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Roviditések jegyzéke

avr avirulencia (gén)

BR basal resistance, altalanos védekezés

CC coiled-coil (motivum)

Col Columbia (6kotipus Arabidopsis thaliana névénynél)

CP capsid protein, kopenyfehérje

DAMP damage-associated molecular pattern, sériiléshez kapcsolhaté molekularis mintazat
DAB diamino-benzidin

DCFH-DA dikloro-fluoreszcein-diacetat

Ef-Tu elongation factor thermo unstable, nem héstabil elongacios faktor

eGFP enhanced green fluorescent protein, (fokozott kifejez6désit) z61d fluoreszcens fehérje
flg flagellin (gén)

FLS flagellin sensing (receptor)

GFP green fluorescent protein, z6ld fluoreszcens fehérje

GTP guanozin-trifoszfat

HR hypersensitive response, hiperszenzitiv reakcio / hiperszenzitiv rezisztencia (tilérzékenységi valasz)
hrc hypersensitive response and conserved, hiperszenzitiv valasz és konzervalt (gén)

hrp hypersensitive response and pathogenicity, hiperszenzitiv valasz és patogenitas (gén)
LPS lipopoliszacharid

LRR leucine-rich repeat, leucinben gazdag ismétlédés

MAP mitogen-activated protein (kinase), mitogén altal aktivalt protein (kiniz)

MAMP microbe-associated molecular pattern, mikrébakhoz kapcsolhaté molekularis mintazat
MCA metacaspase, metakaszpaz

MP movement protein, mozgasi fehérje

NASC Nottingham Arabidopsis Stock Centre, Nottinghami Arabidopsis Torzsgyiijtemény
NBS nucleotide binding site nukleotid-k&to hely
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STMV satellite tobacco mosaic virus, a dohany mozaik virus szatellitvirusa
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TIR Toll/interleukin-1 receptor
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TMV tobacco mosaic virus, dohany mozaik virus

VIGS virus- induced gene silencing, virussal kivaltott géncsendesités

VPE vacuolar processing enzyme, vakudlum-feldolgoz6 enzim



1. Bevezetés

A novények sejtkozotti jarataiban a baktériumok idedlis szaporodasi feltételeket
talalhatnanak. Az asszimilatakban gazdag szOvetnedvek és a kiilsd kornyezeti artalmaktol vald
védettség egyarant kedvezhetne a mikroorganizmusok elszaporodasanak. Hogy mindez mégsem igy
van, az annak kd&szonhetd, hogy a novények az evolucido sordn kiilonb6zo védekezési
mechanizmusokat fejlesztettek ki a mikroorganizmusok ellen. Ezek lehetnek passziv és aktiv
védekezési formak. Az elobbi soran a ndvény fizikailag gatolja a kdrokozok bejutasat a szovetekbe
(pl. vastag kutikulaval), mig az utobbi esetben a mar behatolt koérokozdkkal veszi fel a harcot. Amig
az allati (és humén) immunrendszerben specializalodott, helyvaltoztatasra képes sejtek allnak
készen a korokozok lekiizdésére, addig a novényekben a védekezés feladata a fertdzésben érintett
sejtekre harul. Az ilyen védekezési feladatok igen energiaigényesek, ezért nem miikodnek
folyamatosan, csak akkor, ha a fertdzés bekovetkezett. llyenkor a bejutott kérokozé maga valtja ki a

novényben a védekezési reakciot.

Akarcsak az allatokban, a novényekben is két fontos védekezési rendszer fordul eld: egy
altalanos és egy korokozo-specifikus. Az eldbbire jellemzd, hogy minden — a névény szdmara —
idegen mikroorganizmus aktivalja, és tobbnyire tlinetmentes, mig az utobbi csak meghatarozott
koérokozo-novény kapcsolatban miikodik, €s gyakran hiperszenzitiv rezisztenciaban (HR) — a
fert6zés kornyékén levd sejtek elhalasdban — nyilvanul meg. A védekezés beinditasdhoz
elengedhetetlen, hogy a novényi sejt érzékelje a korokozo jelenlétét. A felismerési folyamatot
tobbnyire a korokoz6 altal kivalasztott, vagy a felszinén megtalalhaté bizonyos molekuldk, vagy a
patogén altal a ndovényben okozott sériilések soran keletkezett jelek inditjadk. Az altalanos és a
specifikus rezisztencia valasz egymassal parhuzamosan is kialakulhat, mivel az 6ket kivalto jelek

egyidejlileg is felléphetnek (Klement, 1982; Klement 2004).

