökológiai 

érdekre való tekintet nélkül, kizárólag a növényegyed szempontjából sem érezzük ezt a bátor 

közelítést kellıen biztonságosnak, hiszen úgy tőnik, a nehézfémek által beindított és egymással 

sokszoros csatolásban álló jelátviteli útvonalak egyrésze (pl. a jazmonátok és az etilén indukció 

révén) hosszabb távon kifejezetten kedvezıtlenül is befolyásolhatják az egyed túlélését (Iakimova 

et al. 2006, Maksymiec 2007). 

 

6.3 A Chinese Spring referencia-apoplaszt térképezés jelenlegi 

fázisának értékelése 

 

6.3.1 A búza apoplaszt referencia-fehérje térképezés módszertani és 

bioinformatikai korlátai 

Nehézségeink az azonosítás terén 

A búza apoplaszt referencia-fehérjetérképezése során számos akadályba ütköztünk, melyek jelentıs 

része az adatbázis-hiányosságokból fakadt. Bár a ’Chinese Spring’ fajta genomi térképezése 

gızerıvel folyik, a már publikált szekvenciák esetében sem teljes az annotáció, s gyakran csak 

cDNS-klóntárakból, EST- illetve TA-adatbázisokból lehetett a megfelelı fehérje vagy közeli 

homológja lehetséges jelenlétére, kifejezıdésére (nagyon ritkán funkciójára) következtetni. Ilyenkor 

a legközelebbi homológként más fajokban azonosított, már annotált szekvenciák segíthetnek, amire 

jó példa a [C1] foltban azonosított beta-D-galactosidase esete. Máskor azonban, mint pl. a [Q1] 

foltban, a beta-D-xylosidase (Oryza) mellett független szekvenciaként, 11 % lefedettséggel 

azonosított búza cDNS-klón: Triticum aestivum FGAS082059 Triticum aestivum FGAS: Library 

5 GATE 7 Triticum aestivum cDNA, mRNA sequence (NCBI# [dbEST]: gi|70963493, LOCUS: 

DR736689, MW 38,7 kDa), továbbá a [D1] foltban 15 %-kal azonosított 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 

transzlátumok egyelıre teljesen ismeretlen szerepőek, mint ahogyan homológjaikat sem találjuk. 

 Az azonosítás másik problémája, hogy az azonosított és funkcionálisan is jellemzett fehérjék 

közt jelentıs számban találhatóak vélt vagy valós intracelluláris szennyezık. Az apoplasztkutatás 

egyik legnagyobb nehézségének a fotoszintézis Calvin-ciklusának CO2 fixáló enzime, a RuBisCO 

fragmentjeinek elkerülhetetlen jelenléte tekinthetı, amely az élıvilág legabundánsabb fehérjéje, s a 
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fotoszintetizáló szövetekben a sejtek fehérjeállományának közel 30-50 %-át teszi ki (Ellis 1979). 

Az elemi anyagcsere-folyamatokban közremőködı enzimek közül hasonló, kloroplasztisz eredető 

szennyezıkként tapasztaltuk már a szedoheptulóz-1,7-biszfoszfatáz és a foszfo-ribulokináz, illetve 

citoplazmás forrásból a szénhidrát lebontásban közremőködı glikolízis egy elemének (fruktóz-1,6-

biszfoszfát aldoláz) valamint egy (nem peroxiszómális!) kataláz-1 fehérjének megjelenését is. 

 Az intercelluláris fehérjék megjelenéséért leggyakrabban az intercelluláris folyadék 

kinyerésének körülményei tehetıek felelıssé. A probléma elkerülése érdekében számos különféle 

(invazív és kevésbé invazív) eljárás, fajra illetve sejt- és szövettípusra specifikált protokoll létezik a 

szakirodalomban (Watson és Sumner 2007). A Rubisco utólagos eltávolítására is van lehetıség, pl. 

szelektív kicsapások vagy affinitás-oszlop alkalmazásával (Kim et al. 2001, Hashimoto és Komatsu 

2007), ez azonban még viszonylag új területnek számít, és pl. teljes kivonatok érzékenyítı 

analízisénél jelentıs kockázatot is hordozhat. 

Az apoplasztfehérjék kinyerési technikái közt az általunk is alkalmazott vákuum-infiltrációs 

technika általánosan elfogadott (Lohaus et al. 2001). A standard ellenırzésre használt, 

intracelluláris marker enzimek aktivitás assay-ei (pl. citoplazmás MDH, HPI, a 

plasztiszban/sejtnedvben lokalizált G6PDH) alapján csak meghatározott puffer-ionerı illetve 

legtöbbször >600(-1000) xg centrifugális erı felett tapasztalható érdemi sejtnedvi folyás (Rohringer 

et al. 1983, Lohaus et al. 2001), amit a jobb érzékenységet biztosító immunológiai kimutatások is 

megerısítenek (Alves et al. 2006). 

Újabb kutatások alapján azt valószínősítik, hogy a potenciális sejtnedvi szennyezık egy jelentıs 

része nem feltétlenül valódi kontamináció. Különbözı fajok gyökér exudátumainak vizsgálatakor, 

gyökérsüvegsejt-szuszpenziók felülúszójának analízisénél Wen és mtsai (2007, 2008) azt 

tapasztalták, hogy az azonosított fehérjék közt jelentıs számban találhatóak a korábbi szakirodalmi 

adatok szerint egyértelmően sejtnedvi vagy organelláris származékként elkönyvelt proteinek (pl. 

aktin, riboszómális és hısokk-fehérjék, fruktóz-biszfoszfatáz, enoláz, 14-3-3 protein stb.). Utóbbi 

extracelluláris lokalizációját immuncitokémiai vizsgálattal is igazolták (Wen 2007). Különösen az 

exudátum kivételesen finom kivonási módja vet fel erıteljes kétségeket a korábban feltételezett 

lokalizációk kizárólagosságát illetıen. A szekréció környezeti hatásokra esetleg megváltozó jellege 

ebben a vonatkozásban különösen megfontolandó.  

 Az egyes találatok aktuális relevanciáját, az egyedi döntéseket az is nehezíti, hogy gyakran 

csak transzkriptum-adatok állnak rendelkezésünkre, és az RNS-ek érése és a fehérjék szintjén 

végbemenı módosítások miatt méginkább nı a bizonytalanság – így az EST adatbázisok, jelenlegi 

tudásunk szintjén nem elengendıek a lokalizáció kérdésének megválaszolásához. Végül, általános 
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bizonytalansági tényezı, hogy a szekvencia-lefedettség sohasem teljes, még akkor sem, ha a 

keresett fehérje szerepel az adatbázisban. A töredék százalékok hátterében emiatt nemcsak egyes, 

nem jól ionozálódott/repülı/detektálható peptidek állhatnak, hanem az adott szekvenciának 

megfelelı peptid hiánya is az adatbázisban, különösen nem feltárt genomú fajok esetében. Így, 

mégha teljes aminosav-szekvenálást is végeznénk, megvan az esélye, hogy keresett fehérjénk még 

nem szerepel vagy nem annotált az adatbázisban, s homológia alapján helyette olyan rokon 

izoformát azonosítunk, amelynek szekréciója nem feltétlenül esik egybe tényleges fehérjénkével. 

6.3.2 Az eddigiekben azonosított referencia apoplasztfehérjék lehetséges 

szerepkörei 

Megkezdtük a ’Chinese Spring’ búzafajta egészséges, kifejlett elsı leveles csíranövényének 

apoplasztján egy kétdimenziós gél-alapú referencia fehérjetérkép megalkotását, melynek során 

tömegspektrometriai úton (MALDI-TOF ill. LC-MS/MS révén) eddig az MS-analizált foltok (21) 

közül 11 foltban [B1, B3, C1, Ex, F1, F5, G1, G2, G4, P2, Q1] találtunk az apoplaszt szempontjából 

egyértelmően releváns, összesen 9 proteint, az NCBInr fehérje- illetve az adatbázis hiányosságai 

esetén a db[EST]-adatbázis felhasználásával.  

Nagyobb megbízhatósággal (>10 %-os lefedettség mellett) egyelıre hét apoplasztfehérjét 

azonosítottunk búzában vagy megfelelı gabonafélékbıl (g. Hordeum, Oryza, Coix) izolált 

homológjaiban: 

 Három izolált protein esetében megfelelı búzafehérjét is találtunk az adatbázisban, egy 

multifunkciós ADP-glükóz pirofoszforilázt [G1, G2, G4 folt], valamint két glükanáz aktivitású 

proteint, egy (1,3;1,4)-béta-glükanázt [F5 folt] és egy putatív endo-1,3-béta-D-glükozidázt [P2 

folt]. Ezek csírázást és a fejlıdı vegetatív szövetek osztódását és differenciálódását elısegítı 

szerepkörük mellett egyes patogének ellen, a preformált védekezés tagjaiként szintén 

közremőködhetnek. Az elsıként említett, s a vizsgált fejlıdési stádium apoplasztjában dominánsnak 

tőnı ADP-glükóz pirofoszforilázról további analízisekkel, két konzervatív box (B és C), valamint 

egy jellemzı, sejtadhézióban szerepet játszó KGD motívum igazolásával azt is bizonyítottuk, hogy 

az azonosított fehérje a germinszerő proteinek körében sorolható s így potenciálisan a PR16 család 

képviselıje.  

 Kielégítı lefedettséggel igazoltuk továbbá négy olyan, nagyobb (>40 kDa) molekulatömegő 

apoplasztikus fehérje jelenlétét, amelyek szekvenált peptidjei az NCBInr adatbázisban egyelıre más 

gabonafélék homológ fehérjéire illeszkednek leginkább. Ide tartozik egy arabinoxilán-

arabinofuranohidroláz izoenzim (AXAH-II) és egy bifunkciós alfa-L-arabinofuranozidáz / 

béta-D-xilozidáz izoenzim (ARA I), melyeket eredetileg árpában írtak le [B1, B3 folt], egy rizs 
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béta-D-xilozidáz [Q1], valamint egy számos faj béta-D-galaktozidázainak [C1] egyaránt 

megfeleltethetı protein. A felsorolt négy, enzimaktivitással is jellemezhetı fehérje a növényi 

sejtfal-poliszacharidok lebontását és átalakítását végzi, s így szinergista módon járul hozzá a 

növekvı és differenciálódó sejtek fejlıdéséhez, de egyes formáik endogén elicitorképzı hatásáról is 

születtek már beszámolók. 

 

Emellett, kisebb megbízhatósággal - három illetve egy jellemzı peptid révén - azonosítottunk egy 

vad gabonafélében leírt, egyedi kettıs aktivitású alfa-amiláz inhibítor / endokitinázt [Ex folt], 

amely rovar eredető herbivorok és gombapatogének ellen egyaránt védelmet nyújthat, valamint egy 

egy árpában leírt, s a BSP családba („bázikus szekretált proteinek” közé) sorolt „hipotetikus 

proteint” [F1 folt], amelynek szerepét a PR17 családba tartozó szekvenciális homológjai miatt 

patogenezissel összefüggésben valószínősítik.  

Utóbbi két fehérje azonosítása az alacsony lefedettség, ill. az adatbázis hiányosságok miatt még 

módosulhat, így nem tekinthetı véglegesen lezártnak. Kérdéses azon peptidek eredete is, amelyek 

ugyan rendelkeznek szekvenciájukból levezethetı cDNS-klónokkal az EST-adatbázisban, de 

megfelelı vagy rokon, annotált fehérje homológjaik adatbázisokban egyelıre nem hozzáférhetıek.  

 

A referenciatérkép további fehérjékkel való kiegészítése – a fehérjemintázatból is egyértelmően 

igazolható, legalább pár százas fehérjesokféleségnek köszönhetıen és az adatbázishiányosságok 

ellenére - jelenleg is zajlik, valamint egy mestergél elıállítása és statisztikai kiértékelése 6 független 

izolátumból származó 14 mintázat analízise révén szintén folyamatban van. 

Végül pedig, az ismert vagy egyelıre csak feltételezett apoplasztfehérjék sikeres azonosításához a 

közeljövıben az is hozzájárulhat, hogy szelektív izolálásuk és in situ lokalizációjuk érdekében 

munkacsoportunkban elıállítottak több, búza apoplaszt proteineket felismerı monoklonális 

ellenanyagot. Reményeink szerint ez a többirányú közelítés hozzá fog segíteni ahhoz, hogy 

hatékonyabbá tegyük az apoplasztban zajló összetett anyagcserefolyamatok felderítését. 
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6.4 Kitekintés 

 

Doktori munkám során a növény fehérjemintázatában kifejezıdı stresszválasszal foglalkoztam két, 

világszerte gazdasági jelentıséggel bíró gabonanövényen, búzában illetve árpán. Vizsgálataimat 

fejlıdési szempontból a csíranövény állapotra, helyileg a levél apoplasztjában megjelenı 

változásokra szőkítettem le.  

Eddigi eredményeink és tapasztalataink fényében, a jövıre tekintettel a következı feladatokat 

tartom fontosnak illetve látom megvalósíthatónak a disszertációmban tárgyalt három területen: 

A. A levélrozsda-rezisztencia kutatása során elemzett Thatcher-alapú búzavonalakban 

vizsgálataink arra irányultak, hogy kiderítsük: az apoplaszt, mint speciális közeg alkalmas-e 

arra, hogy abban - közel izogén, de a stresszválasz eredményessége szempontjából merıben 

eltérı genotípusokat elemezve - olyan szekretált fehérje-markereket azonosítsunk, amelyek a 

különbözı rezisztenciatípusokkal asszociálhatóak.  

Már az apoplaszt proteomikai elemzése során is számottevı és némely esetben genotípustól 

is függı sokféleséggel szembesültünk az indukálódó PR-, azaz patogenezis kapcsán indukálódó 

fehérjecsaládok tekintetében. Mindezt a transzkripciós vizsgálatok csak további, számos esetben 

ismeretlen izoformákkal bıvítették. 

A tapasztalt diverzitás hátterében nyilvánvaló a búza allohexaploid, s utólag is számos 

introgresszióval frissített genomjának hatása, amelyben a homeológok egymásrahatása csak 

sokszorozhatja a találatok bizonytalanságát, mind a lehetséges variabilitás, mind a 

szabályozások összehangolt volta tekintetében. Bár a di- ill. tetraploid ısök párhuzamos 

térképezése és a búza genomi analízise nemzetközi szinten, új generációs szekvenálási 

technológiák felhasználásával gızerıvel folyik, várhatóan még jópár évnek kell eltelnie ahhoz, 

hogy legalább egy fajta teljes genomjával tisztában lehessünk. 

