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BEVEZETES

A mezdgazdasagi novények termesztése soran a nagy hozamot ado, értékes alloma-
nyokat szdmos abiotikus €s biotikus stressztényezd veszélyezteti. Az ellendllo fajtak kisziiré-
sének ¢és a tolerancidra vagy rezisztenciara valdo nemesitésnek elofeltétele, hogy egy kellden
érzékeny modszer alljon rendelkezésiinkre a novényi stresszallapot korai felismeréséhez és a
védekezési folyamatok nyomon kdvetéséhez.

A proteomika a modern rendszerbioldgiai megkozelitéseknek az az dga, amely nagy
felbontasu ¢és pillanatszerti felvételt képes adni egy ¢él6lény azon fehérjéinek Gsszességérdl,
amelyek egy kivalasztott szervben, szovetben vagy sejtben az adott élettani allapotban kifeje-
zO0dnek. A modszer a fehérjemintdzatban fellépd kiilonbségekre alapozva kozvetleniil alkal-
mas arra, hogy azonositsa a megvaltozott mindségii/mennyiségii fehérjéket és rajtuk keresztiil
a kodolo géneket, valamint a valtozas altal potencialisan érintett anyagcsere-folyamatokat.
Kelld referencia birtokdban a valtozas jellegébdl a valtozast eldidézd faktor mibenlétére, a
kivaltott hatas erdsségére €s iddbeli lefolyasara is kovetkeztethetiink.

A novény sejtkdzotti allomdnya, vagyis az apoplaszt a kiilsé kdrnyezet és a protoplaszt
kozti kapcsolatot és hatarvonalat is képviseli, éppen ezért a szdvetek egy specialis, szdmos
normal és korfolyamatban aktivan kdozremiik6do térrészének tekinthetd. Proteomikai analizise
emiatt a novényallomanyok jellemzésének és egészségiigyi sztirésének kivald eszkdzéveé val-

hat, eredményeit pedig molekularis nemesitési folyamatokban is felhasznalhatjuk.

Doktori munkdm soran a biotikus és abiotikus stresszvéalasz kapcsan indukalédo, tovabba a
preformalt védekezésben potencialisan kozremiikodd apoplasztfehérjék proteomikai elemzé-
sét végeztilk kiilonboz6 genotipust, levélrozsda-fertozott illetve egészséges buza, tovabba

kadmium-stresszelt arpa csirandvényeken.

CELKITUZES

Kisérleteim célja a ndvény fehérjemintazataban tiikr6z6do stresszvalasz jellemzése volt, a

novény egy specialisnak tekinthetd szoveti régidjaban, a sejtkdzotti allomanyban.

A. Elséként, a biotikus stresszrezisztencia-kutatasokkal Osszefliggésben arra kerestiik a va-
laszt, hogy mutatnak-e kozel izogén, rezisztens ill. fogékony buzavonalak az apoplaszt fe-
hérjemintazataban kimutathat6 kiilonbséget a buza (7. aestivum L.) termesztett allomanyait
jelentds mértékben veszélyeztetd levélrozsda (Puccinia recondita f.sp. tritici) fertdzést ko-

vetden. Bar a vélasztott, Lrl és Lr9 rezisztenciagéneket hordozd vonalak szant6foldi al-



kalmazhatdsaganak kiilonbségei tapasztalati szinten jol ismertek, a rezisztenciagének jelen-
léte okan modosulo stresszvalaszok pontos mikéntje az érintett gének ill. fehérjéik szintjén
mindeddig nem ismert. A stresszvalaszban résztvevd apoplasztfehérjéket differencial
expresszids proteomikai eljarassal, tomegspektrometriai alapon €s aktivitas vizsgalatokkal
azonositottuk. A feltételezett indukcid megerdsitésére transzkripcids analiziseket végez-
tiink.

B. Abiotikus stresszként a nehézfémszennyezés kiilonbozd formai koziil vilagszinten jelentds
kadmiumstresszt vizsgaltuk, az arpa mérsékelten ellenallé "Mandolina’ fajtajanak csirand-
vényein. Proteomikai analizisiink arra iranyult, hogy tisztdzzuk, azonosithatéak-e a
nehézfémstresszre specifikusan szekretdlodd fehérjék a sejtkozotti allomanyban, vagy a
valtozasok inkabb a kadmiumstressz kapcsan masodlagosan fellépd, altalanosabb jellegii
stresszvalasz fehérjekomponenseivel tarsithatoak.

C. Végil, proteomikai térképezést kezdtiink meg a genetikai allomanyat tekintve a buzafajtak
kozt leginkabb kutatott cv. ’Chinese Spring’ egészséges csirandvényeinek apoplasztjan,
hogy megismerjiik, normal élettani koriilmények kozott milyen feladatkorli fehérjék van-
nak jelen egy korai fejlodési allapott vegetativ szerv, a levél intercelluldrisaiban. A munka
tavolabbi célja, hogy a stresszvalaszok jovobeni katalogizédlasdhoz megfeleld
referenciatérkép létrehozasaval szolgalhassunk.

Vizsgalataink mind a biotikus, mind pedig az abiotikus stresszorhoz kotheté modellrendszer-

ben leginkdbb a stresszfehérjék egy meghatarozott korére, az in. PR (,,pathogenesis-related”,

korfolyamattal 6sszefiiggésbe hozhatd) fehérjék szekretalt formainak expresszidjaban fellépd

valtozasok jellemzésére iranyultak.