Ebben a dolgozatban azoknak a munkdknak az eredményeit foglalom Ossze, melyeket az
MTA Novényvédelmi Kutatointézetének (jelenlegi nevén MTA Agrartudomanyi Kutatokdzpont
Novényvédelmi Intézete) Bakteriologiai csoportjaba bekapcsolodva végezhettem Bozsd Zoltan
témavezetésével. Bar a munkak jelentds része — a disszertacid ciméhez hiven — az daltalanos
védekezéshez kothetd folyamatok funkcionalis genomikai kutatomunkéihoz kapcsolddnak, ezeket
idérendben olyan vizsgalatok elézték meg, melyek célja a baktériumok altal kivaltott altalanos
védekezés virusfertézések lefolyasara gyakorolt hatasanak feltarasa volt. Ezeknek az eredményei

szintén helyet kaptak a kovetkez6 oldalakon.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Andvények és a korokozok kapcsolata
A mezOgazdasagi termesztés taldn legfontosabb célja a jol értékesithetd, egészséges

termények eldallitasa. A korokozok altal eldidézett betegségek nem csak a terméshozamot
csokkenthetik, hanem ronthatjak a beltartalmi értéket és a kiilsé megjelenést (és igy a piacossdgot)
is. Az értékesités szempontjabdl egy novény egy adott kérokozora nézve lehet fogékony (tehat
betegségre hajlamos) és ellendllo (tehat egészséges). llyen megkozelitésben egy adott korokozoval
szemben folerdns novényrél akkor beszélhetiink, ha a betegségre jellemz6 tiinetek nem, vagy csak

nagyon enyhén jelentkeznek, mindenesetre — gazdasagi kar — szinte nem is jelentkezik.

Ez a kiils6 megjelenés alapjan valo felosztds azonban mar aligha elégiti ki a korélettani
szempontokat. Az e terlileten kutatok elsdsorban nem a novények kiilsé megjelenésére, hanem a

novények (ndvényi sejtek) és a korokozok kozotti kapesolatra 6sszpontositanak.

A novények és korokozok kapcsolatat vizsgalva tobbféle megkdzelitéssel talalkozhatunk: a
novénytermesztok, a -nemesiték és a novényi korélettannal foglalkozo szakemberek mast és mast

érthetnek hasonl6 fogalmak alatt.

Ha egy korokozd megfertézi a gazdandvényét, €s abban jelentdsen szaporodni képes, akkor
kettejiik kozott kompatibilis kapcsolatrol beszéliink. Ebben az — egyébként ritkabb — esetben a

korokozo képes a ndvényben terjedni, és kialakulhatnak a betegségre jellemz6 tiinetek.

Ezzel szemben ha a novény az adott kdrokozonak nem gazdaja (in. nem-gazda), vagy a
gazdanovény rezisztenciagént hordoz a korokozo adott rasszaival szemben, kapcsolatuk
inkompatibilis lesz, a novényt pedig ellenallonak, vagyis rezisztensnek mondhatjuk (Klement 1982;
Kiraly és Barna 2007).

A novényeknek valoszinlileg azota kell felvenniik a harcot a kiilonb6zo
mikroorganizmusokkal, amiota megjelentek a Foldon. A kiilonféle mechanizmusokon alapulo

védelmi rendszer kimunkalasa a fennmaradéasuk zaloga volt.

2.2. A novényi rezisztenciaformak
A baktériumok bejutdsanak a ndvények borszovete fizikai gatat szab. Ez a védelmi vonal

természetesen allanddan (preformdltan) jelen van a ndvényen. Az ezen esett sebzés azonban utat
nyithat a mikroorganizmusoknak (Klement 2004). Az utobbi években megddlni latszik az a
feltételezés, hogy a gézcserenyildsok a sebzésekhez hasonldan kdnnyen jarhatod utat biztositanak a

levél bels6 szovetei felé. Egyes novényeknél, mint példaul az Arabidopsisnal mar sikeriilt igazolni,



hogy a zarosejtek igyekeznek utjat allni a betolakoddknak, ha azok sejtfelszini molekularis

mintazatait érzékelik (Underwood és mtsai. 2007)."

A bejutd mikroorganizmusoknak aztan az altaluk “bekapcsolt” un. indukadlt vagy aktiv
védekezési mechanizmussal kell szembenéznitik (Kirdly és Barna, 2007). Megjegyzendd, hogy az
irodalom nem egységes abban a tekintetben, hogy az indukalt és az aktiv védekezés egymassal
megfeleltethetd fogalmak-e. Az esetleges kiilonbségtétel, hogy az indukalt rezisztencia egy késobbi
feliilfert6zéssel szemben lesz hatdsos, mig az aktiv forma mar régton az azt kivaltd elsod

betolakodok ellen hatni fog (Szatmari, 2008).