Ugyanakkor vizsgálataink kapcsán nyilvánvaló kérdésként fogalmazódik meg, hogy az 

apoplasztikus endo-1,3-glükanázok ill. kitinázok aktivitás-assay-eiben megfigyelt genotípus-

függı indukciós különbségek az egyes glükanáz / kitináz izoformák általánosan sikeresebb 

indukciójának köszönhetıek, vagy csak egy/néhány izoforma biztosítja ezt a szignifikáns 

eltolódást a fogékony Thatcher-ben indukált válaszhoz képest. A megoldás elvben triviális: fel 

kell állítani egy-egy izoformára specifikus RT-qPCR rendszereket. Eddigi tapasztalataink 

szerint ennek gyakorlati megoldása óriási kihívás, mert egyre újabb és újabb, az adatbázisokban 
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egyáltalán nem, vagy csak klóntárakban szereplı szekvenciavariánsokat azonosítunk az 

eredetileg csak megerısíteni kívánt expressziójú transzkriptumok mellett, illetve a 

primerspecificitás minimálisan elegendı fokának tesztelésére kényszerülünk a feltételezhetı 

további homológok miatt. További problémaként jelentkezik, hogy egy megbízható 

referenciagén kiválasztása, mert a klasszikusan jó-közepes megbízhatósággal szereplı ubiquitin 

biotróf patogénünkre kifejezetten érzékenyen indukálódik. 

Ha sikerül azon izoformákat behatárolni, amelyek egy-egy PR családból ténylegesen 

felelıssé tehetıek a korábbi vagy jóval erıteljesebb indukcióért, akkor – az addigra vélhetıen 

már megszekvenált genomi régiók ismeretében - promóter-analízissel végre tisztázhatóvá válik 

az egyes izoformák genotípus- és stresszfüggı indukálhatósága és a stresszválaszban betöltött 

szerepe. Így kiderülhet, hogy a közel izogén vonalak stresszválasza között egy adott jelátviteli 

útvonal hatékonyabb korábbi aktiválása okozza-e a különbséget, vagy esetleg további, más 

útvonalon (is) érzékenyíthetı izoformák additív aktiválása áll a középpontban.  

Ebben nemcsak az ismert növényi cisz-regulátor elemek tárhelyei ill. motívumkeresı 

adatbázisai (pl. PLACE, PlantCare) állhatnak rendelkezésünkre, hanem egy-egy komplexebb 

kérdés megválaszolására is alkalmas, egyedi algoritmusok is komoly segítséget jelenthetnek. 

Jövıben tervezett vizsgálatainkhoz az MTA SZBK Növénybiológiai Intézetével kooperációban 

egy Dr. Györgyey János munkacsoportjában Cserháti Mátyás által kifejlesztett, ún. „tetramer-

diád” analizáló programot van lehetıségünk alkalmazni. Ez statisztikai és bioinformatikai 

módszerek kombinálásával nemcsak már ismert motívumok lokalizálását, hanem potenciális 

regulátor-elemek predikcióját és elıfordulásuk gyakoriságának összevetését is képes, egy 

meglehetısen széles (5’ upstream ≤ 2 kbp) szabályzórégióra kiterjedıen kivitelezni. Az 

algoritmus korábban már sikerrel bizonyított: a rozsdafertızés kapcsán proteomikailag 

azonosított 6 PR-fehérjecsalád (PR1, 2, 3, 4, 5, 9) érintett képviselıinek rizs-ortológjaiban több 

olyan ismert motívumot ill. eddig ismeretlen szabályzó-elemet (vagy részletet) is megnevezett, 

amelyek közrejátszhatnak az evolúciósan egymástól igen távoli, inkább csak funkcionális 

szerepvállalásukban rokonítható PR családok megfelelı képviselıinek párhuzamos 

indukciójában. 

B. A ’Chinese Spring’ búzafajta levelén indított, proteomikai referencia apoplaszt-térképezés 

nyilvánvalóan folytatást igényel, hiszen vizsgálataim csak a fehérjék egy töredékére terjedtek ki. 

Nyilvánvaló problémaként jelentkezik azonban több fehérjénél is a gyenge lefedettség, melynek 

hátterében egyrészt az a tény áll, hogy a stresszfolyamatokkal asszociált fehérjék kutatása 

érthetı módon több évtizedes elınyt élvez a normál biokémiai ill. anyagcserefolyamatokban 

közremőködı, lokálisan illetve a differenciáció különféle stádiumaiban kifejezıdı fehérjék és 
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génjeik vizsgálatával szemben. Még nagyobb akadályként jelentkeznek az adatbázisok már 

többször említett hiányosságai és a genom komplexitása  

Véleményem szerint a metodikai és bioinformatikai háttérfeltételek birtokában, de a fajt 

érintı adatbázis-információk korlátozottságának jelenlegi fokán búza esetében egy végleges 

referenciatérkép elıállítása nem lehetséges, a további analízisek azonban érdemben 

hozzájárulhatnak egy ilyen térkép jövıbeli megalkotásához.  A további vizsgálatok terén két 

fontos feladatot szeretnék kiemelni. (1) Sürgetı, kötelezı érvényő feladat a független 

izolátumokból ill. különbözı futtatásokból nyert mintázatok közti pozícionális ill. intenzitásbeli 

variancia kiszőrése, azaz a gélek statisztikai kiértékelése és egy standardizált mestergél 

megalkotása. (2) Amíg a genomi, EST- vagy fehérje-adatbázisok terén nem várható érdemi 

elırelépés, az eszköztár bıvítése céljából alternatív technológiák (pl. immunológiai eljárások) 

segítségét célszerő igénybe venni, a kérdéses vagy egyelıre ismeretlen fehérjék kimutatása, 

karakterizálása, vagy in situ lokalizációja és interakcióinak feltérképezése céljából. Ehhez 

tanszékünkön monoklonális ellenanyagok elıállításával az elsı lépéseket megtettük.  

 

C. Egy nehézfémre érzékeny árpafajta, a ’GK Mandolina’ kadmiumstressze kapcsán a levél 

intercelluláris folyadékából hat különféle, eredendıen patogenezissel összefüggésben leírt 

fehérjecsalád (a PR1, -2, -3, -4, -5 és -17) különbözı izoformáit azonosítottuk, ami azt mutatja, 

hogy a kadmiummal asszociált növényi védekezésnek egy általánosabb stresszválasz is részese. 

Az utóbbi két évtized jelátviteli kutatásainak és különösen az elmúlt pár év stresszszignál-

interakciókat érintı, mélyebb analíziseinek tükrében úgy tőnik, bizonyos PR fehérjék 

meglehetısen sztereotípnak tőnı indukálódása a nehézfémstresszekre is jellemzı, és az is 

elképzelhetı, hogy a nevezett fehérjéknek valóban releváns, és az eredetinél komplexebb helyük 

is lehet a védekezésben. 

Feltételezzük ugyanakkor, hogy abban az esetben, ha az apoplasztnak nem kizárólag a 

viszonylag csekély ionerınél könnyen kimosódó fehérjefrakcióját vizsgáljuk, hanem a 

sejtfalhoz szorosabban kötıdı frakciót is bevonjuk az analízisekbe, akkor nehézfémstresszre, 

sıt akár a Cd2+-ra specifikus változásokat is detektálhatunk egyes proteinek megnövekvı vagy 

éppen csökkenı kifejezıdése, változó aktivitása vagy mobilitása tükrében. Annál is inkább, 

mert széles körben dokumentáltak egyes nehézfémek sejtfal-sejtmembrán rigiditására gyakorolt 

hatásai, melyek a vizsgált szövet ill. szerv szintjén jellegzetes morfológiai elváltozásokhoz is 

vezethetnek. A kadmium- ill. nehézfém-specifikusan indukálódó stresszfehérjék vizsgálatát 

célszerő a gyökér apoplaszt és az exudátumok elemzésére kiterjeszteni.  

--------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
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A konkrét kísérleti területeken esedékes vizsgálatokon túl általánosabb kérdések is felvetıdnek. 

Eredményeink ugyanis azt jelzik, hogy nemcsak patogénfertızések, de nehézfém-stressz is képes 

olyan jelátviteli útvonalakat aktiválni, amelyek a PR fehérjék sztereotipnak tőnı kifejezıdéséhez 

vezetnek. Ezen túlmenıen, egészséges növények állandó jelleggel, a preformált védekezés 

részeként is szekretálhatnak ugyanilyen vagy hasonló fehérjéket, amelyek egy potenciális 

stresszfaktor fellépésekor védı szereppel bírnak. Felmerül tehát a kérdés, hogy célszerő-e 

megkísérelni a növény általános védelmi szintjének tartós megemelését. A kérdés azért is aktuális, 

mert az irodalomban és hazánkban is folynak ilyen irányú vizsgálatok. Az elızı fejezethez 

kapcsolódva, azaz a „fémterápiát” mint potenciális eljárást konkrét példaként használva 

véleményem szerint egyértelmő a válasz: biztosan nem!  

A „fémterápia” lehetısége ill. a nehézfémeket hiperakkumuláló növények patogén-kontrolláló céllal 

való felhasználása mind ökológiai, mind élelmezésbiztonsági szempontból kétséges. Utóbbi 

tekintetben az sem mellızhetı, sıt különösen is kiemelendı, hogy a szisztemizálódó és részben 

általános jellegővé váló stresszválasz során felgyülemlı PR fehérjék közt igen gyakoriak a légúti 

vagy élelmiszer-allergének (Hoffmann-Sommergruber 2000, Breiteneder 2004, Palomares et al. 

2008). A jelenség hátterét a 35. ábra szemlélteti. 

 

35. ábra: A növényi védekezésben szerepet játszó, sokféle stresszel összefüggésben specifikáltan vagy 
sztereotip módon indukálódni képes PR fehérjék, melyek evolúciós szerológiai rokonságukból 
fakadóan humán-allergén kockázati tényezıként is szerepelhetnek. (Forrás: 
http://dmd.nihs.go.jp/latex/defense-e.html) 

 

Így, ha a környezetszennyezés hatásait nem is tekintjük, mindenképp fizetnünk kell a természetesen 

indukált vagy éppen géntechnológiai alapon biztosított növényi védekezı mechanizmusokért: 

• a mezıgazdasági növények csökkenı növekedési és magprodukciós rátájával, 

• az elsıdleges fogyasztókban (állatok és emberek) generált, emésztést gátló és egyéb anti-

nutritív hatásokkal,  

•  egy szükségtelenül provokált, a humán népességre nézve új allergén potenciállal. 
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Mindazonáltal igaz, hogy e védekezı fehérjék a növény természetes védelmi vonalának fontos 

részét képezik, és eliminációjuk vagy koncentrációjuk csökkentése csak akkor lehetséges, ha a 

növény számára a környezeti erıforrások kárára optimális környezeti feltételeket biztosítunk, ill. 

vegyszeres növényvédelmi eljárásokat alkalmazunk. Mindez azonban annak az esélyét is felveti, 

hogy egyúttal az érintett fajokkal egyoldalú vagy kölcsönös függésben evolválódott egyéb fajok ill. 

populációk túlélését is befolyásoljuk. Jövıbeli célunk tehát mindenekelıtt a folyamatok jobb 

megértése, a védekezı fehérjék idıben/helyileg behatárolt indukciója és általánosságban, az 

ismeretalapú, óvatos beavatkozás kell, hogy legyen.  

 

Kísérleteink egy másik, általános ismeretelméleti kérdést is felvetnek. Közel izogén, de 

ellenállóképességük terén érdemi eltérést mutató búzavonalak fehérje és RNS szintő vizsgálatai azt 

mutatták, hogy – legalábbis a PR fehérjék szintjén – feltehetıleg nem annyira egy-egy specializált, 

egyedi funkciójú vagy kiemelkedı katalitikus hatékonyságú protein jelenléte vagy hiánya, sokkal 

inkább a védekezésben közremőködı PR fehérjecsaládok közel rokon izoformáinak induktivitásbeli 

érzékenységben vagy expressziós hatékonyságában mutatkozó eltérések befolyásolják a 

stresszválaszok kimenetelét. 

A különféle rezisztenciaformákhoz kulcsot nyújtó kritikus szabályzási pontok megtalálása tehát 

kiemelkedıen fontos, ehhez viszont nélkülözhetetlen a rendszerbiológiai közelítés: 

• A genomi szabályzórégiók térképezése és jellemzése átfogó és egyben összehasonlító 

nemzetközi genomtérképezési projekteket kíván, az adatbázisok gyors fejlesztéséhez pedig 

az új generációs szekvenálási technikák bevonását igényli. 

• A transzkripciós aktiválás dinamikájának, valamint az expressziós eltolódás anyagcserében 

elfoglalt szerepének szisztematikus és finom léptékő analízise jelenleg leginkább 

expressziós array-ek felületén tőnik megvalósíthatónak. 

• A szabályozás kivitelezését végzı fehérjék és potenciális nukleinsav-, fehérje- vagy 

metabolit partnereik interakcióinak feltárása, lokalizációja és befolyásolhatósága 

tekintetében pedig a proteomikai alkalmazások biztosíthatják az utat a sejt- és 

szervezetszintő anyagcserét modellezı bioinformatikai hálózatok kiépüléséhez.  
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7. ÚJ TUDOMÁNYOS EREDMÉNYEK 

 

 

A.) A levélrozsdafertızés kapcsán búzában indukálódó stresszválasz témakörében 

1. Levélrozsda-fertızéssel összefüggésben 7 funkcionális proteincsoport, köztük GDSL-szerő 

lipázok és 6 konvencionálisan is patogenezissel társítható, ún. „PR” család apoplasztba 

szekretálódó, minimálisan 24 proteinjének megváltozott expresszióját mutattuk ki az eltérı 

ellenállóságot mutató, Thatcher-alapú búzavonalakban: GLIP - ABL11233; PR1 - 

AA07473, AAK60565/AAP14676; PR2 - AAY88778/AAY96422, CAA77085, CAI64809, 

AAD28732, BAE96089, továbbá ABB96917; PR3 - BAB82471, AAG53609, AAD28733; 

PR4 - 2209398A/O64393, AAS78780, O64392; PR5 - AAK55326, AAK55325/AAB71680, 

CAA66278, AAK60568; PR9 - CAA59486, AAW52716, AAW52720, CAA59485, 

Q05855. 

2. Ezek közül egy PR3 típusú kitináz (BAB82471) indukcióját mindhárom közel izogén 

vonalban, legalább egy PR2 endo-1,3-glükanáz (AAY88778/AAY96422) és két PR1 

(CAA07473, AAK60565/AAP14676) fehérje akkumulációját pedig mindkét rezisztens 

genotípusban bizonyítottuk tömegspektrometriai úton. E fehérjék a fertızést követıen a 

rezisztens vonalakban korábban és/vagy nagyobb mennyiségben expresszálódtak, mint a Tc-

ben.  