ANYAG ES MODSZER

Novényanvyag és mintaelokészités

A buza-levélrozsda (P. recondita f.sp. tritici) fert6zéssel asszocidlt novényi fehérje és
génexpresszio-valtozas vizsgdlatara gazdandvényként a biotrof patogén legtobb rasszara fo-
geékonyan reagdld T. aestivum cv. *Thatcher’ buzafajtat és annak két, kdzel izogén, Lr! illetve
Lr9 rezisztenciagént hordozo buzavonalat valasztottuk. Az Lrl és Lr9 vonalak a levélrozsda
fertézésinkben felhasznalt 43722-es patotipusaval szemben hiperszenzitiv jellegli rezisztenciat
mutatnak, de szabadfoldi koriilmények kozott eltérd foka csirandvénykori ellenalloképességet

biztosithatnak. A Tc és Lr9 magalloméanyt és a mintdk fertézését Dr. Manninger Sandorné



(MTA NKI, Korélettani Osztaly) biztositotta szamunkra, az Lrl-hez pedig, kiegészitd forras-
ként J.A. Kolmer (U.S. Department of Agriculture, ARS - Cereal Disease Laboratory) nagy-
lelkti ajdndékaként jutottunk. A mintavételt a 16 h fény / 8 h sotétperiodus szerint, 20 °C-on
nevelt és 7 napos korukban fert6zott vagy mock-fert6zott csirandvényeken az inokulaciot ko-

vetd fél napon beliil 4tlagosan 2,5 6ranként, majd naponta (1-7. d.p.1.) végeztiik.

A kadmium-kezelés kisérleteit az arpa (H. vulgare L.) egy kétsoros, tavaszi, széles abiotikus
stressztliroképességgel jellemezhetd sorarpa fajtdjan, a GK Mandolinan végeztiik. A magvak
a szegedi Gabonakutaté Nonprofit Kft. taplanszentkereszti Novénynemesité Kutatd Alloma-
sarol szarmaztak. A vizkultiraban (16 h fény / 8 h sotétperidodus szerint, 21 °C-on) nevelt, 10
napos csirandvényeket 0-10-30-100-300 uM CdCl, koncentraci6é tartomanyban végeztiik a
kezelést, a mintavételezést pedig az azt kovetd 1., 4. és 7. napon, a teljes levélallomanyra néz-

ve kiviteleztiik.

Az apoplaszt fehérjék referencia-térképezéséhez a nemzetkdzi buza genomikai vizsgalatokban
az egyik legintenzivebben vizsgalt fajtat, 7. aestivum L. cv. ’Chinese Spring’-et valasztottuk.
A szemtermések Dr. Kovacs Gézatol (MTA MgKI, Gabona Génbank) szarmaztak. Mintainkat
a 14 h fény / 10 h sotétperiddus szerint, 19 °C-on nevelt, egyhetes csiranovények elsd levelei-

bol nyertiik.

Fehérje-szintii vizsgalatok

Intercellularis folyadék (ICF) kivonasa és elokészitése

Az apoplaszt folyadék (intercellularis mosofolyadék, ICF) kinyerése vakuum-infiltralassal
kombinalt centrifugalassal (2000 rpm, 20 min, 4 °C), Rohringer és mtsai (1983) nyoman, mo-
dositva tortént. A gélelekroforézisre és az enzimaktivitds mérésekre szant ICF izolalasara 20
ill. 100 mM Tris-HCI (pH 8.0) és 1 mM PMSF-t tartalmazo6 infiltralo puffereket alkalmaz-
tunk. A kinyert ICF-et 1/100 térfogat aranyban protedz-inhibitor koktéllal egészitettiik ki
(Complete Mini, EDTA-free, Roche). Végiil a -80 °C-os fagyasztds elott a gélelektroforézis
alapanyagaul szolgéldo mintakban 8 M-ra allitottuk be az urea koncentraciot.

crcr

D Quant Kittel (Amersham Biosciences), mig a 10 kD feletti fehérjefrakcio feldusitasat a cent-

rifugalis elven miikddo Icon Concentrator - 9 CO (Pierce) molekulasziirdvel végeztiik.



Proteomikai analizis

Az apoplasztfehérjék elvalasztasara egy- €s kétdimenzids poliakrilamid-gélelektroforézist
valasztottunk. Az egydimenzids, molekulatomeg szerinti szeparalast (20-30 pg fehérje/minta)
redukdlo koriilmények kozt, denaturald, 12,5 %-os Laemmli-féle diszkontinuus rendszerben
végeztiik (Laemmli 1970). A 2D-PAGE els6 fazisaban, a toltés szerinti szeparalashoz az elo-
zetesen koncentralt, 60-120 pg (analitikai) illetve 300 pg Osszfehérje-tartalmua (félpreparativ
analizist célzo) mintak fehérjéit szolubilizaltuk (Rabilloud 1998), majd rehidratalassal egybe-
kotott, passziv mintafelvitelt kovetéen az izoelektromos fokuszalast 3-10 NL immobilizalt
pH-gradienst (IPG) tartalmazo géleken kiviteleztiik Multiphor™ 11 (4P) vagy Ettan IPGphor
I (4P) késziilékekben. A masodik dimenziot megeldzd kétlépcsds ekvilibralas utan (reduka-
las: 1% DTT, alkilalas: 4 % jodacetamid) a proteineket méretiik szerint az egydimenzios elva-
lasztashoz hasonloan, Protean II xi kamraban (Bio-Rad) valasztottuk el. A fehérjéket
kolloidalis Coomassie Brilliant Blue (CBB) G-250 festéssel (Neuhoff er al. 1985), illetve
Shevchenko-féle (1996) eziistfestéssel tettiik lathatova. A gélképeket EPSON Expression
1680 Pro (EPSON) géldokumentéacios rendszerrel rogzitettiik és vizualisan illetve az
ImageMaster™ 2D Platinum v4.9 (Amersham Biosciences) kép-analizdld programmal érté-

keltiik ki.