Kiraly és mtsai. (2007) a témakort attekintd szemlecikkiikben a védekezési mechanizmusokat két £6

osztalyra bontjak: 6roklott (innate, “velesziiletett”) és szerzett (acquired) védekezésre (2.1. abra).

Az 0roklott védekezési mechanizmusokat specificitas szempontjabol tovabbi két csoportba
osztjak: nem specifikus, Gn. altalanos védekezésre (non-specific, general resistance) és specifikus
védekezési modokra (mint példaul a hiperszenzitiv reakcioval jaro gén a génnel Szembeni
rezisztencia stb.). Ebben a felosztasban a nem-specifikus csoportban kap helyet a dolgozatom
szempontjabol kiemelkedden fontos altalanos védekezés (BR - basal resistance), vagy a szerzok

egy mas miivében (Kiraly és Barna, 2007) fellelhetd szohasznalattal: alaprezisztencia.

Fontos megjegyezni, hogy az irodalomban a magyarra talan legegyszeriibben dltaldnos
vedekezésként fordithato kifejezés alatt tobbféle jelenséget is érthetnek a kiilonb6zo szerzok (Kiraly
¢s Barna 2007; Szarka és mtsai, 2006; de Torres ¢€s mtsai. 2003; stb). A tovébbiakban dltaldnos
védekezés alatt a kiilfoldi szakirodalomban basal resistance (BR) néven meghonosodott kifejezést
fogom érteni. A kovetkezetesség kedvéért ezt a rezisztenciaformat rendre igy tiintetem fel, annak
ellenére, hogy ezt a jelenségkort is tobbféle névvel illetik a kiilonb6zd forrasok. Két
tudomanytorténeti végletet emlitve: kezdetben a mai BR-t egyszertien az indukalt rezisztencianak
nevezték (Lovrekovich és Farkas, 1965). Aztan egyre arnyaltabba valt a kiilonféle védekezési
rendszerekrdl alkotott ismeretanyag. Igy bé negyven évvel késébb Boller és Felix (2009) mar a
PTI-vel (PAMP-triggered Immunity)? feleltetik meg a BR-t, egyben utalva arra, hogy az

irodalombdl kiszorul6ban van a basal resistance elnevezés.

1 Ezen molekularis mintazatokrol (an. MAMPokrol — microbe-associated molecular patterns) a 2.2.2.1. pontban lesz
SZ0.

2 Bar a PTI elnevezés némi kozvetkezetlenséget takar, tekintve, - ahogy erre az idézett cikk is kitér - hogy nem csak a
korokozokra jellemz6 PAMP-ok (Pathogen-Associated Molecular Patterns), hanem olyan tin. altalanos elicitorok is,
mint a névényi sejtek sériiléseihez kothetd mintazatok (DAMP — damage-associated molecular patterns).
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2.1. abra. Az 6roklott aktiv (a szerzoknél szinonimaként hasznalt “indukalt”) rezisztenciaformak vazlatos attekintése
Kiraly és mtsai (2007), valamint Kiraly és Barna (2007) alapjan.

A kovetkezdkben a specifikus védekezési mechanizmusok ko6zé sorolt tulérzékenységi
valaszt, vagyis hiperszenzitiv reakciét (HR — hypersensitive response) és a nem specifikus BR-t

fogom alaposabban Osszevetni.

A BR-re jellemzo, hogy szamos mikroorganizmus, patogének és szaprofitadk egyarant
képesek indukdlni (Burgyan és Klement, 1979). A hiperszenzitiv reakciot viszont kizardlag ¢l0,
aktiv anyagcserét folytatd korokozok képesek el6idézni. Az altalanos rezisztencia a HR-rel
ellentétben tiinetmentes, ezért a jelenlétét csak kdzvetve lehet érzékelni, példaul azaltal, hogy egy
masodik, un. ,,challenge” fert6zés soran a HR nekrézis elmarad (Klement és mtsai., 1999). Az

altalanos és a hiperszenzitiv rezisztenciat az 2.1. tdblazat hasonlitja ssze.
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2.1. tablazat. Az altalanos és a specifikus (hiperszenzitiv) rezisztencia 6sszehasonlitasara (Klement, 2004 nyoman)

Rezisztencia tipusa Altaldnos Hiperszenzitiv
Kapcsolat Nem specifikus Specifikus
Kivalto baktérium Szaprofitonok, patogének, Patogének

elolt baktériumok, stb.