3.  A tömegspektrometriailag azonosított kitinázok és 1,3-endoglükanázok szekvenciájából 

levezetett primerek segítségével igazoltuk a keresett izoformákkal azonos (Chi1 - 

AB029934 és Chi IV - AF112966), illetve azoktól néhány pozícióban eltérı transzkriptumok 

jelenlétét (TaGlb2a - AB244637 helyett TaGlb2b - AB244638.2 - ∆: 0 nt és TaGlb2f - 

AB244642 - ∆: 1 nt, továbbá beta-glucanase Y18212 - ∆: 2-2 nt és DQ090946/DQ078255 - 

∆: 3-4 nt).  
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4. Bizonyítottuk, hogy a nem fertızött csíranövények β-1,3-endoglükozidáz és endokitináz 

aktivitása mindhárom vizsgált vonalban egyformán alacsony, patogénfertızés hatására 

azonban megnı és genotípus-függı eltéréseket mutat. Elsıként detektáltuk, hogy a vizsgált 

enzimek a levélrozsda-rezisztens Lr1 és Lr9 vonalak apoplasztjában a fertızést követıen 

szignifikánsan nagyobb aktivitással indukálódnak, majd tartósan magasabb aktivitás-szinten 

maradnak, mint a közel izogén Tc vonal sejtközötti állományában. Proteomikai és 

transzkriptomikai vizsgálatokkal kimutattuk, hogy a megemelkedett aktivitáshoz a Chi1 és a 

TaGlb2b, 2f illetve 2a géneknek az Lr9 rezisztens vonalban történı kifejezıdése biztosan 

hozzájárul. 

 

 

B.) A kadmium stressz kapcsán árpában indukálódó fehérjeválasz témakörében: 

1. A kadmium-stresszelt árpa (cv. Mandolina) sejtközötti állományában kimutattuk, hogy az 

egy hetes kezelés során számos fehérje expressziója mutat a Cd-koncentráció függvényében 

folyamatos változást, általában növekedést. Ezek közül 1D- majd 2D-elválasztás után két 1-

3-glükanázt (PR2 család - 1607157A és P15737/AAM75342), két kitinázt (PR3 család - 

CAA55344 és CAA55345) és további két kitin-kötı fehérjét (PR 4 család - CAA71774, 

P28814), két PR1 proteint (CAA52893, P35793) és különösen nagy számban taumatinszerő 

(PR5) fehérjéket (pl. AAB71680, AAK55325, AAK55326) sikerült azonosítanunk. 

Kimutattuk még egy PR17 protein (ABV22582) és egy egyelıre ismeretlen funkciójú, de 

szekvenciája alapján utóbbi családdal rokon, az antimikrobiális BSP fehérjék közé tartozó 

protein (CAA74594) jelenlétét is. 

2. Ezzel az irodalomban elsı ízben analizáltuk a kadmiumra adott extracelluláris stresszválaszt 

proteomikai módszerekkel árpa levélben, és a kis ionerıvel kimosható frakciót elemezve 

megállapítottuk, hogy ott a növény általános védekezésében résztvevı, azaz nem a 

kadmiumra specifikusan reagáló PR fehérjék (is) indukálódnak.  
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C.) A búza referencia-apoplaszt proteomikai térképezése témakörében: 

1. Az egészséges cv. ’Chinese Spring’ búza csíranövény apoplasztjának kétdimenziós 

proteomikai térképezése során eddig 11 folt esetében sikerült releváns, bizonyíthatóan 

szekretált fehérjének megfeleltethetı homológ szekvenciákat azonosítani. A 11 foltnak 

megfeleltethetı 9 protein egyrésze a növényi sejtfalszerkezet átalakításában mőködik közre 

(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 

fıként normál anyagcsere-folyamatokban érintett vagy pl. endogén elicitorképzıként 

funkcionálhat. Egy további körük kifejezetten a mikrobiális kórokozók és rágó kártevık 

elleni preformált védekezést szolgálhatja (alpha-amylase inhibitor / endochitinase - P15326, 

putative glucan endo-1,3-beta-D-glucosidase - CAI64809). Az azonosított proteinek között 

szerepel továbbá egy multifunkciós, pl. fenoloid anticipinek glikozilálását elısegítı protein 

(adenosine diphosphate glucose pyrophosphatase - CAC85479) és egy ismeretlen, de a 

PR17 családdal szekvenciálisan rokon fehérje (hypothetical protein - CAA74594). 

2. A vizsgált fejlıdési stádium apoplasztjában dominánsnak tőnı ADP-glükóz 

pirofoszforilázról (CAC85479) két, a germinszerő proteinekre jellemzı konzervatív box (B 

és C), valamint egy sejtadhézióban szerepet játszó KGD motívum azonosításával 

valószínősítettük, hogy a germinszerő fehérjékhez sorolható s így potenciálisan a PR16 

család képviselıje. 
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8. ÖSSZEFOGLALÁS 

Doktori munkámban olyan stresszfehérjék proteomikai azonosítását tőztem ki célul, amelyek a 

növény elsıdleges védelmi vonalaként is számon tartott sejtközötti állományban, az apoplasztban 

kifejezıdve képesek a növény stresszállapotának érzékeny leképezésére. Elsırendő célunk olyan 

fehérjemintázatbeli elváltozások azonosítása volt, amelyek a rezisztenciával asszociáltak, hogy a 

fehérje funkcióját és a kódoló gént/szekvenciát beazonosítva potenciálisan stressz- vagy 

rezisztencia-specifikus fehérjemarkereket nyerhessünk. Távlati célként elindítottuk a referencia 

apoplaszt térképezést is. 

A biotikus stresszválaszt a búza – levélrozsda kölcsönhatásban analizáltuk, a búza (T. aestivum) 

közel izogén, Lr1 és Lr9 rezisztenciagént hordozó vonalain, valamint a fogékony ’Thatcher’ 

alapfajtán. A levélrozsda-fertızéssel összefüggésben, proteomikai alapon 7 funkcionális 

proteincsoport (köztük 6 patogenezissel társítható, ún. „PR” család) apoplasztba szekretálódó 24 

proteinjét mutattuk ki az eltérı ellenállóságot mutató, ’Thatcher’ alapú búzavonalakban. Ezek közül 

az endo-1,3-glükanázok (PR2) és kitinázok (PR3 ill. PR4) esetében aktivitásvizsgálatokkal is 

bizonyítottunk genotípus szintő ill. rezisztenciára vagy fogékonyságra jellemzı eltéréseket. 

A fehérje-szinten kimutatott expressziós változások megerısítésére és dinamikájuk követésére, 

továbbá az aktivitás-assayek alapján feltételezett további esetleges izoformák indukciójának 

feltárására glükanázok és kitinázok esetében génexpressziós vizsgálatokat is végeztünk a fogékony 

Tc ill. az Lr9 rezisztens vonalon. A tömegspektrometriailag azonosított kitinázok és glükanázok 

triptikus peptidjeibıl levezetett szőkebb vagy szélesebb specificitású primerekkel néhány izoforma 

esetében a keresett búza-transzkriptumokat vagy azok szintén annotált, közeli homológjait 

amplifikáltuk. További klónok szekvenálásával az NCBI fehérje-adatbázisban még nem szereplı 4 

új búza kitináz és 3 glükanáz izoforma transzkriptumának jelenlétét is bizonyítottuk, melyek a 

TIGR EST-adatbázisban megfelelı illetve közeli TA-homológokkal rendelkeznek. Génexpressziós 

analíziseink (RT-PCR) megerısítették és kiegészítették proteomikai eredményeinket abban az 

értelemben, hogy igazolják: a levélrozsda-fertızés kapcsán indukálódó stresszválaszban egyazon 

fehérjecsalád többféle izoformája is kifejezıdik egyidejőleg, másrészt a proteomikailag feltárt 

sokféleséget a transzkriptumok analízise tovább bıvíti, néhány további, eddig fehérje- vagy érett 

mRNS-szinten nem ismert génvariáns azonosításával. 

A genotípusra jellemzı expressziós eltérések bizonyítását RT-qPCR révén, míg az eltérı expresszió 

hátterében álló szabályozási különbségek részleteinek megismerését promóter-analízissel látjuk 

megvalósíthatónak. Ennek azonban alapvetı feltétele a potenciálisan expresszálódó izoformák 
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érdemi elkülöníthetısége, amit jelenleg a búza adatbázisok kódoló és szabályzószekvenciák terén is 

fennálló hiányosságai nem tesznek lehetıvé. 

A stresszfaktorok hatásának megbízható proteomikai kimutatásához elengedhetetlen a 

referenciatérképek elkészítése. Ezért kezdtünk referencia-apoplaszt fehérjetérképezésbe a genetikai 

kutatásokban a búzafajták közt leginkább preferált cv. ’Chinese Spring’ egészséges csíranövényein. 

Az eddigiekben azonosított 9,relevánsnak tőnı apoplasztfehérje között a növényi sejtfalszerkezet 

szénhidrát-szerkezetének átalakításában közremőködı, továbbá mikrobiális patogének és rágó 

kártevık ellen hatékony illetve multifunkciós, normál és kórélettani vonatkozásban is potenciálisan 

hasznosuló fehérjék is szerepelnek. Mivel az azonosítás – elsısorban a búza szekvencia-adatbázisok 

ill. homológok hiányosságai miatt – a detektált sokféleség ellenére számos nehézségbe ütközött, a 

célzottabb vizsgálatokhoz a jövıben monoklonális ellenanyagok felhasználását tervezzük. Néhány 

hibridomavonalat csoportunkban már elıállítottunk, specificitásuk pontos  jellemzése folyamatban 

van. 

A nehézfémek növényi fiziológiára gyakorolt hatásainak több évtizedes tanszéki kutatási 

hagyományát követve, abiotikus stressztényezıként kadmiumkezelés (0-300 µM) hatásait 

vizsgáltuk az apoplaszt fehérjemintázatára árpa (H. vulgare cv. ’Mandolina’) csíranövényeken, a 

búzára kidolgozott intercelluláris folyadék kivonási eljárást árpára adaptálva. A választott rendszer 

elınyeként határozható meg a nehézfém-kezelés egyértelmő, vízkultúrás lehetısége, a fehérjék 

azonosításának alapját képezı árpa szekvencia-adatbázisok búzáéhoz viszonyított fejlettsége, és a 

konkrét rendszert jellemzı stresszélettani háttér felderítettebb volta (szövettani, enzimaktivitás- és 

stresszmetabolit-szintő jellemzettség), amely eredményeink stresszválaszban való elhelyezésének 

lehetıségét nagyban megkönnyíti. 

Az árpa csíranövények levelébıl kinyert intercelluláris folyadék 1- és 2-dimenziós 

gélelektroforézise a sejtközötti állomány fehérjemintázatát érintı drámai változásokat hozott 

felszínre a kadmium kezeléssel összefüggésben. Eddigi tömegspektrometriai (MS) eredményeink 

alapján úgy tőnik, hogy a Cd2+ által kiváltott védekezési reakciónak az apoplasztban egy általános 

jellegő stresszválasz is része, melyben több, patogenezis kapcsán indukálódó, ún. PR fehérjecsalád 

is szerepel. Ennek megfelelıen, a kadmium-stresszelt árpa sejtközötti állományban bizonyos PR1 

proteinek, továbbá 1,3-glükanáz (PR2), kitináz (PR3, PR4) és különösen nagy számban 

taumatinszerő (PR5) fehérjék intenzitásnövekedését sikerült kimutatnunk, valamint egy PR17 és 

egy ezzel szekvenciája alapján szorosan rokonítható, s az antimikrobiális, bázikus, szekretált típusú 

(BSP) fehérjék közé tartozó, de egyelıre még ismeretlen funkciójú, proteint. A szakirodalom 
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alapján várható, indukálódó peroxidázok (PR5) különbözı szekretált válfajai nem szerepeltek az 

eddig analizált minták között. 

 

A biotikus ill. abiotikus stresszválaszban közremőködı apoplaszt fehérjék felderítését célzó, 

proteomikai kutatásaink vonatkozásában eredményeink azt jelzik, hogy nemcsak patogén 

fertızések, de nehézfém-stressz is képes olyan jelátviteli útvonalakat aktiválni, amelyek a PR 

fehérjék sztereotípnak tőnı kifejezıdéséhez vezetnek. Ezen túlmenıen, egészséges növények 

állandó jelleggel is szekretálhatnak olyan fehérjéket, amelyek (vagy közvetlen rokonaik) egy 

potenciális stresszfaktor fellépésekor védı szereppel bírnak. 

A stresszel szemben ellenálló, toleráns ill. fogékony egyedekben kifejezıdı, hasonló vagy akár 

megegyezı funkciót ellátó PR izoformák expressziójának eltérései azonban érdemben 

befolyásolhatják a védekezési válasz sikerét. Ezért fontos jövıbeni feladatnak tekintjük az adott 

válaszreakcióban indukálódó izoformák pontos beazonosítását, a védekezéshez való individuális 

hozzájárulásuk mértékének és idıbeliségének meghatározását, továbbá közös ill. eltérı 

promóterelemeik azonosítását.  
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9. MELLÉKLETEK 

M1. Az azonosított búza ill. árpa apoplasztfehérjék szakirodalmi és funkcionális 

relevanciája 

M1.1 A levélrozsdával asszociáltan indukálódó búza apoplasztfehérjék  

A levélrozsda-fertızés kapcsán növekvı intenzitást mutató, proteomikailag azonosított fehérjék 

lehetséges vagy bizonyított PR jellegét, illetve ezen belül antifungális szerepét szekvenciális és 

funkcionális rokonságuk alapján felosztva, és a vizsgált genotípusok szerinti elıfordulásuk 

gyakorisága sorrendjében tárgyaljuk. 

 

Kitinázok 

Bár a mindhárom fertızött vonal apoplasztjából izolált kitináz 1-re nem, a tömegspektrometriai 

adatok alapján valószínősített két további, Lr9-bıl kimutatott kitináz szekvenciáinkra 

szakirodalmilag is alátámaszthatjuk a gombafertızés kiváltotta, konkrét indukciót: a chitinase IV-t 

(a korábban már említett, egyik 1,3-glükanázzal egyetemben) Fusarium gombafertızés kapcsán 

mutatták ki cv. ’Sumai 3’ búzafajtában (Li et al. 2001), míg a ~35 kDa mérető endokitinázunkkal 

közeli rokon búza 1b endochitinase-t ’Chinese Spring’ búzafajtában a feketerozsda (Puccinia 

graminis f. sp. tritici) fertızésével asszociáltan publikálták (Liao et al. 1994). 