A tomegspektrometriai azonositasra gélbol kivagott foltok ill. savok analizisét az MTA SZBK
Dr. Medzihradszky Katalin vezette Proteomikai Kutatocsoportjaban Dr. Hunyadi-Gulyas Eva
¢s Dr. Szajli Emilia végezte, PSD-spektrummal megerdsitett MALDI-TOF (Bruker Reflex
III) és LC-MS/MS mérésekkel (Agilent 1100LC XCT Plus IonTrap; Thermo LCQ Fleet LC-
MS/MS ill. Waters LC-ESI-qTOF). A MascotDistiller szoftverrel feldolgozott
tomegspektrometrias adatok lekeresése a MatrixScience és az UCSF ProteinProspector kere-
sOprogramok segitségével zajlott, a szekvencia-osszevetések alapjat az NCBInr €s a SwissProt
adatbazisban, tovabba sziikség esetén a az NCBI dbEST ¢és a TIGR T. aestivum adatbazisaban

végzett homoldgia-lekeresések szolgaltattak.

Enzimaktivitas vizsgalatok

Az enzimaktivitast kolorimetrias eljarasokkal vizsgaltuk. Az endo-1,3-beta-D-gliikozidaz ak-
tivitasat redukalt laminarin (Deanult et al. 1978) szubsztrat felhasznalasaval, egy Dygert és
mtsai (1965) és Zheng €s Wozniak (1997) nyoman tanszékiinkon 10—-600 uM gliikoz tarto-
manyra kidolgozott mikrotiter-rendszerben mértiikk (Kabai 2008). A kolorimetrias

extracellularis kitindz—assayt Wirth €s Wolf (1990) szerint végeztiik.



RNS-szintii vizsgalatok

Nukleinsav izolalas és tisztitas
A teljes RNS kivonasat TRIzol® (/nvitrogen) reagenssel végeztiik, a DNz I enzimmel kezelt

mintakat haromszoros kloroformos extrahalassal tisztitottuk.

RT-PCR

A kisérleteinkben felhasznalt, kozel 30, kiilonb6zd specificitasu (egyes izoformakra vagy na-
gyobb kategoriara tervezett) kitindz €s glilkandz, valamint ubiquitin blaza primereket a Pri-
mer3, az IDT és az OligoCalc programok segitségével terveztiik meg, az NCBI adatbazisabol
valo eldzetes aminosav és nukleotid szekvenciagytijtés alapjan. Az oligo(dT)s—s vagy speci-
fikus primerrel végzett reverz transzkripciot SuperScript™ II ill. III (Invitrogen) enzimmel
végeztik, a gyartd eldirdsa szerint. A DuplaTaq (Zenon-Bio) polimerazzal végzett PCR
templatjai a reverz transzkripcid soran nyert cDNS-ek, vagy a feltart baktériumklonok ill.
azokbol izolalt plazmidok voltak, melyeket az alabbi protokollal amplifikaltunk: 95 °C, 5
min; Tp,-(0,5-2)°C, (30 sec), 72 °C (30 sec)] x 30; 72 °C, 5 min.

PCR-termékek klonozasa

A PCR-termékeket 1 % vagy 2,5 % agar6z gélen valasztottuk el, 1x TBE ill. gélbdl torténd
visszaizolalas esetén 1x TAE futtatd pufferben (Sambrook ef al. 1989). A visszaizolalt minté-
kat klonozo vektorba (pTZS57R/T) ligéltuk, az inszertes plazmid-konstrukciot pedig E. coli
XL1 Blue vagy JM109 kompetens sejtekbe transzformaltuk (Inoue et al. 1990), majd
klénoztuk (Sambrook et al. 1989).

Szekvenciaanalizis

A plazmidba beépiilt inszert nukleotid sorrendjét az MTA Szegedi Biologiai Kdzpontjaban
hataroztak meg (ABI 3100 Genetic Analyzer). A szekvencidkat Chromas Lite v2.01 és Vector
NTI Advance 10 (Invitrogen) szoftverrel analizaltuk.

A c¢DNS-klonok ill. transzkriptumok és a transzlalt vagy tomegspektrometiailag meghataro-
zott aminosavszekvencidk homologia-vizsgalatahoz az NCBI BLAST szoftverét, és a TIGR
novényi EST (TA) adatbazisat hasznaltuk fel. A homologok 0Osszevetését a Vector NTI
Advance 10 szoftverrel és a Jalview 2.4.0.b2 ClustalW programjaval végeztiik.

A proteinek extracellularis lokalizacidjanak igazolasahoz a SignalP 3.0 szerverét alkalmaztuk,
a fehérjék lehetséges N- ¢és O-glikozilacios helyek feltarasahoz pedig a CBS predikcids szer-
vereit (NetNGlyc 1.0 és YinOYang 1.2) valasztottuk.



Torzsfakészités

A szekvencidk illesztése CLUSTALW2 program segitségével tortént, az alapbedllitasok al-
kalmazasaval. Az illesztéseket a MEGA4 programcsomag felhasznalasaval végeztiik, ahol a
filogenetikai fa a Neighbour-Joining metodussal vagy a maximalis parsziménia elvét alkal-
mazva készilt, a nukleotidokat a Kimura-2 paraméter modellel kezeltiik, €s a gap-ek definia-
lasdhoz a pairwise-deletion opciot valasztottuk. Az egyes agak josaganak becslésére 1000

ismétlésbol allo bootstrap analizist végeztiink. Kiilcsoportot nem jeldltiink ki.

EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

A.) A buza levélrozsda elleni stresszvalasz soran indukalt apoplaszt proteinek

A biotikus stresszvalaszt a buza — levélrozsda kdlcsonhatasban analizaltuk, a buza (T.
aestivum) kozel izogén, Lrl és Lr9 rezisztenciagént hordoz6 vonalain, valamint a fogékony
"Thatcher’ alapfajtan. A levélrozsda-fert6zéssel 6sszefliggésben, proteomikai alapon legalabb
7 funkcionalis proteincsoport, koztiik 6 patogenezissel tarsithatd, un. ,,PR” csalad apoplasztba
szekretalodo 24 proteinjét mutattuk ki az eltérd ellendllosagot mutatd *Thatcher’ alapt buza-
vonalak (Tc, Lr1, Lr9) apoplasztjaban. Ezek kozt egyrészt klasszikus, a patogén gombapartner
kiilonféle képleteinek sejtfalhasitasara alkalmas gliikkohidroldz-csoportok szerepeltek, igy a
PR2, azaz a 17. csaladba sorolt gliikohidroldzok A alcsalddjanak endo-1,3-gliikandzai (6t
izoformaval) és egy B alcsaladu endo-1,3-1,4-gliikanaz, tovabba a PR3-tipusu kitindzok I., II.
¢s V. osztalyt izoformai, és a Barwin szupercsaladba sorolt PR4-tipusu kitindzok / kitink6td
fehérjék (harom képviseldvel). Ezek koziil, a PR3-tipusu kitindzok csoportjdban egy II. oszta-
lya kitindz (BAB82471), a PR2 fehérjék kozil pedig egy endo-1,3-gliikanaz
(AAY88778/AAY96422) mindharom vizsgalt genotipusban (Tc, Lr1, Lr9) indukélodik, de a
két rezisztens vonalban (Lrl, Lr9) a Tc-ét6l idoben ill. intenzitasban eltéré megjelenést mutat.
Erdekes ugyanakkor, hogy az endo-1,3-1,4-glikkanazok képviseléjének (ABB96917) indukci-
0jat csak a fogékony Tc genotipus (késdi) valaszara talaltunk jellemzOnek. Az jabb irodalmi
adatok szerint ez a fehérje is hatékony szerepet jatszhat a korokozd gomba elleni védekezés-
ben (Nishizawa et al. 2003, Akiyama et al. 2009).

A kitinazok és gliikkanazok mellett a rezisztenciagént hordoz6 Lrl ill. L9 vonalakban igazol-
tuk az egyelore még nem egészen tisztazott hatasmechanizmusti PR1 csalad megjelenését is

(legalabb két taggal). A PR1 proteinek antifungalis hatasa régota ismert, extracellularis SCP-



doménjiik miatt legiijabban membran- ill. sejtfal-permeabilizalo, endopeptidaz aktivitast tu-
lajdonitanak nekik (Park ez al. 2010).

Az Lr9 vonal apoplasztikus fehérjemintazatanak részletesebb analizise tovabbi fehérjecsala-
dok indukciojat is valoszinlisitette a levélrozsda fertdzéssel osszefliggésben: Négy izoforma
azonositasa utal a hifa- és csirandvekedést egyarant gatlo hatdsu taumatinszerii fehérjék (PRS)
széles korének expresszidjara. E fehérjecsaldd mas képviseldinél az irodalomban kozvetett
sejtmembran permeabilizald képességet (Abad et al. 1996) és a gombasejtfal 1,3-béta-D-
gliikdnjaihoz valo intenziv kotddést, sOt egyes esetekben sejtfal hasitd aktivitast detektéltak
(Osmond et al. 2001, Grenier et al. 1999). Egy tovabbi PR-proteincsalad, a PR9
mezofillumsejtekben kifejez6dd, H,O, termeld tipusu (1. klaszterti - Liu ef al. 2005) szekréci-
0s peroxidazainak megjelenését (6t képviseldvel) is sikeriilt bizonyitanunk, tovabba egy szin-
tén extracellularis, novényi tipusit GDSL-szerli lipdz jelenlétét. Ugyanezen lipaz
transzkriptumanak szekvencidjat egy levélrozsda-fert6zott Lr9/Tc-buzavonalra specifikus
SSH cDNS-konyvtar klonjai kozott €pp az elmult évben hataroztak meg (Lasota et al. 2009).
A ndvényi lipdz enzimcsoport lehetséges védo szerepét a nektrotrof, de hiperszenzitiv reakci-
ot is kivaltani képes Alternaria fertdzte Arabidopsis—ban (Oh et al. 2005) ¢s rozsdafertdzott
Phaseolus-ban (Lee et al. 2009) nemrégiben kezdték feltérképezni. Indukcidjukat a bazalis és
az R gén kozvetitette rezisztencia szoros kapcsolatanak egyik megnyilvanuldsaként értelme-
zik, lehetséges hatasmechanizmusként pedig a sporacsirazas kozvetlen gatlasat és egyéb indi-
rekt hatasokat (pl. az oxidativan stresszelt membranbol kihasitott, zsirsav-természetii jelmole-

kulak képzése) tételeznek fel.