Tilinet Tilinetmentes Sejtnekrozis
Kifejlodés 2-6 Ora 4-24 6ra
SAR-indukcio Nem indukalja a SAR-t Indukalja a SAR-t

Mind az altalanos, mind a specifikus védekezési mechanizmus a fert6zott szovetrészben,
lokalisan jelenik meg. A HR-nek van azonban a ndvény tobbi részére kiterjed6 kovetkezménye is, a
szisztemikusan szerzett rezisztencia (SAR) (Sticher és mtsai. 1997). Ennek kialakulasa a
hiperszenzitiv nekrdzisokat korbevevd sejtekben beinduld szalicilsav-képzddéssel hozhato

kapcsolatba.

A fentiek alapjan beldthatd, hogy egy HR-t kivaltd baktérium sziikségszerlien beinditja a
BR-t is. Bar ez utalhat arra, hogy a BR evolucidsan egy 6sibb védekezési forma, a feltiind
fenotipusa miatt mégis a HR a legrégebben ismert novényi rezisztencia tipus (Ward, 1902;
Stakman, 1915). A kovetkezOkben ezt a tudomanytorténeti sorrendet alapul véve veszem elére a

HR targyalésat.

2.2.1. A hiperszenzitiv reakcio (HR)
Eddig mar szinte valamennyi virus, pro- és eukaridta ndvénykorokozod esetében

megfigyelték, hogy képesek a novényben hiperszenzitiv reakcid kialakitdsara. HR akkor jatszodik
le, amikor inkompatibilis a kapcsolat a gazda ¢és a korokozo kozott, tehat amikor egy korokozé a
nem-gazdanovényét (pl. bab-korokozé dohanyt) vagy a gazdandvénye egy rezisztens fajtajat
tamadja meg. Ilyenkor a fert6zott novényi szovet elhal. A ndvény ellenallosagat és a korokozo
patogenitasat és fajtaspecifitasat is gének hatarozzdk meg, ezért a HR-t a kdrokozd és a novény
génjeinek (pontosabban azok géntermékeinek) kolcsonds kapcsolatrendszere hatirozza meg

(Klement, 1982).
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2.2.1.1. A baktériumok altal kivaltott HR kialakulasa
A hiperszenzitiv reakcio kialakuldsa harom, egymast koveto f6 fazisra oszthato:

I. azindukcio
Il. alatencia
I11. a sejtkollapszus szakaszaira (Klement, 1982).

I. A HR indukcidjdhoz nem elég a korokozoknak a sejtkozotti térbe bejutni, a ndvény és a
baktérium sejtfalanak kozvetlen kapcsolatba is kell 1épnie (Stall és Cook, 1979). A HR csak akkor
fejlodik ki, ha a baktérium érzékelte a novényi kornyezetet, és ennek hatdsira olyan effektor
fehérjéket termel, és juttat be a novénysejtbe, amelyeket az képes felismerni (Klement, 1982)%. A
HR  indukciéért a  baktériumban az un. hrp/hrc  (hypersensitive response and
pathogenicity/hypersensitive response and conserved) és avr (avirulencia) gének felelések. A
hrp/hrc gének altal 1étrehozott transzport rendszer segitségével tudja ugyanis a baktérium az Avr
fehérjéit a novénysejtbe injektalni (Baker és mtsai., 1997). A baktérium HR-t indukalo elicitorait az
R (rezisztencia) gének termékeivel érzékeli, amelyek tobbnyire a ndvényi sejten beliil talalhatok.
Ezek az R géntermékek hasonlod szerepet toltenek be, mint az allatvilagban ismert Toll-domént
tartalmazo, patogének elleni védekezésben részt vevd receptorok. Ezek a fehérjék leucingazdag
ismétlodést (LRR, leucine-rich repeat) tartalmazé régiokat hordoznak (Dinesh-Kumar és mtsai.,
2000; Klement, 2004). Az ilyen, nukleotidk6té hellyel rendelkez6 leucingazdag ismétlédést
tartalmaz6 fehérjék (NBS-LRR, nucleotide binding site leucine-rich repeat) kozvetleniil és
kozvetve — a gazdasejt sajat fehérjéinek valtozasan keresztiil — is képesek a virulenciafehérjéket
érzékelni (De Young ¢és Innes, 2006). Egyelore kevés irodalmi adat all rendelkezésre azzal
kapcsolatban, hogy a sikeres felismerést kovetéen hogyan is indul el az a jelatviteli folyamat, amely
aztan végsd soron a hiperszenzitiv reakcidhoz vezet. Ugyanakkor valdsziniisithetd, hogy a
nukleotidk6td doménen bekdvetkezd konformaciovaltozas teszi lehetdvé, hogy a receptorfehérje N-

terminalis vége feldl aktivaldédhasson a védekezési folyamat (Bernoux €és mtsai., 2011).