 

Glükanázok 

Az Lr1 és Lr9 vonalban egyaránt kimutatott endo-1,3-glükanáz(ok) PR2 jellegét, azaz 

stresszválaszban való relevanciájukat erısíti, hogy az AAY88778 ill. AAY96422 szekvenciákat 

transzkriptum formában, eredetileg Puccinia striiformis f. sp. tritici (búza sárgarozsda) fertızte 

búzalevelek génexpressziós analízise kapcsán azonosították. Az egyelıre csak a fertızött Lr9 

genotípus apoplasztjából kimutatott 4 további glükanáz közül az AAD28732 protein 

gombafertızéssel feltételezett szerepére Fusarium-fertızött cv. ’Sumai 3’ búzafajta 

kalászvirágzatából származó cDNS klónok izolálásával mutattak rá (Li et al. 2001). Továbbá, a 

BAE96089 protein génszintő felfedezése, PR-2 osztályba illesztése és megnövekedett 

génexpressziójának igazolása is eredetileg Erysiphe graminis (gabona lisztharmat) fertızte 

levelekbıl történt meg, cv. ’Norin 61’ búzafajtán (Higa-Nishiyama et al. 2006).  
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Mivel az eddigiekben felsorolt fehérjék cDNS-bıl levezetett módon (konceptuális transzlációval) 

kerültek az NCBI adatbázisba, jelenlétüket – a cv. ’Thatcher’ alapú Lr1 ill. Lr9 vonalban – immár 

protein szinten is megerısíthetjük.  

A rendszerünkben kizárólag a fogékony Tc vonal extracelluláris stresszválaszára jellemzınek talált 

endo-1,3-1,4-glükanáz fehérje (CAA80493/ABB96917) gombapatogén elleni relevanciájának 

témájában kissé más a helyzet. A magasabbrendő növényekben általános (Simmons et al. 1994) 

endo-1,3-glükanázokkal (EC 3.2.1.39) szemben a kizárólag főfélékre jellemzı (Buckeridge et al. 

2004) endo-1,3-1,4-glükanáz(ok) (EC 3.2.1.73) szerepe a stresszválaszban egyelıre kevéssé ismert 

(Simmons et al. 1994, Romero et al. 1998). Jelenlétük leginkább az endospermiumban és a 

sziklevélben jellemzı, a helyi szinten nagy mennyiségben felgyőlı béta-1,3-1,4-glükánokkal 

összhangban (Carpita 1996), de néhány képviselıjük kifejezetten csíranövények szöveteiben (pl. az 

árpa EI – fiatal levél), mások (pl. rizs OsEGL2) érıfélben lévı generatív szövetekben 

expresszálódnak, és szélesebb specificitású képviselıt is ismerünk (pl. rizs OsEGL1 - gyökér, 

levél). Kifejezıdésükben elsısorban differenciálódást irányító fitohormonok (gibberellinek, 

abszcizinsav; auxinok) iránti érzékenységet mutattak ki (Slakeski és Fincher 1992, Wolf 1992, 

Thomas et al. 2000). Emiatt feltételezik, hogy a csírázásban, illetve a fıként a vegetatív sejtek 

megnyúlásában játszanak szerepet. 

Egyes rizs endo-(1,3;1,4)-glükanáz génekrıl ugyanakkor kimutatták (Simmons et al. 1992, 

Akiyama et al. 2009), hogy leginkább sérülés, illetve különféle stresszhormonok aktiválják 

kifejezıdésüket (Gns1 - sebzés, SA, ET, sötétkezelés, gomba eredető elicitorok; OsEGL1 - Me-JA, 

ABA ill. ethephon). Funkciójukat ciszgénikus rendszerben vizsgálva, a Gns1 konstitutívan 

szekretált, rekombináns formáját expresszáltatva két rizsfajtában is sikerült igazolni 

rezisztencianövelı hatást a Magnaporthe grisea két virulens gombatörzsével szemben (Nishizawa 

et al. 2003). Ezzel összefüggésben rezisztencia-típusú léziókat és két védekezés kapcsán indukálódó 

gén, egy PR1 és a PBZ1 korábbi aktiválódását figyelték meg. Egyelıre azonban nem nyilvánvaló, 

hogy a fehérje közvetett úton vagy konkrét, gomba eredető szubsztrátot felhasználva gyakorol gátló 

hatást a gombapatogénre. Az evolúciós tekintetben endo-1,3-glükanázokból levezethetı 

enzimcsoport direkt antifungális szerepkörének lehetıségét ugyanakkor több, jellemzett bakteriális 

homológ is megerısítheti: Yao és mtsai (2004) a rizs rizoszféráját kolonizáló Paenibacillus 

polymyxa egy baktériumtörzsébıl olyan, a fajban korábban leírt béta-1,3-1,4-glükanáz (gluB) 

géntermékével (>80 %-os) szekvenciális azonosságot mutató fehérjét (P2) izoláltak, amely in vitro 

erıteljes gátlást fejtett ki a patogén Pyricularia oryzae gombatenyészetek növekedésére. Kitamura 

és Kamei (2006) pedig egy tengeri Pseudomonas baktériumból származó, E. coli-ban kifejeztetett 
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és izolált, rekombináns béta-1,3-1,4-glükanáz fehérjével (GluA) olyan erıteljes degradációt ért el a 

Pythium porphyrae gomba sejtfalában, amely még az azonos törzsbıl származó chitinase A ill. 

beta-1,3-glucanase B enzimek hatékonyságát is jóval meghaladta. S, bár bakteriális béta-1,3;1,4-

glükanázok növényi kifejeztetése elsısorban a takarmány könnyebb hasznosítása miatt került 

elıtérbe, transzgénikus növényi vonalakban expresszáltatott, rekombináns formáik hatását a 

Giessen-i Egyetemen Karl-Heinz Kogel munkacsoportja már a befogadó növényfaj patogénjei ill. 

szimbionta gombapartnerei kapcsolatára is teszteli (GMO Safety 2009). 

Mindezek alapján igen valószínő, hogy a gombák, de legalábbis egyes csoportjaik sejtfalában 1,3-

1,4-glükánok is jelentısebb mennyiségben fordulnak elı, s ezek képezhetik a stressz kapcsán 

indukálódó növényi endo-1,3;1,4-glükanáz típusok célmolekuláit is. Fontaine és mtsainak 2000-es 

bejelentése, miszerint Aspergillus fumigatus lúggal nem feltárható sejtfal-frakciójában a 

vázszerkezet oldalláncainak egy jelentıs komponensként lineáris béta-1,3-1,4-glükánt is izoláltak, 

szintén ezt a feltételezést erısíti. 

 

PR1 fehérjék 

A PR 1 család általunk Thatcher-alapú Lr1 és Lr9 búzavonalban azonosított tagjait korábban már 

’Kanzler’ búzafajtában (CAA07473), Haynaldia villosa egy 6VS/6AL transzlokációs vonalában 

(AAK60565), ill. ’Tadinia’ búzafajta Septoria tritici levélfoltossággal szemben ellenálló (Stb4) 

vonalában (AAP14676) is kimutatták a gabonafélék rokonsági körében. Tekintetbe véve a 2 

rezisztens vonal közel izogén genetikai hátterét, továbbá az Lr1 és Lr9 gén különbözı donor fajait 

ill. eltérı kromoszómális lokalizációjukat, ez a PR1 géncsoport a fogékony ’Thatcher’ fajtában is 

biztosan kódolt, annak ellenére, hogy SDS-PAGE-n (10. és 12. ábra) nem találtuk nyomukat. Úgy 

tőnik, hogy a két rezisztenciagén – feltételezhetıen közös jelátviteli útvonalon – a levélrozsda-

fertızés során nagyságrendekkel erısebb hatékonysággal képes indukálni expressziójukat. 

A több patogéntípusra nézve is (pl. gombák, viroidok stb.) ismerten antimikrobiális, de máig 

ismeretlen hatásmechanizmusú PR1 fehérjék antifungális szerepkörének lehetséges magyarázatára 

extracelluláris SCP-doménjük alapján legújabban membrán- ill. sejtfal-permeabilizáló, 

endopeptidáz aktivitásukat feltételezik (Park et al. 2010). Ilyen értelemben funkcionálisan 

homológok lehetnek a PR-7 család tagjaival, azaz a szubtilizinszerő Ser-proteázokkal, melyek ellen 

már azonosítottak gomba eredető proteáz inhibitorokat (Tian et al. 2004). 
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Peroxidázok 

A peroxidázok biokémiai és molekuláris biológiai kutatások kedvelt alanyai, kezelésükkel és 

besorolásukkal (származásuk, lokalizációjuk, funkcióik és szabályzásuk szerint) külön adatbázis 

(PeroxiBase) foglalkozik. A redoxi-viszonyok kézbentartása az egészséges sejtek feladatköreinek 

szerves és állandó részét képezi, legtöbbször az oxidatív jellegő folyamatok ellenırzött mőködtetése 

érdekében, melyet normál anyagcsere-folyamatok és számos környezeti tényezı is veszélyeztethet. 

A biotróf patogénekre adott stressszválasszal ill. a hiperszenzitív reakcióval összefüggésben egyre 

nyilvánvalóbb, hogy a redox-egyensúly ideiglenes, több szakaszból álló oxidatív megbomlása és 

utóbb meginduló, reduktív visszarendezıdése is stratégiai fontosságú a védekezésben. A 

citoprotektivitás azonban a sejtközötti és a sejtes állományban esetenként redoxi szempontból is 

másként definiálható. Emiatt azonosított peroxidázaink konkrét szerepének (szubsztrát?) és sejtes 

szintő lokalizációjának (IC/EC?) bizonyítása, ill. egyáltalán, aktuális indukciójuk (PR-jelleg?) 

igazolása sem könnyő feladat a vizsgált rendszerünkben. 

Korábban említettük, hogy a Liu és mtsai (2005) által felállított, T. monococcum, Oryza ill. 

Arabidopsis szekvenciákra épülı peroxidáz-törzsfán az Lr9 vonalban levélrozsda-fertızéssel 

összefüggınek talált 5 POD búzafehérjénk mindegyike az 1. klaszterként definiált peroxidáz-

géncsoportban foglal helyet. Ezen fehérjék közös, más klaszterekre nem jellemzı bélyegei, hogy C-

terminális elemet (CTE) nem, de N-vég terminális szignálpeptidet (NPP) hordoznak, legfıképp a 

mezofillum sejtekben expresszálódnak, s a további, azonosított klaszterek (II-IV.) tagjaitól 

eltérıen(!) feltételezhetı, hogy valóban az apoplasztba szekretálódnak - H2O2 termelést elısegítı 

funkcióval, indukált sejtfal-appozíciók képzésében is részt vállalva. A feltételezést alátámasztja, 

hogy a cluster I tagjainak jelenléte a lisztharmatfertızésnek csak egy korai szakaszában volt 

jellemzı, és rezisztencia esetén expressziójuk hamar visszafordult a spórafejlıdés letörését 

követıen. Ezzel szemben, a szekvenciálisan a cluster II-IV-be sorolt peroxidázok mindvégig 

erısebben expresszálódtak a fertızés alatt, mely arra utalt, hogy elıbbivel egyezı besorolásuk (III. 

osztály „szekréciós peroxidázok”) ellenére utóbbiak inkább vakuoláris jellegőek és - a ROS károsító 

hatásait H2O2-t lebontó aktivitással mindvégig ellensúlyozva - az optimális intracelluláris redox-

állapotot biztosítják az epidermiszben. 

Az irodalmi adatokat és saját eredményeinket figyelembe véve, izolált peroxidázaink 

indukálhatósága ill. levélrozsdarezisztenciával kapcsolatos relevanciája kapcsán az alábbi 

megjegyzéseket tehetjük: 

Liu és mtsai (2005), génexpressziós vizsgálataik alapján az általuk cluster I-be sorolt hat TmPRX 

génbıl (1-6) csak egy gént, a szekvenciálisan is meglehetısen elkülönülı TmPRX6–ot találták 
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gombafertızéstıl (Erysiphe) függetlenül, a mezofillumban konstitutívan expresszálódónak. A 

diploid ıssel mutatott filogenetikai rokonság ismeretében így – közvetve – feltételezhetı, hogy az 

általunk izolált, TmPRX 1, 2, 3 ill. 6 génnel rokon öt búzafehérje közül az elsı négy (két lúgos és 

két savas jellegő) valóban a PR 9 osztály tagja, ez alól csak a TmPRX 6 gén fehérjéjével ortológ 

búzaprotein lehet kivétel. 

Közvetlenül, azaz a homológ búzaszekvenciák szintjén ezidáig csak a TmPRX 3 génnel homológ, 

jellemzıen gyökérben expresszálódó CAA59485 peroxidáz levélbeni szelektív génexpresszióját 

tudták patogén-, azaz Erysiphe graminis fertızéssel összefüggésbe hozni, ’Biggar’ búzafajtában 

(Båga et al. 1995). Ezzel szemben sem a ’Cheyenne’ gyökerében konstitutívan expresszálódó, s 

szintén a TmPRX3 géntermékével rokon Q05855 esetében, sem a levélben alacsony szinten 

kifejezıdı, TmPRX1 homológ CAA59486 búza peroxidáznál nem látták jelét az eddig vizsgált 

rendszerekben patogén-indukált expressziónak (Hertig et al. 1991, Båga et al. 1995).  

A ’Thatcher’-alapú búzavonalak levélrozsda-fertızésével asszociáltan kapott eredményeink 

azonban arra utalnak, hogy e két izolált búza peroxidáz levélbeni kifejezıdése is lehet patogén-

indukált, s így PR9-ként igazolható – de expressziójukban genotípus-függés állhat fenn. Míg ti. a 

TmPRX3 homológ Q05855 peroxidázt egyértelmően kimutattuk a Lr9 vonal fertızött levelének 

apoplasztjából (12.B ábra/’6’), addig a fogékony ’Thatcher’ alapfajta megfelelı mintájában, azonos 

mérettartományból nekünk sem sikerült igazolni jelenlétét (ld. 12.B ábra/’1x’ – egy 1,3-1,4-

glükanáz). A TmPRX1 homológ CAA59486 búza peroxidáznál is hasonlót tapasztaltunk: fertızött 

Lr9-ben igen (12.B ábra/’3’), Lr1-ben viszont (12.A ábra/’1a,b’) nem találtuk a fehérje nyomát. A 

tömegspekrometriailag még nem elemzett kétdimenziós gélek (11. ábra A vs. B) összevetése 

további támpontot jelenthet a TmPRX1- és a TmPRX2-homológ, savas búza peroxidázok 

stressszválasszal társítható kifejezıdése mellett az Lr9-ben. A fertızés kapcsán a ~30 kDa-os 

mérettartomány savas régiójában megjelenı folt-kettısök elhelyezkedése (12. ábra, b/5 és e/5 

kvadrátok) ugyanis mind töltés (pI: 4.8 ill. 5.8), mind tömeg (Mr: 28 ill. 30 kDa) szempontjából 

feltőnı egyezést mutat a két fehérje érett formájánál számított értékekkel. Ezt a feltételezést a 

jövıben tömegspektrometriás vizsgálatokkal tervezzük igazolni.  