A proteomikailag azonositott PR-csaladok kozil az extracellularis endo-1,3-
gliikanazok (PR2) és kitinazok (PR3 ill. PR4) esetében aktivitasvizsgalatokat is végeztiink
annak felderitésére, hogy ezen enzimek fokozott aktivitdsa hozzajarulhat-e az Lrl és Lr9 vo-
nalak rozsdarezisztencidjanak kialakitdsahoz. Kimutattuk, hogy a fogékony Tc-ben ugyan 1-2
oraval korabban jelentkezik a vizsgalt enzimek aktivitasanak els6 hullama, de mérsékelt szin-
ten marad és 3-4 nap utan megkezdddik a lassu csokkenés €s az alapallapot szintjére valo
visszaeseés. Ezzel szemben a két levélrozsda-rezisztens vonal apoplasztikus enzimaktivitasa
ugyan némi késéssel indukalodik, de atlagosan 3 nappal a fertdzés utdn mar messze megha-
ladja a kozel izogén, fogékony vonalban mért aktivitast, és tartdbsan magasabb szinten is ma-
rad. Eredményeink nem bizonyitjak, hogy a vizsgalt enzimek ténylegesen hozzajarulnak a
rezisztencia kialakitasdhoz, hiszen endo-1,3-gliikanazok és kitindzok mas stresszek hatasara is

indukalodnak. Mivel azonban ezen enzimek képesek a gomba sejtfalanak bontdsara és az



apoplasztban erdteljesen megndvekszik az aktivitasuk, jelenlétiiknek kozvetlen antifungalis
hatasa lehet. A mara ismertté valt, mintegy 60 eltérd levélrozsda-rezisztenciagén valamelyikét
hordozd, kozel izogén buzavonalak kozt a szekretalt glilkandzok és kitindzok kifejezddése
jelentdsen eltériet - nemcsak az alkalmazott, fogékony alapfajtahoz viszonyitva, hanem a
hordozott rezisztenciagén illetve genetikai hattér kombinacidja szerint is. Egyes esetekben az
Lrl- és Lr9-hez hasonlo, erdteljes indukciot irtak le a rezisztens vonalakban, maskor fokozott
konstitutiv expressziot figyeltek meg (Lr35/Tc¢), ismét mas esetekben (Lr29/ és Lr34/Palmiet
vO. Palmiet) viszont a fogékony hattérrel Osszevethetd indukcids aktivitadst detektaltak
(Anguelova et al. 1999, Anguelova-Merhar et al. 2002, Kemp et al. 1999). Ennek alapjan ugy
tinik, hogy bar az emlitett hidroldzok nem mindig jatszanak érdemi szerepet a levélrozsda
elleni rezisztencia kifejlédésében, de erdteljesebben indukalt vagy konstitutiv expresszidjuk

révén kiegészitd jelleggel mégis hozzajarulhatnak a rezisztenciahoz.

A fehérje-szinten kimutatott expresszids valtozasok megerdsitésére és esetleges elté-
ré izoformak indukciojanak feltarasara az érintett, nagyobb gliikkandz és kitinaz csoportok
esetében (GH 17. és 19. csalad) génexpresszids vizsgalatokat is végeztiink a fogékony Tc ill.
az Lr9 rezisztens vonalon. A tomegspektrometriailag azonositott kitindzok és glilkanazok
triptikus peptidjeibdl levezetett, szlikebb vagy szélesebb specificitasu primerekkel néhany
izoforma esetében (Chil - Il. osztalyu; Cht2 / Cht4 - 1V. osztalyu kitinazok; I. és III.
klaszterbe (pl. TaGlb2a) sorolt endo-1,3-gliilkanadzok) a keresett buiza-transzkriptumokat vagy
azok szintén annotalt, koézeli homologjait amplifikdltuk (pl. AB029934, AF112963;
DQO078255/DQ090946 ¢és Y18212, AB244638.2, AB244642.1). Tovabbi klonok
szekvenalasaval az NCBI fehérje-adatbazisban még nem szerepld 4 0j buza kitinaz és 3
gliikanaz izoforma transzkriptumanak jelenlétét is kimutattuk, melyek pontos vagy alig eltérd
megfeleldi a TIGR EST-adatbazisban mar fellelhetdk.

Génexpresszids analiziseink (RT-PCR) megerdsitették és kiegészitették proteomikai eredmé-
nyeinket abban az értelemben, hogy igazoljak: a levélrozsda-fertézés kapcsan indukal6do
stresszvalaszban egyazon fehérjecsalad tobbféle izoformaja is kifejezddik egyidejiileg, mas-
részt a proteomikailag feltart sokféleséget a transzkriptumok analizise tovabb bdviti, néhany
tovabbi, eddig fehérje- vagy érett mRNS-szinten nem ismert génvaridns azonositasaval.
Proteomikai ¢€s transzkripcids vizsgalataink Osszesitésével sikeriilt igazolnunk, hogy a meg-
emelkedett apoplasztikus kitindz és endo-1,3-gliilkandz aktivitashoz az Lr9 rezisztens vonal-

ban a Chil és a TaGlb2b, 2f és 2a gének kifejezddése biztosan hozzajarul.



A genotipusra jellemzd expresszios eltérések bizonyitasait RT-qPCR révén, mig az eltérd
expresszid hatterében allo szabdlyozasi kiilonbségek részleteinek megismerését promoter-
analizissel latjuk megvalodsithatonak. Ennek azonban alapvetd feltétele a potencidlisan
expresszalddo izoformak érdemi elkiilonithetdsége, amit jelenleg a buza adatbazisok kodolo

¢s szabalyz6 szekvencidk terén is fennall6 hidnyossagai nem tesznek lehetove.