Klement és Goodman (1967) azt az idétartamot nevezi HR-indukcids idonek, amely alatt a
baktérium annyi és olyan elicitort tud kivalasztani, amely mar visszafordithatatlanul elinditja a
nekrézist. Az indukcids id6 hossza altaldban 0,5-3 6ra, mely foként a baktériumtorzstol és a
baktérium fiziologiai allapotatdl fiigg, de kisebb mértékben befolyasolja a levélszovet kora is. Az
indukcios id6 példaul hosszabb akkor, ha veszteglé (stacioner) fazisban 1évé baktériumokat

hasznalunk fiatal, exponencialis szaporodasi fazisban 1évé kultira helyett (Siile, 1974). Az

2 Err6] bévebben lasd a 2.2.2.1. szakaszt.
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indukciés 1d6 hossza azaltal is csokkenthetd, ha a levélbe injektalt baktériumszuszpenzid

toménységét noveljiik.

Il. A latencia fazisban a baktérium aktivitdsanak mar nincs szerepe; a HR akkor is 1étrejon,
ha a baktériumot mar eldltiik (pl. antibiotikummal). Ebben a szakaszban azok a folyamatok
jatszodnak le, amelyek a sejtek nekrozisdhoz vezetnek. Ez a szakasz altaldban 3-10 6rat vesz
igénybe (Klement, 1982). A latencia fazisban a HR kifejlodésének sebessége elsdsorban a
novénytol fiigg. igy szerepe van példaul annak, hogy melyik rezisztenciagén éltal jelzett védekezési

reakcioutat aktivalja a baktérium (Reuber és Ausubel, 1996).

I1l. A HR a harmadik (sejtkollapszus) szakaszban manifesztalodik. A névényi sejt vagy
szovet kollapszusa részben annak koszonhetd, hogy a védekezés sordn nagy mennyiségli toxikus
szabadgyok keletkezik, amelyek nemcsak a baktérium karositdsdban vesznek részt, hanem a
novényi sejtmembranok lipid peroxidacidjaban is. Ennek a folyamatnak az eredményeképpen a
membranok ateresztOképessége hirtelen, visszafordithatatlan modon megnd. Ennek a folyamatnak
az egyik kovetkezménye példaul, hogy a vakudlumban 1évo, sokszor toxikus fenolvegyiiletek a

sejtplazmaba 6mlenek (Klement, 1982).

A sejt halalahoz vezetd folyamatok a HR soran szabalyozottan mennek végbe. Az ilyen
elére meghatarozott modon végbemend sejtpusztuldst programozott sejthaldlnak (PCD -
programmed cell death) nevezziik. Szemben a passzivan elszenvedett sériilésbdl ered6 nekrozissal,
a PCD kialakulasahoz a sejt aktiv kozremitkodésére (pl. fehérjeszintézis) van sziikség. (Gilchrist,
1998). Az clhalas mértéke a baktérium-novény kapcsolattol fiiggben a sejtnekrozistol a szoveti
nekrozisig terjedhet. Ha egy korokozo a nem-gazdandvényét vagy egy ra nézve rezisztens fajtat
fertdz, akkor természetes koriilmények kozott a nekrozis csak a baktériummal érintkezd egy-két
novénysejtre terjed ki (Goodman és Novacky, 1994). A HR mérete attdl is fiigg, hogy hany patogén
baktériumsejt jut a ndvényi szdvetbe. Osszefliggd, lathaté HR akkor alakul ki, ha a baktériumot elég
nagy szamban, kb. 5-10° sejt-ml™-nél nagyobb koncentracioban juttatjuk be a szdvetbe. (Turner és
Novacky, 1974) Ha ennél alacsonyabb sejtkoncentraciot hasznalunk, akkor csak mikroszkopikusan

lehet megfigyelni az egyes novényi sejtek elhalasat (Essenberg és mtsai., 1979).

A baktériumfertézésre adott HR kialakuldsa altaldban a fertdzéstdl szamitott négy-
huszonnégy oOra alatt bekovetkezik a ndvénytdl, a baktériumtol, azok fiziologiai allapotatol és
genetikai hatterétol fiiggden. A fiatal szovetekben altalaban gyorsabb a HR kialakulasa (Klement,
1982).
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2.2.2. Altaldnos rezisztencia (BR - basal resistance)
Amig a hiperszenzitiv reakci6 egy kizardlag korokozokkal szembeni rezisztencia

mechanizmus, addig az altalanos védekezési valaszok nem-patogénekkel szemben is kialakulnak a
novényben. Ez a képesség a novények ,,velesziiletett” (innate) tulajdonsaga, ami segit nekik a
sejtkozotti  térbe bejutd mikroorganizmusok lekiizdésében. Ez az adott baktérium egyes
¢letfolyamatainak (pl. szaporodés, korokozasban részt vevd gének atirasa stb.) blokkolasan
keresztiil torténhet. A BR nem csak a korokozo szaporodasat képes gatolni, hanem — inkompatibilis
kapcsolatokban — a HR kialakulasat is. (Bozso6 és mtsai., 1999; Klement és mtsai., 1999; Klement és
mtsai. 2003)