Efféle genotípus-függést apoplasztikus peroxidázok expressziós idızítése és erıssége tekintetében 

Simonetti és mtsai (2009) egészen friss munkájukban is bizonyítottak rezisztens és fogékony 

búzafajták nematódafertızésével összefüggésben. Ráadásul a többszáz EST és genomi klón 

felhasználásával általuk azonosított, s filogenetikai klaszterezéssel 7 eltérı ágba sorolt 20 

apoplasztikus búza peroxidáz között a CAA59486 fehérjével közel (96 %-ban) megegyezı 

szekvenciát is azonosítottak, ami ismét csak az izolált és a feltételezett peroxidázok lehetséges 

eltérését, és az MS-azonosítás adatbázisainak erıteljes hiányosságát bizonyítja. 
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Taumatinszerő proteinek (TLP) 

A taumatinszerő fehérjék PR5 tagjainak antifungális hatása kórokozó és nem patogén gombák 

meglehetısen széles körében érvényesül. Több képviselıjük gátló hatását bizonyították in vitro 

gombák sporulációjában ill. hifanövekedésben, sıt, pl. egyes antrachnózis-rezisztens ’Chardonnay’ 

szılıvonalakban in vivo is (Jayasankar et al. 2003). Egyes tagjaik transzgénikus vagy mutáció alapú 

túltermeltetése különféle gombafertızések tüneteinek késleltetését vagy akár megállítását is képes 

volt elıidézni pl. burgonyában (Liu et al. 1994, Zhu et al. 1996), rizsben (Datta et al. 1999) vagy 

búzában (Duggal et al. 2000, Xing et al. 2008). Gombaellenes hatásmechanizmusuk mikéntjérıl 

mindazonáltal egyelıre még csak feltételezések ismertek. Egyes tagjaik membrán-permeabilizáló 

aktivitását meghatározott gombafajok növekvı hifáival és csírázó spóraival szemben in vitro úton 

már több növényfajból, pl. kukoricából (Roberts és Selitrennikoff 1990), dohányból (Abad et al. 

1996) vagy lenbıl (Anzlovar et al. 1998) izolált PR5 fehérjékkel is igazolták. Térszerkezeti 

jellemzıik és hidegre való érzéketlenségük miatt valószínő, hogy nem klasszikus transzmembrán-

pórusképzı fehérjeként hatnak, hanem valamiféle sejtfelszíni gomba membránképlet felismerése 

útján, közvetett úton vezetnek a membrán permeabilizálódásához (Abad et al. 1996). A PR5 

fehérjecsalád a gombasejtfalra is hathat, legalábbis elıbb taglalt, bizonyítottan permeabilizáló 

tagjaik turgort vesztett, plazmolizált sejteken nem tudtak sikert elérni, egyes, elıbbiekkel csak 

részben egyezı extracelluláris PR5 fehérjékrıl pedig az is kiderült, hogy intenzíven kötıdnek a 

legtöbb gomba sejtfalában elıforduló, nem vízoldékony lineáris 1,3-béta-D-glükánokhoz, ill. 

azokkal szemben glükanáz-aktivitást is kifejtenek (Wessels és Sietsma 1981, Trudel et al. 1998, 

Osmond et al. 1998, 2001 ill. Grenier et al. 1999). 

A mintáink proteomikai azonosítása során talált árpa homológok egy részét (TLP7, TLP8) csírázó 

árpából, Drechslera teres patogén gomba fertızésével asszociáltan publikálták, továbbá az említett, 

rokon búza TLP izoforma antifungális aktivitását a hópenész, Microdochium nivale fertızés 

kapcsán írták le ıszi búzában (Kuwabara et al. 2002). Elıbbiekkel való homológia alapján, továbbá 

a levélrozsda-hausztórium 1,3-béta-glükán tartalmú összetételének ismeretében várható, hogy a Lr9 

fertızött minták apoplasztjából izolált taumatinszerő búzafehérjéink az adott kölcsönhatásban is 

érdemi antifungális tagjai a PR5 fehérjecsaládnak. 

 

PR4 fehérjék 

A fertızött Lr9 vonal apoplasztjában azonosított legalább négy, funkcionálisan a PR3 kitinázokkal 

rokon, de doménszerkezetük alapján a kitin-analógokat gyengén kötı Barwin szupercsaládba sorolt, 
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fehérje közül a wheatwin-1 és -2 proteinek (másnéven PR 4a, 4b) antifungális hatását Botrytis 

cinerea (szürkepenész) valamint Fusarium culmorum ill. F. graminearum búzára specifikus 1 és 2 

csoportjával szemben Caruso és mtsai már bizonyították (1996). Levélrozsda kapcsán indukálódó 

expressziójukra azonban ezidáig nem találtunk irodalmi adatot. 

 

Extracelluláris lipázok 

Az extracelluláris növényi lipázok gomba elleni védekezésben gyakorolt szerepérıl még nem sokat 

tudunk. Az általunk Lr9/Tc búzavonalban feltételezett lipáz szekvenciával rokon, szintén GDSL-

szerő, de Arabidopsis sejttenyészetének felülúszójából izolált (GLIP1-7) és a vizsgálatok alapján 

etilénfüggı szekretált lipáz-csoportról Oh és mtsai (2005) kimutatták, hogy mind közvetve, mind 

pedig már a gombaspóra csírázását is gátolva hatékonyan segítik a növényt a nektrotróf típusú, de 

hiperszenzitív reakciót is kiváltó Alternaria brassicicola fertızésével szemben. A stressz-indukált 

lipázok gyenge adatbázis-képviselete miatt különösen örvendetes, hogy épp virulens és avirulens 

rozsdagombatörzsekre mutatott stresszválasz kapcsán izoláltak nemrégiben egy megváltozott 

expressziójú GDSL-szerő lipázfehérjét Phaseolus levélbıl (Lee et al. 2009). A szisztematikus, 

többszáz fehérjét felvonultató összehasonlító proteomikai analízisben nevezett fehérje 

kifejezıdését, több más proteinhez hasonlóan a bazális és az R gén közvetítette rezisztencia szoros 

kapcsolatának egyik megnyilvánulásaként értelmezik, lehetséges szerepüket pedig az oxidatívan 

stresszelt membránból esetlegesen kihasított, zsírsav-alapú szignálok képzésével hozzák 

összefüggésbe. További jó hír, hogy egy egészen frissen publikált, épp levélrozsda-fertızött Lr9/Tc-

búzavonalra specifikus SSH cDNS-könyvtár közel száz patogenezis-indukált és eddig szekvenált 

klónja között egy lipáz szintén szerepel (Lasota et al. 2009). 

S, noha lipázok mikrobiális szervezetekbıl való szekréciója közismert és pl. egyes patogén gombák 

támadásában stratégiai szerepet is tulajdonítanak nekik, kevéssé ismert tény, hogy 1983-ban egy 

extracelluláris lipázokkal szemben hatékony, mikrobiális eredető lipáz inhibitort is kimutattak a 

kórokozó Rhizopus microsporus micéliumából (Davranov et al. 1983).  

 

RuBisCO 

A levélrozsda-fertızés kapcsán megnövekedett intenzitású fehérjefoltjaink némelyike egyértelmően 

RuBisCO enzimhez volt köthetı, melynek stresszhez kapcsolódó anyagcsere-változásáról már 

ismertek adatok, azonban az, hogy ez összefügghet-e a fehérje (fragmentumainak) apoplasztban 

való megjelenésével, egyelıre nem tisztázott. 
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Ha, lévén szó biotróf patogénekrıl, eltekintünk a gyengülı membránintegritás lehetıségétıl, és 

pusztán a parazitáló patogének révén megjelenı „zöld szigetekre” koncentrálunk (Király, 2008), 

elképzelhetı, hogy a levélrozsda-fertızés kapcsán is az elıbbi képletekben érvényesülı citokinin 

túlsúly tehetı felelıssé a RuBisCO fehérje (szennyezıdésként az ICF-ben is követhetı), 

megnövekedett expressziójáért, amint azt Plasmodiophora brassicae fertızött Arabidopsis kapcsán 

Devos és mtsai (2006) bizonyították. Egy másik hormoncsoport, a gibberellinek RuBisCO 

mennyiségére gyakorolt pozitív hatását túltermelı transzgénikus citrusfélékben transzkripciós 

szinten (Huerta et al. 2008), szójában pedig fehérje szinten (Yuan és Xu 2001) igazolták. A 

sporuláló képletek kapcsán idıvel sérülı membránintegritás vagy megnövekvı érzékenység pedig a 

késıbbiekben csak kiegészítheti az ICF-növekményt. 

 

M1.2 A kadmiummal kezelt árpában azonosított apoplasztfehérjék  

A kadmium-stresszelt árpa (H. vulgare cv. ’Mandolina’) apoplasztjának proteomikai analízise a 10-

40 kDa régióban általában koncentrációnövekedést mutatott ki, csak némely esetben mutatkozott 

csökkenésre utaló festıdés. Mivel a pillanatfelvétel jellegő gél-alapú proteomikai profilezés csak a 

fehérjék mennyiségének változását detektálja, nem hivatott és elsı közelítésben nem is képes annak 

eldöntésére, hogy az MS-azonosított fehérjék intenzitásában megfigyelt különbségek mibıl 

eredeztethetık. A változások egyaránt adódhatnak az expresszió transzkripciós vagy transzlációs 

szintő szabályzásából vagy a fehérje turn-over változásából, de éppúgy a sejtes 

transzportfolyamatok ill. a szekréció befolyásolásából. Utóbbihoz az extracelluláris fehérjék 

kijutását is befolyásolni képes sejtfalszerkezet módosulásai is hozzájárulhatnak. A poszttranszlációs 

módosítások hatását szintén nem zárhatjuk ki. Emiatt, a változások pontos hátterének és jellegének 

azonosítására, valamint a funkció feltérképezésére a jövıben célszerő további fehérje szintő 

vizsgálatokat (pl. szerológiai / aktivitás assayek) és transzkripciós analíziseket (promóter-analízis, 

RT-qPCR) is bevonni. 

A kadmium-stressz kapcsán növekvı intenzitást mutató, proteomikailag azonosított fehérjék 

lehetséges szerepét szekvenciális rokonságuk és vélhetı funkcionális hasonlóságuk szerinti 

tárgyaljuk. Mivel azonosított fehérjéink többsége, de legalábbis homológjaik a pathogenesis-related 

(PR) családok valamelyikébe sorolható, a PR családok számozása adja a sorrendiséget. 
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PR1 fehérjék 

A PR1 fehérjék abiotikus stresszekkel összefüggésben vállalt szerepe kapcsán tudásunk, ha lehet, 

még gyérebb, mint a biotikus stresszorok kapcsán. Az általunk is azonosított, két közel rokon, 

bázikus, intercelluláris PR1 fehérjét (PRB1-3 és HV-1a) eredetileg szintén árpában, 

lisztharmatfertızéssel (Erysiphe graminis) asszociáltan írták le, különbözı hiperszenzitív reakciót 

mutató, ellenálló és fogékony fajtákban ill. közel izogén vonalakban (Bryngelsson et al. 1994, 

Mouradov et al. 1994). 

Bár a két, konkrét PR1 fehérje kadmium-stresszben gyakorolt szerepérıl, sıt, egyáltalán 

részvételükrıl sincsenek korábbi információink, Sarowar és mtsai (2005) egy paprika eredető, 

szintén bázikus PR1 gén (CABPR1) dohányban való, erıteljes traszgénikus kifejeztetésével 

próbáltak a csoport feltételezhetıen összetett funkciója nyomába eredni. Azt tapasztalták, hogy a 

transzgénikus dohánynövény nemcsak Oomycota (Phytophthora nicotianae) és bakteriális 

támadásokkal szemben (Ralstonia solanacearum, Pseudomonas syringae pv. Tabaci) mutatkozott 

ellenállóbbnak, de nehézfém-stresszre (Cd és Hg) is toleranciát mutatott csíranövénykori és kifejlett 

állapotában egyaránt, amennyiben például levélfelületi visszamaradottság és gyökérfejlıdési 

anomáliák (oldalgyökér- és gyökérszırképzıdés terén) a kezelt nem transzgénikus növényekkel 

szemben esetükben nem jelentkeztek. Az expressziós hangolások finomságát és összetettségét jól 

jellemzi, hogy a beépített PR1 forma expressziós növekedésével párhuzamosan, RT-PCR-rel egy 

savas kitináz gén (PR-Q) és egy, az oxidatív stressz gyengítését és elektrofil konjugátumokat 

méregtelenítı glutation-S-transzferáz expressziójában szintén növekedést tapasztaltak, viszont egy 

másik PR1 (PR-1a), valamint a taumatin gén (PR5) kifejezıdésében, továbbá az aszkorbát-

peroxidázok expressziójában kifejezett gyengülés volt tapasztalható. A CABPR1 túltermeltetése 

kapcsán kialakuló, általános peroxidáz aktivitásban is megfigyelhetı csökkenés különösen abból a 

szempontból érdekes, hogy az említett enzimek az oxidatív stressz leküzdésében, s a reaktív 

szabadgyökök semlegesítésében jelentıs szerepet vállalnak. Mindez arra utalhat, hogy nemcsak pl. 

a nehézfémstressz, hanem a nevezett PR1 fehérje dohánysejtekben való, heterológ kifejeztetése ill. 

túltermelése is felboríthatja a redox-rendszert, amely viszont, a hidrogén-peroxid felgyőlése révén 

szintén maga után vonhatja a biotikus és abiotikus stresszekkel szembeni védettséget – tolerancia 

kialakulása formájában. 

PR2 fehérjék 

A kadmium jelenléte kapcsán általunk azonosított endo-1,3-glükanázok NCBI adatlapjain nem 

találhatóak olyan információk, amelyek arra utalnának, hogy a leírt proteinek stresszelt növényi 

izolátumokból származtak. A glucan endo-1,3-beta-glucosidase GII fehérje prekurzort több 
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egészséges, csírázó fiatal árpafajtában is leírták már (Ballance és Svendsen 1988, Høj et al. 1989), s 

gombanövekedést gátló aktivitását késıbb in vitro assayben igazolták (Leah et al. 1991). 

Transzkriptuma normál élettani körülmények közt a mag érése során csak kis mértékben 

akkumulálódik, majd a csírázást követıen fejezıdik ki nagyobb mennyiségben az aleuronban és a 

csíranövény differenciálódó szöveteiben (Leah et al. 1991), ahol a raktározott szénhidrátok 

mobilizálásában és a preformált védekezésben is segédkezhet. 