B.) A kadmiumstressz kapcsan arpa apoplasztban indukalodé fehérjevalasz

Egy nehézfémre érzékeny arpafajta, a ’"GK Mandolina’ kadmiumstressze (0-300 uM
Cd*") kapcsan a levél intercellularis folyadékanak proteomikai analizise dramai véltozasokat
hozott felszinre az 1- és 2-dimenzids fehérjemintdzat 10-40 kDa régiojaban. Eddigi
tomegspektrometriai  (MS) eredményeink alapjan, melyben 6 kiilonféle, eredendden
patogenezissel Osszefliggésben leirt fehérjecsalad kiilonb6zd izoformait azonositottuk, ugy
tiinik, hogy a Cd*" 4ltal kivaltott védekezési reakcionak az apoplasztban egy altalanos jellegii
stresszvalasz is részese. Ennek megfelelden, a kadmium-stresszelt arpa sejtkozotti allomany-
ban bizonyos PR1 proteinek, tovabba két 1,3-gliikanaz (PR2), kitindzok (PR3, PR4) és kiilo-
ndsen nagy szamban taumatinszeri (PRS) fehérjék intenzitasndvekedését sikeriilt kimutat-
nunk, valamint egy a PR17 csaladdba tartozo €s egy ezzel homoldg, a bazikus szekretalt prote-
inek (BSP) korébe sorolt hipotetikus fehérjét. A szakirodalom alapjan varhato, indukal6do
peroxidazok (PR9) kiilonboz6 szekretalt valfajai nem szerepeltek az eddig analizalt mintak
kozott.
Az utobbi két évtized jelatviteli kutatisainak és kiilondsen az elmult par év stresszszignal-
interakciokat érintd, mélyebb analiziseinek tiikrében gy tiinik, bizonyos PR fehérjék megle-
hetdsen sztereotipnak tlind indukalodasa a nehézfémstresszekre is jellemzo, €s az is elképzel-
hetd, hogy a nevezett fehérjéknek valdban relevans €s az eredetinél komplexebb helyiik lehet
a védekezésben. Par éve igazoltak, hogy egy paprika PR1 fehérje, tovabba egy gomba PR3
kitinaz heterolog tultermeltetése dohanyban (Sarowar et al. 2005, Dana et al. 2006) széles
spektrumi biotikus ¢és abiotikus védettséghez, tobbek kozt jelentds nehézfém-tolerancidhoz
(Cd*" és Hg™'- illetve Cd*" és Cu®) vezet. A kutatocsoport a jelenség hatterében leginkabb a
CABPRI taltermeltetésével feltételezetten egylitt jarod, nehézfémstresszben is jellemzod felbo-
rult redoxi-homeosztazist, s az igy felgylilé hidrogén-peroxid védo hatasat valoszinlisitette. A
mi kisérleteinkben azonositott béta-1,3-gliikozidaz kapcsan szintén elképzelhetd, hogy a PR2-
csoport egyes képviseldi a kadmiumstressz folyaman masodlagosan fellépd dehidratacio le-

kiizdésében, pl. a glikozilalt abszcizinsav-forméak felszabaditasaval vagy mas modon is se-



gédkeznek az apoplasztban, bar az ABA-gliikkozidok hasitasdért ma elsdsorban a gliiko-
hidroldzok I. csaladjat teszik feleléssé (Perfus-Barbeoch et al. 2002, Leubner-Metzger ¢és
Meins 1999, Minic 2008).

Kisérleteinkben az alacsony ionerénél kivonhatd apoplaszt proteineket vizsgaltuk. Amennyi-
ben az apoplasztban kifejezetten kadmiumra specifikus valtozasokat szeretnénk detektalni, a
sejtfalhoz szorosabban k6t6do fehérjefrakciot sem hagyhatjuk ki az elemzésbdl. Annal is in-
kabb, mert szamos publikacid tantskodik egyes nehézfémek sejtfal-sejtmembran rigiditasara
vagy bizonyos szekretalt fehérjék adszorbedlodasara gyakorolt hatdsarol (pl. Hirano et al.
1994, Lagrimini ef al. 1997 ill. Kataoka et al. 2003, Scheel et al. 2008). A kadmium- ill. ne-
hézfém-specifikusan indukalodo stresszfehérjék kutatasat célszerti volna a jovoben a gyokeér

apoplaszt €és az exudatumok elemzésére is kiterjeszteni.

C.) Kisérletek buiza apoplaszt referenciatérkép készitéséhez

A stresszfaktorok hatasdnak megbizhato proteomikai kimutatdsahoz elengedhetetlen a
referenciatérképek elkészitése. Ezért kezdtiink referencia-apoplaszt fehérjetérképezésbe a
nemzetkdzi genetikai €s genomikai kutatasokban a buzafajtak kozt leginkabb preferalt cv.
’Chinese Spring’ egészséges csirandvényein. A kétdimenzios fehérjemintazatbol izolalt min-
tak MS-analizise 21-b6l 11 folt esetében vezetett relevans eredményre, azaz 9, elismerten
intercellularis bliza vagy rokonsagi korébdl szarmazo, homolog fehérje azonositasara:

Koztiikk funkcionalis csoportokat alkotva, a ndvényi sejtfalszerkezet atalakitasaban
kozremiikodo fehérjék korében bizonyitottuk egy arabinoxildn-arabinofuranohidrolaz (AXAH
II, ~AAK21880), egy béta-D-xilozidaz (~ABA92796) és egy, az eldbbi két funkcidt egyesitd
izoenzim (ARA I, ~AAK38481) jelenlétét. Ezeknek az enzimeknek kiilonosen a fiifélekre
jellemzd, pektinszegény €s csekély xiloglukan tartalma, un. II. tipust elsédleges sejtfalszer-
kezet atalakitasaban van nagy jelentdségiik (Dornez ef al. 2009), mert ott az (arabino)xildnok
képezik a pektinek és a kevert kotésti (1—3),(1—4)-B-D-glukanok mellett a hemicelluloz
talnyomé hanyadat (Carpita 1996, Fincher 2009). Az azonositott (1,3;1,4)-béta-gliikkanaz (fel-
tehetden CAA80493) csirazasban és a ndvekedésszabalyozasban jatszott szerepe a fejlodo
vegetativ szovet megnyulo sejtjeiben szintén bizonyitott (Meikle e al. 1994). Az ARA 1 és
egy szekretalt béta-galaktozidaz (BG904072%*) képében pedig egyben olyan enzimeket is azo-
nositottunk, amelyek a ndovényi sejtfalban esszencidlis szerepli arabinogalaktan proteinek
(AGP) cukorkomponenseinek részleges, specifikus hasitdsa esetén akar endogén

elicitorképzdként is funkcionalhatnak (Etzler 1998), s igy az intracellularis novényi jelatvitelt
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serkenthetik normadl ill. korélettani folyamatokban (Hirano et al. 1994, Showalter 2001,
Hawes et al. 2007).