Eppen a jol megfigyelhetdé HR gatlas az, amivel a BR megléte igazolhato. Ha egy HR
kivaltasara alkalmas baktériummal fertdzziik feliil a novényt, a nekrotikus 1ézidk elmaradasa jelzi a
BR miikodését. Az altalanos rezisztencia gyors kifejlodését és hatdsossagat a novény fiziologiai
allapota — elsésorban a levél kora — és a kornyezeti feltételek egyarant befolyasoljak (Klement és
mtsai., 1999, Klement ¢és mtsai., 2003). Ez pedig a BR-nek is természetes korlatokat szab: Besenyei
¢s mitsai. (2005) példaul kimutattdk, hogy alacsony hdémérsékleten csak késleltetve, illetve

egyaltalan nem képes kifejteni a hatasat.

2.2.2.1. A BR kivaltasa
Mivel az éltalanos rezisztencidt koérokozé és nem korokozod baktériumok egyarant képesek

eléidézni, a BR-t olyan bakterialis eredetli molekularis mintazatok valtjak ki, amely altalanosan
eléfordulnak a prokaridtakban. Ilyen molekuldnak bizonyult példaul a Gram-negativ baktériumok
feliiletét boritd lipopoliszacharid (LPS). Sikeriilt kimutatni, hogy tisztitott LPS (Newman ¢és mtsai.,
1995), illetve LPS-fehérje-komplex (Mazzuchi és Pupillo, 1976) képes BR-t eldidézni. De erre mas
baktérium eredetli molekulak is alkalmasak, mint pl. az ostorokat felépité fehérje, a flagellin (Felix
¢s mtsai., 1999). Ez a torzsfejlodés mar egy igen korai szakaszaban megjelenhetett, és igy ma

egyetemesen el6fordul szinte minden baktériumtdrzsnél (Liu és Ochman, 2007).

A baktériumok sejtkdzotti térbe jutasat (patogénekét €s nem-—patogénekét egyarant) a
novény a megfeleld Un. mintazat felismerd receptoraival (PRR — pattern recognition receptor)
érzékeli. Egyes PRR-ek, igen 6sinek mutatkoznak, tekintve, hogy szinte minden magasabb rendi
novényben megtalalhatébak. A fent emlitett flagellin egy er6sen konzervalt szakaszanak (flg22)
felismerésében egy leucing-gazdag ismétlddéseket (LRR — leucine rich repeat) tartalmazo receptor
kindz, az FLS2 (flagellin sensing 2)°® jatszik szerepet (Gomez-Gomez és Boller 2000; Boller és
Felix, 2009).

3 A korabban FLSI-ként leirt receptor kinazrdl kideriilt, hogy az FLS2-vel azonos. (Zipfel és mtsai. 2004 —
hivatkozzak Boller és Felix, 2009)
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A flagellinen kiviil a baktériumokban el6forduld egyik leggyakoribb, és igen erdsen
konzervalt fehérje, az EF-Tu (elongation factor thermo unstable). Ugy tiinik azonban, hogy az ezt
érzékeld mechanizmus evollciosan csak viszonylag késon jelent meg a ndvényvilagban. Egyeldre a
keresztesviraguakban (Brassicaceae; igy pl. a modellnévényként gyakran hasznalt Arabidopsis-

ban) sikertiilt egyértelmiien kimutatni a BR-t kivalto hatasat (Kunze €s mtsai., 2004)

Ezeken az un. elicitor molekulakon kiviil a mechanikai és ozmotikus stressz is kivalthatja a
BR-t (Novacky és Hanchey, 1976). Ez aligha lehet véletlen, tekintve, hogy a mikrobakhoz kothetd
molekularis mintazatokat (MAMP — microbe associated molecular pattern, pl. flagellin, LPS, EF-
Tu) a novényi sejt hasonldé moédon észleli, mint a DAMP-okat (damage associated molecular

patterns), vagyis azokat, amelyek a sejtek karosodasa soran szabadulnak fel (Boller és Felix, 2009).