Bár azonosított béta-1,3-glükozidázunk funkciója a nehézfém-stressz kapcsán egyelıre nem ismert, 

elképzelhetı, hogy a kadmium-stressz folyamán másodlagosan fellépı dehidratáció (Perfus-

Barbeoch et al. 2002) leküzdésében, pl. glüko-hormon konjugátumok hasításával, fıként a 

glikozilált abszcizinsav-formák felszabadításában és aktivitásának szabályzásában vagy más módon 

is segédkeznek az apoplasztban (Leubner-Metzger és Meins 1999). Ez a béta-glükozidázok több 

abiotikus stresszben is feltételezett szerepét tovább erısítené. Az erre utaló közvetett bizonyítékok 

az alábbiak: 

Az újabban biotikus fertızésekkel is kapcsolatba hozott, de alapvetıen dehidratációs és ozmotikus 

stresszben (pl. só, szárazság, fagy) kulcsszerepet játszó abszcizinsav aktív pooljának szabályzása és 

szervek közti, hosszútávú transzportja többek közt glükohormon-konjugátumok formájában megy 

végbe (Minic 2008, Jiang és Hartung 2008). Az inaktív konjugátumok vizsgálata során Dietz és 

mtsai (2000) árpában azt találták, hogy a gyökérkéregbıl származó, szerkezetileg még csak 

hiányosan ismert ABA-glükozidok közül sókezelés hatására különösen a glükóz-észterek (ABA-

GE) dúsulnak fel a xilemnedvben (Sauter et al. 2002, Hartung és Jeschke 1999). Mennyiségük és 

szabad ABA hormonhoz képesti arányuk azonban a sejtközötti állományba jutva drasztikusan 

lecsökken, mégpedig épp bizonyos szekretált glükanázok hétszeres mennyiségi növekedésével 

egyidejőleg. Dietz munkacsoportja egy ABA-glükozidokra specifikus enzimfrakciót is 

megkülönböztetett a sókezelés kapcsán szekretált glükanázok különbözı hormon-glikozidokkal 

végzett kompetitív aktivitásmérése során. Lee és mtsai (2006) egy citoplazmatikus, 

nagymolekulatömegő glükozidáz (AtBG1) közvetlen szerepét bizonyították az ABA 

mikroszómákból való felszabadulásában, s AtBG1-deficiens Arabidopsis-ban egyebek között 

kiemelt abiotikus stressz-érzékenységet, míg az enzim ektópiás kifejeztetése után széleskörő 

abiotikus stressz-toleranciát figyeltek meg. A citoplazmából izolált AtBG1 enzim szekréciója in 

vivo ugyanakkor egyelıre nem bizonyított, így emiatt is feltételezhetı, hogy egyéb, kis 

molekulatömegő glükozidázok szintén szerepet játszanak az extracelluláris ABA frakció 

aktiválásában (Jiang és Hartung 2008). Ugyan az ABA-glükozidok hasításáért egyelıre elsısorban 

a glüko-hidrolázok I. családját teszik felelıssé (Minic 2008), mindaddig azonban, amíg az ABA-

glükozidokat alkotó konkrét cukorpartnerek, a meghatározó kötéstípusok ill. diverzitásváltozásaik 
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hátterében álló okok feltárásában nem lesz érdemi elırelépés, izolált enzim-szubsztrát komplexek 

hiányában a bizonyítottan indukálódó egyéb glükanázok (s így az azonosított 17. glüko-hidroláz 

családba sorolt endo-1,3-glükanázok) szerepét sem zárhatjuk ki az elıbbi folyamatokban. 

 

Ráadásul az apoplaszt- ill. xilemnedv dehidratációval járó stresszfolyamatokban is jellemzı 

ellúgosodása (Wilkinson és Davies 1997, Wilkinson 1999, Sauter et al. 2002) nemcsak az ABA 

xilembe vándorlását segíti elı anioncsapdaként (Slovik et al. 1995), hanem a stabil, hosszú távú 

szignálként viselkedı ABA-GE (Hartung és Jeschke 1999) hasításában érintett glükozidázok 

apoplasztikus hányada számára is elınyös mőködési körülményeket biztosít, azok közel semleges 

pH optimuma miatt (Hartung et al. 2002). Így az ABA szervezeten belüli felszabadulása, 

szétterjedése és célszervekhez (pl. sztómákhoz) juttatása stresszhelyzetben különösen sikeressé 

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

Eltérı érzékenységú búzafajtákon végzett szárítási kísérletek ugyanakkor esélyessé teszik egyes 

szekretált búza 1,3-1,4-β- és 1,3-β-glükanázok más jellegő, de egyelıre ismeretlen módú 

szerepvállalását is a dehidratáltság leküzdésében. Konno és mtsai (2008) ezen enzimek 

szárazságérzékeny fajtában mutatkozó drasztikus indukciója mellett, a szárítás kapcsán egyes 

sejtfal-poliszacharid összetevık arányának jellemzı változását is tapasztalták, amely a toleráns és 

az érzékeny genotípusban eltérı jellegőnek mutatkozott. 

PR3 fehérjék 

A kadmium-stressz kapcsán általunk azonosított két rokon, savas és bázikus kitináz eredetileg 

szintén Erysiphe graminis fertızéssel asszociáltan jelent meg az NCBI adatbázisban, épp a PR1 

fehérjék kapcsán már említett dán munkacsoport, Bryngelsson és más munkatársai jóvoltából. 

Kadmium-mérgezéssel közvetlen összefüggésben álló, specifikus feladatkörükrıl azonban egyelıre 

nincsen tudomásunk. Kitinázok aktivitásának érdemi növekedését kadmium-stresszelt árpában 

elıbb Metwally és mtsai (2003), majd finomabb felbontásban Békésiová és mtsai (2008) is 

dokumentálták. Utóbbi munkacsoport, nehézfémekkel kezelt két- és egyszikőekben (bab, szójabab 

és borsó, továbbá árpa és kukorica) végzett kitináz-assay-eik részeként, négy, eltérı 

mérettartományba esı (35, 31, 27 és 21 kDa) izoforma-csoportot is elkülönítettek árpa gyökerében, 

amelybıl (a 31 kDa-s típus kivételével) az összes forma indukálódott a tesztelt nehézfémekre (Pb, 

As és Cd). A kivonatban két savas/semleges forma növekvı szerepét aktivitás szinten is sikerült 

igazolniuk. Mindez, saját eredményünk támogatása szempontjából annál is értékesebb, mivel az 

árpa NCBI fehérje adatbázisában 2009-ben fellelhetı közel 40 kitináz linkbıl mindössze négy 

hordozott 26 kDa-s mérető szekvenciát. A publikáció fontosságát jelzi továbbá, hogy több fajban is 
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elsıként dokumentálták egyes kitináz izoformák egy-egy fémionra más nehézfémekénél 

jellemzıbb, specifikus felgyülemlését. Hasonlóan, de HgCl2 kezelés, UV sugárzás és egy 

vírusfertızés (A1MV) hatásának összevetésével Margis-Pinhero és mtsai (1993) már kimutattak 

nehézfémre (Hg2+) specifikusabban vagy legalábbis más idıkinetikával indukálódó kitináz 

izoformát bab növényben. 

A kitinázok szekvenciális azonosítása ugyanakkor nehézfémstresszek esetében sem elhanyagolható. 

Az igényt jól mutatja, hogy míg a legtöbb eddig vizsgált növényfajban (így kukoricában, borsóban, 

napraforgóban, árpában vagy babban) fehérje és transzkripciós szinten egyaránt a nehézfémek ill. 

metalloidok (pl. Mn2+, Hg2+, Cd2+) kitináz akkumulációt indukáló ill. expressziójukat növelı hatását 

detektálják (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), más esetben (pl. káposztában) viszont beszámoltak 

már az Ag+ és Cd2+ kitinázaktivitást gátló hatásáról is (Chang et al. 1992). 

A kitinázok lehetséges szerepe mindazonáltal a mai napig nem tisztázott a nehézfémstressz elleni 

védekezésben, annak ellenére, hogy pár éve egy gomba eredető kitinázokat expresszáló, heterológ 

dohányban több biotikus és abiotikus stresszel (köztük kadmiummal és rézzel) szemben is fokozott 

ellenállóképességet bizonyítottak (Dana et al. 2006). 

PR4 fehérjék 

A kitin-kötı, ill. kitináz aktivitású, a PR3 csoporttal szekvenciálisan nem rokonítható Barwin 

fehérje ill. pathogenesis-related 4 protein kapcsán sem ismert nehézfém-stresszel közvetlen 

összefüggést mutató funkció. Elıbbi fehérjét eredetileg sebzéshez, míg utóbbit Erysiphe graminis 

fertızéshet köthetıen írták le, gyenge kitinkötı ill. potenciális lektin aktivitással (Gregersen et al. 

1997, Svensson et al. 1992). A család egyes képviselıinek nehézfém-érzékenységét ugyanakkor 

megerısíti, hogy egy szintén PR4-típusú, ~20 kDa-s fehérjét, a CBP20 proteint Cd- ill. Zn-

kezeléssel is sikerült már fiatal dohánylevélben indukálni a szalicilsavra vagy sebzésre adott 

válaszhoz mérhetı intenzitással (Hensel et al. 1999). 

PR5 fehérjék 

A névadó nyugat-afrikai cserjében, a Thaumatococcus daniellii-ben leírt, intenzíven édes 

taumatinokkal (Van der Wel és Loeve 1972) szekvenciálisan homológ, de szerkezetileg 

meglehetısen diverz csoportot alkotó, idıközben állatokban is azonosított taumatinszerő fehérjék 

(TLP-k) a PR5 fehérjecsalád képviselıiként közismertek (5. táblázat). Részt vehetnek az abiotikus 

stresszválaszban is, pl. dohányban, fokozatos sózás hatására ill. abszcizinsavra ozmotin 

felgyülemlését tapasztalták (Singh et al. 1989), de konkrét hatásmechanizmusukról, amely 
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vélhetıen igen szerteágazó, máig nem sokat tudunk. Szekvenciális alapon az emésztést gátló, alfa-

amiláz inhibitorok egy ágát (Franco et al. 2002), valamint a normál anyagcserében és számos 

stresszfolyamatban is közremőködı glutation-S-transzferáz szupercsalád számos tagját is gyakran a 

taumatinszerő fehérjék közé sorolják (Rebmann et al. 1991a, Mauch és Dudler 1993, Marrs 1996).  

Arról, hogy az általunk is azonosított, szekretált taumatinszerő fehérjék (Barperm1, TLP7, TLP8 ill. 

antifungal protein R), melyeket eredetileg csírázó árpából, Drechslera teres patogén gomba 

fertızésével asszociáltan ill. Trichoderma viridae és Candida albicans gombák növekedését gátló, 

antifungális szerepkörben írtak le (Reiss és Horstmann 2001, Hejgaard et al. 1991), miként 

vehetnek részt az árpa kadmium-kezelésére adott stresszválaszában, csupán a szekvenciákra 

alapozva elıbbiek miatt nehéz nyilatkozni. Egyrészt elképzelhetı, hogy ténylegesen abiotikus 

stresszre specializálódott, s a nehézfémek konjugálásában akár közvetlenül hatékony, TLP 

izoformák indukcióját tapasztaljuk, melyek funkcionálisan is különbözhetnek a biotikus válaszban, 

ill. a normál anyagcsere-folyamatokban közremőködık formáktól. Ennek lehetıségét Mauch és 

Dudler (1993), egyes búza GST-izoformák eltérı kereszthibridizációs foka, szerológiai jellemzıi, 

indukálhatósága és szubsztrát-specificitása szintjén már több mint 15 éve felvetették. Sappl és mtsai 

(2004), széleskörő fehérje-expressziós vizsgálatokat végezve eltérı szalicilsav-indukálhatóságot 

mutattak ki a GST-szupercsalád növényspecifikus és szekvenciális alapon elkülönülı (phi és tau) 

osztályai között. A specifikus indukálhatóság mélyebb fokát jól jellemzi, hogy az Arabidopsis-ban 

eddig ismert, több mint félszáz GST-bıl, Sarry és mtsai (2006) sejtkultúrában, valamint Roth és 

mtsai (2006) gyökér proteomájában kadmium hatására épp azt a két ill. három, amúgy phi osztályba 

tartozó GST-t azonosították transzkripciós illetve proteomikai úton, amelyeket pár évvel korábban 

Cu2+ kezelés kapcsán is leírtak a csíranövény szintjén (Smith et al. 2004).  

A különbözı sejtes térrészekben lokalizált, a citoszól mellett peroxiszómából, sejtmagból, 

apoplasztból is izolált GST-k (Flury et al. 1996, Edwards és Dixon 2005, Dixon et al. 2009) 

szerteágazó, s szekvenciából egyelıre nehezen becsülhetı szubsztrát-specificitása mögött többféle 

mechanizmus állhat. Marrs és Walbot (1997), kukoricában egy kifejezetten kadmiumstresszre 

érzékeny, 5’ alternatív transzkripciós starthelyet azonosított az ún. Bronze2 GST génnél, amely 

normál körülmények közt az antocián-bioszintézis utolsó lépcsıfokát katalizálja és 

konjugátumainak vakuólumba juttatását készíti elı. A normál transzkriptumnál ~200 bp-ral 

hosszabb, extrém hatékonysággal átíródó és jelentıs mennyiségben felgyőlı, de egyéb kezelésekre 

nem érzékeny mRNS alapján egy nehézfém-stresszre specifikus, egyelıre ismeretlen funkciójú, s az 

eredeti GST-aktivitást (az antocián-konjugálást) nem mutató fehérjeváltozat jelenlétét 

valószínősítik. Emellett alternatív RNS-érési folyamatoknak, illetve különösen a foszforiláltság 
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szintjén mutatkozó, poszttranszlációs módosulásoknak és az alegységek kombinálódásának is lehet 

szerepe egy adott GST funkciójának meghatározásában (Sappl et al. 2004, Moons 2005).  

A nehézfém-specifikus, intercelluláris TLP-k funkciójának tisztázása egyelıre nehézkesen halad. 