Egy masik csoportot alkot a novény preformalt védekezésében a mikrobialis
patogének vagy ragd kartevok ellen kozvetleniil bevethetd fehérjék kore, egy vad gabonafélé-
bol izolalt, kettds funkcidji rovar alfa-amilaz inhibitor / endokitinaz proteinnel (P15326) ho-
molog buzafehérje, valamint egy — az Lr9 vonal stresszvalaszaban levélrozsdafertézés kap-
csan mar azonositott — endo-1,3-gliikanaz (CAI64809) enzim formajaban.

Elobbiek mellett igazoltuk egy, a PR17 csalad képviselével homolog, s a kadmiummal
kezelt arpa apoplasztjaban indukalt fehérjével (CAA74594) rokon buzaprotein kifejezodését.

Végiil, a csirandvény stddium kétdimenzids apoplaszt fehérjemintazatanak legdomi-
nansabb, harmas foltcsoportjaként egy normal és korélettani vonatkozasban is érdekes prote-
int azonositottunk (CAC85479). Ez a fehérje ADP-gliikoz-pirofoszfataz/foszfodiészteraz ak-
tivitasa révén az apoplasztban pl. fenoloid anticipinek glikozilalasat is eldsegitheti (Vermerris
¢és Nicholson 2007). Részletes tomegspektrometriai analizissel igazolni tudtuk, hogy a protein
- két konzervativ régidja (B és C) és egy sejtadhézioban szerepet jatsz6 KGD motivuma alap-
jan - a multifunkcids germinszer(i proteinekhez (GLP) sorolhato, s igy potencidlisan a PR16

csalad képviseldje (Bernier €s Berna 2001).

KITEKINTES

A biotikus ill. abiotikus stresszvalaszban kézremiikoddé apoplaszt fehérjék felderitését célzo
proteomikai kutatdsaink vonatkozasdban eredményeink azt jelzik, hogy nemcsak patogén fer-
tézések, de nehézfém-stressz is képes olyan jelatviteli utvonalakat aktivalni, amelyek a PR-
fehérjék sztereotipnak tiind kifejez6dés€hez vezetnek. Ezen tilmenden, egészséges ndvények
allando jelleggel is szekretalhatnak olyan fehérjéket, amelyek (vagy kdzvetlen rokonaik) egy

potencialis stresszfaktor fellépésekor védd szereppel birnak.

Els6 kozelitésben akar ugy tlinhet, hogy a tobb ponton is atfedd abiotikus és biotikus stressz-
jelatviteli utvonalakra alapozva, a keresztrezisztencia reményében akar mesterséges uton is
célszerli megkisérelni a novény altalanos védelmi szintjének tartés megemelését (Jonak et al.
2004, Maksymiec 2007, Poschenrieder et al. 2006). Ezt az utat azért nem tartom jarhatonak,
mert még ha el is tekintiink a névényegyedre nézve hosszabb tdvon érvényesiild, esetlegesen
karos mellékhatasoktol (pl. csokkend novekedési és magprodukcids rata, oregedési folyama-

tok eldtérbe keriilése stb. - Heil ef al. 2000, Iakimova et al. 2006, Maksymiec 2007, Van
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Hulten et al. 2006), a PR-fehérjék széles korére jellemzd antinutritiv €s allergén potenciallal

feltétleniil szamolnunk kell.

Az egyes PR-proteineknek tobb allélja és izoformaja létezik, ami kisérleteinkben is megnehe-

zitette a pontos azonositast. A hasonld vagy akar megegyezd funkciot ellatdé PR izoformak

expresszidjanak eltérései érdemben befolyasolhatjak a védekezési valasz sikerét. Ezért fontos

jovobeni feladatnak tekintjiik az adott valaszreakcidban indukalodo izoformak pontos beazo-

nositasat, a védekezéshez vald individudlis hozzajarulasuk mértékének és idobeliségének

meghatarozasat, tovabba kozos ill. eltéré promoterelemeik azonositasat.

UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

A.) A levélrozsdafert6zés kapcsan buzaban indukalddo stresszvalasz témakorében

I.

Levélrozsda-fertdzéssel osszefliggésben 7 funkciondlis proteincsoport, kdztiik GDSL-
szerli lipazok és 6 konvencionalisan is patogenezissel tarsithato, un. ,,PR” csalad
apoplasztba szekretalodo, minimalisan 24 proteinjének megvaltozott expresszidjat mu-
tattuk ki az eltérdé ellenallésagot mutatd, Thatcher-alapu buzavonalakban: GLIP -
ABL11233; PR1 - AA07473, AAK60565/AAP14676; PR2 - AAY88778/AAY 96422,
CAA77085, CAI64809, AAD28732, BAE96089, tovabba ABB96917; PR3 -
BABS82471, AAG53609, AAD28733; PR4 - 2209398 A/064393, AAS78780, 064392;
PRS - AAKS55326, AAKS55325/AAB71680, CAA66278, AAK60568; PRY -
CAA59486, AAWS52716, AAWS52720, CAAS9485, Q05855.

Ezek koziil egy PR3 tipusu kitinaz (BAB82471) indukcidjat mindhdrom kozel izogén
vonalban, legalabb egy PR2 endo-1,3-gliilkandz (AAY88778/AAY96422) és két PR1
(CAA07473, AAK60565/AAP14676) fehérje akkumulaciojat pedig mindkét rezisz-
tens genotipusban bizonyitottuk tdmegspektrometriai uton. E fehérjék a fert6zést ko-
vetden a rezisztens vonalakban kordbban ¢és/vagy nagyobb mennyiségben
expresszalodtak, mint a Tc-ben.