2.2.2.2. A baktériumok felismerésében szerepet jatszo fehérjék

A betolakodok felismerésénél tehat fontos szerepet kapnak a kiilonb6z0 receptorok. Ahogy a
like receptors). Ezekkel egyiitt a sejtplazmaban elhelyezkedd, nagyon gyakran leucingazdag
ismétlédéseket (LRR) tartalmazé NOD-ok (nucleotide-binding oligomerization domain; nukleotid-
ko6t6 oligomerizacios domének) — és a szekvenciaban hozzajuk igen hasonld novényi NBS-ok — is a
védekezési folyamatok felismerési szakaszdnak kulcselemei (Inohara és mtsai., 2005). Az LRR
motivumok igen elterjedtek az €élévilagban, szerepiik tobbnyire a fehérje-fehérje kapcsolatokban
jelenik meg (McHale €s mtsai., 2006). A ndvényekben persze nem szdmolhatunk az allati és human
kisérletekben igazolt gyulladasos tlinetek kialakitasaban betoltott funkcidjukkal (Inohara és mitsai.,
2005), ugyanakkor a mikrobialis fert6zések elleni védekezéshez kapcsolodoan mar mutathatd ki

nagyfoku hasonlosag.

Az NBS-LRR-ek miikddésével kapcsolatban alapvetden két elmélet uralkodik: az egyik
szerint az NBS-LRR-t tartalmaz6 R fehérjék receptorként magukat a korokozo effektor fehérjéket
kotik meg. Mivel azonan viszonylag kevés bizonyiték van a kozvetlen R-avr kapcsolatra, olyan
elgondolas is létezik, amely szerint az NBS-LRR fehérjék olyan gazdasejt-fehérjéket ellendriznek,
amelyek szerkezetében valtozas all be az effektorok hatasara. Ilyen ,,testér” szerepben pedig az
érzékeny pontok ellendrzésével akar kevés NBS-LRR fehérjével is tobbféle patogén-effektor

tamadasat is fel lehet ismerni (McHale és mtsai., 2006).

3 1L4sd 2.2.1.1. szakasz.
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Az NBS-LRR fehérjéket két nagyobb alcsaladba lehet sorolni az alapjan, hogy az
amino-terminalis doméniikon Toll/interleukin-1 receptor (TIR) vagy un. coiled-coil* (CC)
motivumot tartalmaznak. Az NBS-LRR fehérjék f6 doménjeit a 2.2. abra szemlélteti (McHale és
mtsai., 2006).

Legyen sz6 tehat akar egy biotikus stressz felismerésér6l (pl. baktériumsejt MAMP-jainak
érzékelése) vagy akar sejthartya-karosodas soran kalcium-ion bedramlasrol, a kiilvilagbodl érkezd jel
(az ,,informacio”), jelatviteli utvonalakon keresztiil jut el akar az azonnali valaszig, akar a
transzkripcios faktorokig, amelyek aztan — ahogy a neviik is mutatja — a kivant DNS-szakasz

MRNS-s¢ atirasat iranyitjak.

2.2. abra. Az NBS-LRR fehérjék fo doménjei. N: amino terminalis régio, TIR: Toll/interleukinl receptorszerii domén,
NBS: nukleotidk6td hely, L: linker (6sszekotd) régio, LRR: leucingazdag ismétlédést tartalmazé motivum, C: C-
terminalis régio, WRKY: a zinc-finger transzkripic6s faktorhoz kétheté domén, CC: coiled coil motivum, X: olyan
domén, amelyre nem jellemzé a CC motivum. Forras: McHale és mtsai., 2006

Az egyik fontos sejten beliili (masodlagos) hirvivé a kalcium-ion. Ennek sejtplazmaba
aramlasa a kalcium-ioncsatornakon kiviil torténhet sebzésen vagy a plazmodezmakon keresztiil. De

a foszfatid-sav is végezheti ionoférként a membranon keresztiili transzportjat.

A kalciumon kiviil szerep juthat a mitogén-aktivalt kinaz kaszkadoknak (MAPKKK
(vagy MEKK) — MAPKK — MAPK — transzkripciés faktor). Ezeket altalaban egy GTP-kotd
fehérje inditja a jelenleg ismert PAMP-ok nagy részének hatasara De a folyamatban fontos szerepe
lehet a kiilonbozé foszfolipazoknak [foszfolipaz-Al (PLA1), a foszfolipaz-A2 (PLA2), a

* A motivum strukturja a makroszkopikus vilagban leginkabb a kotelekre emlékeztet, ahol vékony sodort szalakbol all
Ossze a szintén sodort végtermék. Innen a coiled coil (magyarul talan tekercselt vagy feltekert tekercsre fordithato)
elnevezés.
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foszfolipaz-C (PLC) és a foszfolipaz-D (PLD)] is. (Trewavas, 2000; Pitzschke és mtsai., 2009). Ez

utdbbiak jelatvitelben betoltott feltételezett szerepét a 2.3. dbra szemlélteti.