Tehénborsó mangán-mérgezésre adott szekréciós válasza során Fecht-Christoffers és mtsai (2003) 

egyebek mellett egy olyan, taumatinszerő fehérjékkel homológ, apoplasztikus fehérjét 

azonosítottak, amely (gvajakol-)peroxidáz aktivitást mutatott. Ez az információ azonban 

nyilvánvalóan nem elegendı a konkrét funkcionális jellemzéshez. Az Oryza genomjának 

ismeretében, illetve a géntechnológia, valamint a szélesebb értelemben vett proteomikai 

technológiák fejlıdésével azonban mára adott volna a lehetıség, hogy a rizs Cu2+- illetve Cd2+-

stressze kapcsán korábban azonosított taumatinszerő fehérjék ill. glutation-transzferázok (Rakwal et 

al. 1999, Hajduch et al. 2001) lokalizációját egyértelmően bizonyítsuk és esetleges partnereiket is 

feltérképezzük, akár tag-elt fúziós proteinek vagy natív in vitro / in vivo interakciós rendszerek 

alkalmazásával. Feltétlenül mérlegelendı, hogy apoplasztikus TLP indukciónk hátterében nemcsak 

egy kadmium-indukált, a nehézfémekre specifikus reakció állhat, hanem a Cd-által kiváltott 

szélesebb és általánosabb jellegő oxidatív stresszválasz is. Ekkor a szekretált TLP fehérjék pl. 

antioxidánsként vagy más módon is hasznosulhatnak. 

PR17 (ill. BSP) fehérjék 

A korábban bázikus jellegő szekréciós proteineknek (BSP) titulált fehérjéket, WAS 1-12 néven 

eredetileg abszcizinsav indukcióval összefüggésben, búza sejtszuszpenzióból izolálták Kuwabara és 

mtsai (1999). A növényi védekezésben szereplı, de meglehetısen szerteágazó eredető fehérjék közt 

voltak taumatinszerőek (pl. WAS3), de olyan szekvenciák is (pl. WAS2), amelyek egy, 

benzothiadiazol (BTH) indukálta SAR-ral összefüggésben indukálódó fehérjével (pl. WCI-5) 

mutattak közelebbi rokonságot. Ezt az utóbbi csoportot a késıbbiekben PR17 család néven illették, 

amely idıvel több rokon fehérjével bıvült. Ide tartozik elsıként pl. a dohány NtPRp267 (Okushima 

et al. 2000), a búza WCI-5 (Görlach et al. 1996), és az árpa HvPR-17a,b ill. c (Christensen et al. 

2002). Utóbbiakat szintén Erysiphe graminis f.sp. hordei (lisztharmat) fertızés kapcsán, és a 

gombainvázió által érintett epidermiszben valamint a mezofillum apoplasztjába szekretáltan 

izolálták. A PR17 fehérjék antimikrobiális hatásának hátterében egyesek proteináz aktivitást 

feltételeznek, mert a család egy jelentıs, konzervatív köre egy eukarióta exopeptidáz (az 

aminopeptidáz N), valamint egy bakteriális endopeptidáz (a termolizin) aktív helyével és peptidkötı 

árkával mutat szembetőnı hasonlóságot (Christensen et al. 2002). Nehézfém-stresszben betöltött 

szerepükrıl, vagy legalábbis megjelenésükrıl egyelıre nincsenek adataink. 
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RuBisCO 

Az árpa kadmium-stressze esetében a vizsgált, csökkent intenzitású apoplaszt-fehérjefoltokat 

RuBisCO-val társította az MS-analízisünk. A RuBisCO alegységeinek negatív szabályzása több 

szinten is megvalósul olyan stresszek esetében, amelyek jazmonát (JA) közvetítette jelátviteli 

útvonalakat is érintenek: az eddigi eredmények alapján megváltozott transzkripciós reguláció 

(putatív G-box motívum ill. egy alternatív, hosszabb, hibás mRNS-variáns révén), ko- és 

poszttranszlációs változások , valamint csökkent aktiváció és intenzívebb lebontás is fennállhat 

(Reinbothe et al. 1994). Abszcizinsav és szárazságstressz is a jazmonsav okozta válaszhoz hasonló 

repressziót okozott (Reinbothe et al. 1992, Vu et al. 1999). Több jel utal arra ugyanakkor, hogy az 

öregedés és az oxidatív stressz kapcsán korábban leírt RuBisCO degradáció (Makino et al. 1984, 

Desimone et al. 1996, Ishida et al. 1997, 1999) számos abiotikus stresszben, pl. erıs fény, hideg, 

szárazság, elárasztás kapcsán is megfigyelhetı (Nakano et al. 2006, Ali és Komatsu 2006, Ahsan et 

al. 2007a) sıt, végeredményben károsító hatásaik jórésze is épp az oxidatív károsodásra, ill. ezzel 

összefüggésben a programozott sejthalálra vezethetı vissza (Coffeen és Wolpert 2004, Ahsan et al. 

2007a,b). 

Egy nektrotróf gomba (Cochliobolus victoriae) toxinja, a victorin hatására Navarre és Wolpert 

(1999) olyan programozott sejthalál-típust írt le a fertızésre érzékeny zab növényben, amely a 

RuBisCO specifikus proteolízisét indukálja. Zabban Casano és mtsai (1994) fény- és oxidatív 

stressz kapcsán már korábban publikálták egy RuBisCO-ra specifikus proteázt indukcióját a 

kloroplasztiszban. A Coffeen és Wolpert (2004) által detektált, victorin-kezelés vagy hı hatására is 

nagy gyorsasággal az apoplasztba kiválasztott kaszpáz-szerő szerin-proteázok (szaszpázok) 

esetében azonban egy merıben más hatásmechanizmusról van szó: a szaszpázok nem közvetlenül 

felelısek a RuBisCO késıbbi proteolíziséért, inkább processzáló szerepet töltenek be a több 

lépcsıs, számos proteáz részvételével zajló jelátvitel kezdeti fázisában. Curtis és Wolpert (2004) azt 

is bizonyították, hogy a gazdanövény sejtmembránjának szerkezeti érintetlensége még ebben a 

nekrotróf viszonyban is fennáll a RuBisCO proteolízisekor, majd a kondenzálódott, magi DNS 

létraszerő fragmentációjakor, egészen a sejt összeesésének megkezdıdéséig, így a szaszpázok ICF-

ben való korai megjelenése még korántsem a sejtlízisnek, inkább irányított transzportnak 

köszönhetı. 

Mivel pedig jelenleg egyre több bizonyíték győlik arra nézve, hogy a kadmiumstressz maga is 

képes egy oxidatív jellegő, de kaszpáz-szerő proteinek részvételével zajló, programozott sejthalált 

indukálni (Iakimova et al. 2005, 2006), így elképzelhetı, hogy a nehézfém jelenlétével asszociált 

apoptotikus folyamatban szintén az elıbb taglaltakhoz hasonló módon ill. ütemezéssel zajlik a 

RuBisCO fragmentációja és a membránintegritás változása.  
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Összefoglalóan tehát megállapíthatjuk, hogy a szakirodalomban leírt eredmények eddig nem tártak 

fel olyan mechanizmusokat, amelyek a RuBisCO intercellulárisokba való kijutását in vivo 

bizonyítottan lehetıvé tennék. Ezért feltételezzük, hogy e fehérje az intercelluláris folyadékban 

továbbra is izolálási mőtermékként jelenik meg. Az ICF-ben detektálható mennyiségi változások 

hátterében így valószínőleg (elsırendően és közvetlenül) a sejtfal- és a membránszerkezetek 

megváltozása és következésképp eltérı sérülékenysége állhat. Az extracelluláris térbe jutó 

fragmentumok ugyanakkor forrásuk, azaz az adott stressztípus kapcsán potenciálisan szintén 

változó sejten belüli RuBisCO-pool aktuális állapotának lenyomataként is szolgálhatnak. 

 

M1.3 Egészséges búza csíranövényben azonosított apoplasztfehérjék  

 

A növényi sejtfal poliszacharidok bontását végzı, endogén hidrolitikus enzimek 

Alfa-L-arabino(furanozid)áz és béta-D-xilano(piranozid)áz aktivitású proteinek különféle 

izoformáit Holden és Rohringer már 1985-ben azonosították búzában, egészséges, Little Club fajta 

apoplasztjának 2D-térképezése során, in gel (ill. on blot) aktivitás assay révén, s pozicionális 

egyezések miatt már akkor felmerült, hogy kettıs aktivitású képviselıik is létezhetnek - az MS-

analízisre akkoriban azonban még nem volt lehetıség. 

Az általunk [B] foltból izolált búzafehérje (30. ábra) adatbázisban nem szereplı volta miatt árpában, 

homológként azonosított bifunkcionális ARA-I transzkriptumáról Lee és mtsai (2003) késıbb 

kimutatták, hogy leginkább fiatal levélben és gyökérben, továbbá fejlıdı szemtermésben dominál. 

Egy szintén kettıs funkciójú, retek éretlen magjából izolált ARA-I homológról pedig azt is sikerült 

bizonyítani (Kotake et al. 2006), hogy az arabinogalaktán-proteinek (AGP) szénhidrát-tartalmának 

átalakításában segédkezik. 

A növényi sejtfal poliszacharidok bontását végzı endogén hidrolitikus enzimek kutatása mikrobiális 

homológjaikhoz képest meglehetıs késéssel indult meg (Matheson és Saini 1977). A normál sejt 

növekedésében, általánosságban a sejtfal újramodellezésében és megnyúlásában segédkeznek, 

legtöbb esetben szinergista kölcsönhatásban, de akár annak drasztikus lebontásában is képesek 

közremőködni a magcsírázás folyamán (Hirano et al. 1994, Saha 2000, Dornez et al. 2009). 

Az (arabino)xilánok átalakítását végzı enzimeknek különösen a főfélékre jellemzı, pektinszegény 

és csekély xiloglukán tartalmú ún. II. típusú elsıdleges sejtfalszerkezet átalakításában van nagy 

jelentıségük, hiszen esetükben pektinek és a kevert kötéső (1→3),(1→4)-β-D-glukánok (MLG) 
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mellett ez képezi a hemicellulóz túlnyomó hányadát (Carpita 1996, Fincher 2009). 

Hatásmechanizmusukat a 36.A ábrán szemléltetjük. 

 

A. B.  

36. ábra: Az egészséges búza (cv. Chinese Spring) csíranövény apoplasztjában azonosított növényi 
sejtfal módosító enzimtípusok hatásmechanizmusa (az azonosított enzimek keretben 
kiemelve). 

 A) A főfélékre jellemzı, ún. II. típusú elsıdleges sejtfal hemicellulóz frakciójának fı komponensét 
alkotó (glükurono)arabinoxilánok – (G)AX – szerkezete és a degradációjukban közremőködı 
hidrolitikus enzimek támadáspontjai. Az AX gerincét β-(1,4)-kötéső xilózok homopolimer láncolata 
adja, amelyek oldalláncként a C(O)-2 és/vagy C(O)-3 pozícióban arabinózzal egészülhetnek ki, az 
arabinózokat pedig C(O)-5 szénatomjukon a ferulasav észteresítheti, amely oxidatív dimerizálódás révén 
egyéb AX láncokkal vagy éppen ligninnel is keresztkötést alakíthat ki. (Továbbá – az ábrán nem jelölt 
módon – a xilán váz C(0)-2-atomjain α-D-glükuronsav vagy 4-O-metilésztere is lehet szubsztituens → 
innen a GAX elnevezés, valamint szintén gyakori a xilozil OH-maradékok acetilálódása). Az endo-β-(1,4)-
D-xilanázok (EC 3.2.1.8) a xilán gerinc belsejében bontanak, míg a β-D-xilozidázok (EC 3.2.1.37) a kisebb 
xilo-oligoszacharidok nem redukáló végérıl (a kötések C(0)-4 vége felıl) hasítanak le xilóz monomereket. 
Az α-L-arabinofuranozidázok (EC 3.2.1.55) az arabinóz szubsztituenseket távolják el a xilán vázról, a 
ferulát-észterázok (EC 3.1.1.73) pedig utóbbiról szabadítanak fel ferulasavat. (Az ábrán nem jelölt 
glükuronsavat α-glükuronidázok (EC 3.2.1), az OAc-csoportokat pedig acetil(-xilán)-észterázok (EC 
3.1.1.6) képesek lehasítani a xilán-vázról).  

  (Forrás: http://www.challenge.com.cn/english/uploadfile/200710/2006124111740722.jpg, továbbá 
Srinivasan és Rele 1999 ill. Dornez et al. 2009 nyomán, módosítva).  

 B). β-D-galaktozidázok (EC 3.2.1.23) lehetséges szerepe a növényi jelátvitelben. A galaktozidázok, 
többek közt exo- és/vagy endogén arabinofuranozidázok szinergista közremőködésével részlegesen hasítják 
a növényi sejtfalban esszenciális szerepő arabinogalaktán proteinek (AGP) cukorkomponenseit, termékeik 
pedig endogén elicitorként mőködve az intracelluláris jelátvitelt serkenthetik a növény számos normál ill. 
kórélettani folyamatában. 

 (Forrás: Showalter 2001 nyomán, módosítva) 
 

 

A [C1] folt (30. ábra) MS-azonosítása egyértelmően béta-galaktozidáz jelenlétére utalt, de 

búzában nem találtunk homológot. A növényi szövetek béta-galaktozidázai sejtes elıfordulásuk 

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

testekben (Corchete és Guerra 1987), vakuólumban (Nakamura et al. 1984) is kimutatták, de 

szekretált formáik is ismertek. A sejtfalból pl. Pierrot és Van Wielink (1977) ill. Corchete és Guerra 

(1987), az intercelluláris folyadékból Holden és Rohringer elıbb említett munkájukban további, 
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sejtfal hasító glükozidázokkal együtt mutatta ki több, nem glükoprotein izofomájukat (1985), 

Sekimata és mtsai pedig csíranövényben in situ is bizonyította gyakori extracelluláris 

lokalizációjukat (1989). A leváló gyökérsüveg-sejtekhez köthetı, rhizoszférába szekretált formáik 

iránti érdeklıdés kezd ismét megerısödni (Wen et al. 2007, 2008). 

A hasított kötéstípus szerint (pl. béta-2, -4, -3, -6) eltérı specificitással rendelkezhetnek, mely eltérı 

hatásmechanizmusuk és lokalizációjuk révén betöltött funkcióikat is befolyásolja. Lehetséges 

szerepük igen sokféle lehet. Egy, különbözı Arabidopsis szövettípusokban végzett szisztematikus, 

α-fukozidáz, α-xilozidáz, β-galaktozidáz és β-glükozidáz génexpressziós vizsgálat alapján 

feltételezik, hogy a sejtfali xiloglukán oligoszacharid-típusok szövetek közti, ill. fejlıdési 

állapotnak megfelelı eltérı megoszlásáért jelentıs mértékben épp a négyféle glüko-hidroláz típus 

eltérı expressziója lehet a felelıs (Iglesias et al. 2005). 

A béta-galaktozidázok preformált védekezésben felmerült szerepét több analízis is támogatja. 