A tomegspektrometriailag azonositott kitindzok és 1,3-endogliikanazok szekvenciaja-
bol levezetett primerek segitségével igazoltuk a keresett izoformakkal azonos (Chil -
AB029934 ¢s Chi IV - AF112966), illetve azoktdol néhany pozicioban eltérd
transzkriptumok jelenlétét (7TaGlb2a - AB244637 helyett TaGIb2b - AB244638.2 - A:
0 nt és TaGlb2f - AB244642 - A: 1 nt, tovabba beta-glucanase Y18212 - A: 2-2 nt és
DQ090946/DQ078255 - A: 3-4 nt).
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4. Bizonyitottuk, hogy a nem fertdzott csirandvények [-1,3-endogliikoziddz és

endokitinaz  aktivitdisa mindharom vizsgalt vonalban egyforman alacsony,
patogénfertdzeés hatdsara azonban megnd €s genotipus-fiiggd eltéréseket mutat. Elso-
ként detektaltuk, hogy a vizsgalt enzimek a levélrozsda-rezisztens Lrl és Lr9 vonalak
apoplasztjaban a fert6zést kovetden szignifikansan nagyobb aktivitassal indukalodnak,
majd tartdsan magasabb aktivitds-szinten maradnak, mint a kozel izogén Tc vonal
sejtkozotti allomanyaban. Proteomikai €s transzkriptomikai vizsgélatokkal kimutattuk,
hogy a megemelkedett aktivitashoz a Chil és a TaGlb2b, 2f illetve 2a géneknek az L.r9

rezisztens vonalban torténd kifejezédése biztosan hozzajarul.

B.) A kadmium stressz kapcsan arpaban indukaldédo fehérjevalasz témakorében:

I.

A kadmium-stresszelt arpa (cv. Mandolina) sejtkozotti allomanyaban kimutattuk, hogy
az egy hetes kezelés soran szamos fehérje expresszidja mutat a Cd-koncentracio fligg-
vényében folyamatos valtozast, altaldban ndvekedést. Ezek kozil 1D- majd 2D-
elvalasztas utan két 1-3-gliikandzt (PR2 csalad - 1607157A ¢és P15737/AAM75342),
két kitinazt (PR3 csalad - CAAS55344 ¢és CAAS55345) és tovabbi két kitin-koto fehérjét
(PR 4 csalad - CAA71774, P28814), két PR1 proteint (CAAS52893, P35793) és kiilo-
ndsen nagy szdmban taumatinszeri (PR5) fehérjéket (pl. AAB71680, AAKS5325,
AAKS55326) sikeriilt azonositanunk. Kimutattuk még egy PR17 protein (ABV22582)
¢s egy egyelore ismeretlen funkcioju, de szekvencidja alapjan utdbbi csaladdal rokon,
az antimikrobialis BSP fehérjék kozé tartozo protein (CAA74594) jelenlétét is.

Ezzel az irodalomban els¢ izben analizaltuk a kadmiumra adott extracellularis
stresszvalaszt proteomikai modszerekkel arpa levélben (Pos ef al. 2011, in press), és a
kis ionerdvel kimoshato frakcidt elemezve megallapitottuk, hogy ott a novény altala-
nos védekezésében résztvevo, azaz nem a kadmiumra specifikusan reagaléo PR fehér-

j€k (is) indukalodnak.

C.) A buza referencia-apoplaszt proteomikai térképezése témakorében:

I.

Az egészséges cv. ’Chinese Spring’ buza csirandvény apoplasztjanak kétdimenzids
proteomikai térképezése soran eddig 11 folt esetében sikeriilt relevans, bizonyithatéan
szekretalt fehérjének megfeleltetheté homolog szekvenciakat azonositani. A 11 foltnak
megfeleltethetd 9 protein egyrésze a ndvényi sejtfalszerkezet atalakitdsaban miikodik
kozre (arabinoxylan arabinofuranohydrolase isoenzyme AXAH-II - AAK21880,
alpha-L-arabinofuranosidase / beta-D-xylosidase isoenzyme ARA-I - AAK38481,
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10.
11.
12.
13.
14.

15.
16.
17.

beta-D-xylosidase - ABA92796, (1,3;1,4)-beta-glucanase - CAAS80493, beta-D-
galactosidase - BG904072%*) és foként normal anyagcsere-folyamatokban érintett vagy
pl. endogén elicitorképzOként funkcionalhat. Egy tovabbi koriik kifejezetten a
mikrobialis korokozok és ragd kartevok elleni preformalt védekezést szolgalhatja
(alpha-amylase inhibitor / endochitinase - P15326, putative glucan endo-1,3-beta-D-
glucosidase - CAI64809). Az azonositott proteinek kozott szerepel tovabba egy
multifunkcids, pl. fenoloid anticipinek glikozildlasat eldsegitd protein (adenosine
diphosphate glucose pyrophosphatase - CAC85479) és egy ismeretlen, de a PR17 csa-
laddal szekvencialisan rokon fehérje (hypothetical protein - CAA74594).

2. A vizsgalt fejlédési stadium apoplasztjaban domindnsnak tind ADP-glikoz
pirofoszforilazrol (CAC85479) két, a germinszerli proteinekre jellemzd konzervativ

box (B és C), valamint egy sejtadhézioban szerepet jatszo KGD motivum azonositasa-

mor

val valoszintsitettiik, hogy a germinszerli fehérjékhez sorolhatd s igy potencialisan a

PR16 csalad képviseldje.
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