Sekimata munkacsoportjában (1989), retek csírázó magjából egy olyan, a - leginkább savas vagy 

semleges - növényi galaktozidázok körében ritka, bázikus béta-galaktozidázt izoláltak, amely az 

apoplaszt közegében ideális, pH 4-es optimumot mutat és az általunk izolált búza galaktozidázzal 

méret és töltés alapján kifejezetten rokonítható (MW: 45 kDa denaturált körülmények közt, vs. 60 

kDa gélszőréssel; pI: 8.6-8.8). Az enzim exohidroláz típusú, és szigorú szubsztrát-specificitása 

révén (kizárólag β-1,3- és β-1,6-D-galaktozil maradékok) a sejtfal arabinogalaktán-proteinek (AGP) 

vázára specifikált lehet. Az enzim és szubsztrátjának kolokalizációját ugyan bizonyították, in vivo 

aktivitásmérések azonban még nem állnak rendelkezésre. Mőködésében azonban érdekességnek 

tekinthetı, hogy az izolált, magi és levél eredető AGP-k normál körülmények közt mindaddig 

ellenállóak voltak hatásával szemben, mígnem gomba eredető alfa-L-arabinofuranozidázok 

közremőködése révén hozzáférhetıvé nem váltak nem-redukáló végük felıl, ahol korábban a 3-D-

galaktozil-csoportok az oldalláncokon alfa-L-arabinofuranozil oldalláncokkal voltak elfedve. Az 

ennek köszönhetı, részleges AGP degradálódás fı terméke, a D-galaktóz mellett pl. uronsavat, L-

arabinózt és egyéb, kisebb oligoszacharidokat is detektáltak, amelyek mint endogén elicitorok a 

védekezés beindításában alapvetı szerepet játszhatnak (36.B ábra; Hirano et al. 1994, Etzler 1998, 

Showalter 2001, Hawes et al. 2007). Béta-galaktozidázok hasonló, de az AGP-k szénhidrát 

komponenseit saját arabinofuranozidázokkal közremőködésben hidrolizáló aktivitása pl. spenótban 

már közel másfél évtizede ismert (Hirano et al. 1994). 
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Antimikrobiális és herbivorok elleni, preformált védelem lehetséges szereplıi  

Az azonosított fehérjék második köre az elsırendően a patogén mikroorganizmusok ill. egyéb, pl. 

rágó kártevık elleni közvetlen aktivitású, vélhetıen a preformált védekezésben szereplı fehérjéket 

foglalja magába. Ezek közt leggyakrabban inhibitorok illetve a növényi védekezést stimuláló, ún. 

exogén elicitor-képzı fehérjék és PR-proteinek homológjai szerepelnek: 

Az [Ex] foltból (30. ábra) elsı közelítésben homológia alapján azonosított, Ary és mtsai által egy 

rokon vadgabonafélében, a Jób könnyében (Coix lacrima-jobi) leírt (1989), kettıs funkciójú alfa-

amiláz/endokitináz részlegesen megszekvenált fehérje több szempontból is különleges. Egyrészt, a 

rovar eredető nyál alfa-amilázok gátlásával a rágó kártevık emésztését nehezítheti, amely hosszabb 

távon a herbivor elkerülı magatartásához is vezethet. Másrészt, endokitináz aktivitása (kitináz I. 

osztály) révén egyes gombapatogének kitin tartalmú hifáinak és spórafalainak megbontásával, a 

kórokozó közvetlen gátlásán kívül növényi érzékelésüket segítı, exogén elicitorokat képes 

létrehozni. A szekvencia-hiányosságok miatt azonban még kérdéses, hogy búzafehérjénk valóban e 

proteinnek feleltethetı-e meg a legjobban, vagy egy egyszerőbb felépítéső, csupán endokitináz 

aktivitású fehérjét izoláltunk – az izoforma preformált védelemben mindenesetre így is egyértelmő 

szerepet tölthet be. 

Az azonosított búza endo-1,3-béta-D-glükanáz(ok) (30.ábra/[P2] folt) stressz elleni védekezésben 

és számos normál élettani folyamatban betölthetı szerepeire az Irodalmi áttekintés fejezet 2.3.1.1 

pontjában már részletesen kitértünk. A fiatal, fejlıdı vegetatív szervekben a preformált 

védekezésen túl, normál élettani funkcióik közt pl. a sejtosztódás és sejtfal morfogenezis 

szabályozása és – az apoplaszt szempontjából kevéssé relevánsan – a floem-differenciálódás és -

áramlás befolyásolása (kallóz-dugók kialakítása és lebontása) is számon tartott. Mivel pedig a 

vizsgált apoplasztfehérjéink fiatal csíranövénybıl származtak, az azonosított béta-1,3-gükanáz(ok) 

az árpa csírázásában már megismert módon még az endospermiumból származó szénhidrátok 

elhúzódó mobilizálásában is szerepet játszhat(nak) (Fincher és Stone 1993). 

A kimutatott (1,3;1,4)-béta-glükanáz búzafehérje (30. ábra/[F5] folt) transzkriptumát eredetileg 

egészséges csírázó ’Millewa’ búzafajta géntérképezése során azonosították (Lai et al. 1993), de a 

fogékony ’Thatcher’ búzafajta apoplasztjában is épp e proteinnek vagy közeli homológjának 

indukcióját bizonyíthattuk a levélrozsdafertızéssel összefüggésben (12.B ábra/’1x’). A környezeti 

változásokra szerkezetileg meglehetısen érzékeny endoglükanáz csoport tagjai a növekvı sejtek 

elsıdleges sejtfalában cellulózzal és egyéb nem cellulóz oligoszacharidokkal szorosan asszociált, 

rendezett szervezıdéső (1→3;1→4)-glükánok 1,4-kötéseinek bontására, továbbá a xiloglukánok 
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specifikus hasítására is képesek (Stewart et al. 2001, Minic és Jouanin 2006). Így nemcsak a főféle 

egyszikőek sejtfal degradációjában és vegetatív szöveteik megnyúlásában, hanem kétszikő 

csíranövények növekvı sejtfalában is különösen nagy mennyiségben vannak jelen (Høj és Fincher 

1995, Cosgrove 1999). S bár a csírázásban és a növekedésszabályozásban játszott szerepük 

vitathatatlan (Meikle et al. 1994), egyes képviselıik közremőködését már pl. gombafertızés és 

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

Az MS-azonosítás során nyert és az adatbázis-adatokból nyilvánvaló volt, hogy búzánál az MS-

azonosítás ill. fehérje-szintő annotáció nem lesz problémamentes. Az alábbiakban két végletet 

szeretnék bemutatni: 

Ismeretlen szerepkörő proteinek  

A „minimalista oldal” - Az [F1] foltból (30. ábra) izolált, egyelıre ismeretlen búza 

apoplasztfehérjénk árpahomológjának („hipotetikus protein”) funkciójáról nem sokat tudhatunk 

azon kívül, hogy szekvenciája alapján az ún. BSP szupercsalád tagja (növényi, ABA-indukált, 

bázikus szekretált proteinek), és komoly homológiát mutat a legújabban felfedezett PR17 család 

több, szintén árpa PR17c prekurzorának szekvenciájával. Érdekesség, hogy árpában ugyanezen 

hipotetikus protein indukcióját is sikerült, s éppen egy PR17c prekurzorral együtt kimutatnunk 

kadmium-stresszel asszociáltan (vö. 5.2.1 fejezet - 28. ábra/[02] sáv, 29. ábra/[Xc] folt). A PR17 

család szerepkörérıl azonban szintén igen gyér ismeretekkel rendelkezünk, bár tagjainak egy erısen 

konzervált hányada hasonlóságot mutat egy eukarióta exopeptidáz (aminopeptidáz N) ill egy 

bakteriális endopeptidáz (termolizin) aktív helyével és peptidkötı árkával.  

Igazoltan többszörös szerepkörő proteinek  

Az azonosított fehérjék másik végletét egy olyan fehérjénk képviseli, amihez talán a 

kelleténél is több funkciót köthetünk, s épp a bıség zavara okozott jelentıs nehézséget:  

A [G1, G2 és G4] foltból is azonosított ADP-glükóz pirofoszfatáz/foszfodiészteráz aktivitású 

búzafehérjérıl, ill. 3 aminosavban eltérı árpa homológjáról szakirodalmi adatok alapján a cukor-

nukleotidok arányát szabályzó kulcsenzimként beszélhetünk (Rodriguez-Lopez et al. 2001). Egyéb 

funkciói mellett, közvetve az apoplasztban lokalizált formájában sejtfal fenoloid–glikozidok, s így 

preformált védekezésben résztvevı fitoanticipinek (Vermerris és Nicholson 2006) elıállításában is 

közremőködhet (37. ábra).  
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37. ábra: Szekretált ADP-glükóz pirofoszforiláz (8) lehetséges elıkészítı szerepe 
antimikrobiális ill. rovarölı hatású fenol-glikozidok (12), mint anticipinek 
elıállításában, a glikozilálásukban közremőködı cukornukleotidok szabályzása 
révén (Forrás: Böddi 1998) 

A fehérje szekvenciális alapon ugyanakkor az ısi, diverz szerepkörő cupin-szupercsaládba tartozik, 

amelynek béta-redıikbıl hordó formába rendezıdı tagjait jelenleg 18 funkcionális osztályba 

sorolják. Három legfontosabb klasztere egyikét az egy cupin-doménes, több alegységbıl álló, 

extracelluláris germinszerő fehérjék (GLP) alkotják (Khuri et al. 2001, Dunwell et al. 2001, 

2004). 

A GLP-k törzsfejlıdéstanilag és egyben funkcionális alapon 3 ill. 5 további ágra bonthatók (Carter 

és Thornburg 1999). A névadó germin csoportot elsıként csírázó búzában, hıre, peroxidra és 

proteolízisre rezisztens, magi raktározó apoplasztfehérjeként izolálták, oxalát-oxidáz (OxO) és 

szuperoxid-diszmutáz (SOD) aktivitással. Emiatt korábban, a germin jellegeket csak részben mutató 

GLP-ket is elsısorban SOD-ként funkcionáló, így oxidatív stressztıl óvó glikoproteinekként 

tartották számon (Khuri et al. 2001). Mára azonban ismertté vált, hogy többszörös enzimaktivitásuk 

mellett sejtfali mobilitásukat változtató struktúrfehérjeként, sıt receptorként is szerepelhetnek egyes 

képviselıik (Bernier és Berna 2001). A GLP család jelentıségét mutatja, hogy képviselıi az összes 

szervben jelen vannak, és számos normál differenciálódási folyamat mellett (virágzás indukció, 

gyümölcsérés, embriogenezis, magfejlıdés, vízszállító elemek differenciációja, sejtfal szintézis), 

biotikus és abiotikus stresszek során és a bazális rezisztencia kialakításában is lehet szerepük (Berna 

és Bernier 1999, Bernier és Berna 2001, Dunwell et al. 2000, Thordahl-Christensen et al. 1997, 

továbbá Schweitzer et al. 1999, Hurkman és Tanaka 1991, 1996, Vallielian-Bindschedler et al. 



164 

 

1998, Christensen et al. 2004). Így e „mindenes” funkciójú fehérjék egyes tagjaira a patogenezissel 

össszefüggésben PR 15 (germin) és/vagy az oxalát-oxidáz aktivitással nem rendelkezı PR 16 

család (GLP) tagjaiként is hivatkoznak (vö. 5. táblázat). 

Hogy az MS-azonosított, domináns búzafehérjénk melyik csoporttal tart közelebbi rokonságot, arra 

a szekvencia-homológia vizsgálatából, továbbá más fajok 2D-PAGE apoplaszt fehérjemintázatának 

jellegzetességei alapján következtettünk: 

ADP-glükóz pirofoszforiláz fehérjénk az árpában szintén konstitutívan kifejezıdı germin-like 

protein 1-gyel (CAA75907 – Vallelian et al. 1998) és a germin-like protein 2a-val (ABG46233 – 

Zimmermann et al. 2006) volt leginkább rokonítható, amelyek közül utóbbi az egyéb vizsgált 

germin-like ágakat képviselı fehérjéktıl eltérıen csak a megnyúló, 0-10 napos elsı levélre 

specifikusan expresszálódik (Rodriguez-Lopez et al. 2001), cirkadián kontroll alatt áll, és 

hideghatást kivéve a legtöbb környezeti stresszre (patogén támadás, ózon és H2O2 kezelés) 

csökkenést mutat. 

Vizsgálataink során végül két konzervatív régió (B és C box), valamint egy interakciós szerepő 

(KGD/RGD/KGR) motívum KGD-formájának egyértelmő azonosításával sikerül igazolnunk, hogy 

az adatbázis alapján általunk korábban ADP-glükóz pirofoszfatázként kimutatott fehérje a 

germinszerő proteineknek (GLP) is képviselıje. Továbbá, a monomerek töltés és tömegjellege 

alapján valószínő, hogy megegyezik a Segarra és mtsai által (2003) leírt, 66-69 kDa aktív formájú, 

N-glükoprotein jellegő GLP-vel, amely SOD aktivitása mellett szerin-proteáz inhibitor funkcióval 

is bír, s expressziója gombafertızéssel (Septoria tritici) is befolyásolható. 

A KGD-formában szintén kimutatott, s a GLP-k több mint felében (leginkább KGD vagy RGD, 

ritkábban KGE tripeptid alakban) jellemzı motívum egyes állati, extracelluláris sejtadhéziós 

proteinekben is általános, bár ott a motívum RGD-változata a jellemzı (Bernier és Berna 2001). A 

sejtfallal / extracelluláris közeggel alkotott sejtváz interakciók RGD-függı típusának jelenléte 

ugyanakkor növényekben is bizonyított. Úgy tőnik, az RGD-motívum növényi – mikrobiális 

interakciókban is alapvetı jelentıségő, mind szimbiotikus (Swart et al. 1994), mind patogén sejt-

sejtkapcsolatok szabályozásában (Senchou et al. 2004)., habár az ezért felelıs fehérjék közvetlen 

azonosítása még várat magára (Labouré et al. 1999, Barthou et al. 1999). 

Elıbbiek miatt az apoplasztban azonosított fehérjénk relevanciája még inkább megerısíthetı. 
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Végül köszönöm páromnak, hogy meglátta bennem azt, amit egyelıre magam is csak remélni 

merek és elbizonytalanodásaim során is mindvégig kitartott mellettem. 

Munkámat elsısorban családomnak, szüleimnek és bátyámnak ajánlom, akik szeretetükkel 

türelmesen viselték személyiségem a doktoranduszi lét árnyasabb oldala kapcsán is testet öltı 

gyengeségeit, töretlen lelkesedéssel hitték, hogy minden életszakasz értéket hordoz és nem 

utolsósorban bíztak benne, hogy ez is lezárul egyszer – nekik mindenkor hálával tartozom. 

 

 

 