A preciz szabalyozédsra mar csak azért is sziikség van, mert az altalanos védekezés alatt —
mint sok mas stresszre adott valasz soran — a ndvényi gének egy jelentds részének atirddasa
megvaltozik. Az utdébbi évek transzkripcids vizsgalatai igazoltdk, hogy ezek egy része illetve
géntermékei kozvetleniil részt vehetnek a védekezés kialakitasaban (pl. sejtfalerdsitéshez jarulnak
hozza vagy antimikrobialis hatassal birnak) masok a stressz lekiizdésében, a novényi homeosztazis
fenntartasaban jatszhatnak szerepet (Hauck és mtsai., 2003; de Torres €s mtsai., 2003; Szatmari €s

mtsai., 2006)
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2.3. abra. A novényi védekezési folyamatokban részt vevo foszfolipid jelatviteli itvonalak sematikus vazlata. A PLA2
hatasara lizo-foszfolipid (LPL) és szabad zsirsavak (FFA; free fatty acids) keletkeznek, amelyek a sejthartya proton-
transzlokalé ATP-azara hatnak. Ugyanakkor a szabad zsirsavak jazmonsavva (JA; jasmonic acid) is alakulhatnak az
oktadekanoid Gtvonalon keresztiil. A PLC a foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfatot (PIP,) inozitol-1,4,5-triszfoszfatta (IP3)
¢és diacilglicerolla (DAG) hidrolizélja. Az IP3 aztan vagy inozitol-hexafoszfatta (IPg) alakul tovabb, vagy pedig a sejten
beliili kalcium-ionokat szabadit fel a sejt raktaraibol. A DAG-t a sejthartyan belil a DAG kinaz foszforildlja
foszfatsavva (PA). PA viszont strukturdlis foszfolipidek (pl. foszfatil-kolin, PC) kozvetlen hidrolizaciojabdl is
szarmazhat. Ezt a folyamat az aktivalt PLD segitségével torténik. A PA kiilonbozé védekezésben szerepet jatszo
folyamatokat aktivalhat, igy példaul a kalcium-fiiggd protein kindz (CDPK) vagy mitogén-aktivalt protein kinaz
(MAPK) tutvonalakat, de hathat az ioncsatornakra és a reaktiv oxigénformék felszabadulasat (ROS) eredményezd
NADPH oxidazra is. A PA jelszint csdkkenéséhez vezet a diacil-glicerol-pirofoszfatta (DGPP) alakulasa. Forras: Laxalt
és Munnik, 2002.
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Az ebben a dolgozatban ismertetett munkak kozvetlen elézményeként kutatocsoportunkban
is folytak ilyen irdanya kutatdsok. Tobb mint 160 olyan dohany gént sikeriilt elkiiloniteni
szubtrakcids modszerrel, amelyek a BR alatt megvaltozott aktivitast mutatnak (2.4. dbra). Ezek tobb
mint tizede a jelatviteli folyamatokhoz kothetd. Ugyanilyen ardnyban szerepelnek a kozvetleniil
vagy kozvetve (fenilpropanoid) a sejtfalerdsitésben szerepet jatszd gének, de nagy ardnyban

mutattak aktivitast azok is, amelyek a védekezéshez kapcsolhatéak (Szatmari és mtsai., 2006).
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2.4. abra. A BR soran megvaltozott aktivitast mutatd gének funkcio szerinti aranya (Forras: Szatmari, 2008)

A baktériumok is igyekeznek persze kivédeni a névényi BR-t. Az evolucid soran kimunkalt
szamtalan lehetéség koziil ilyen példaul az, amikor bizonyos a Gram-negativ baktériumok egy II1-
as tipusu szekrécios rendszeren keresztiil a BR kialakulasat gatlo, Gn. effektor fehérjéket juttatnak a
gazdasejtbe (Hauck és mtsai, 2003; Alfano és Collmer, 2004). Zhang és mtsai (2007) egy ilyen
mechanizmusra hoztak példat, amikor kimutattak, hogy a Pseudomonas syringae pv. tomato
baktériumok HopAll effektor fehérjéi a mitogén-aktivalt fehérjekinazok (MAPK — mitogen
activated protein kinase) elnyomasan keresztiil képesek megakadalyozni mind a reaktiv
oxigénformak felszabadulast, mind pedig a kalloz beépiilést (lasd a kovetkez szakaszt). Ha a

novény képes felismerni ezeket az effektorokat, az a HR kialakulasahoz vezet.
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2.2.2.3. A BR alatt bekévetkezé sejtfiziologiai és ultrastrukturadlis valtozdsok
A BR soran a novényi sejtekben kiilonbozo fizioldgiai valtozasok figyelhetok meg. Ezek

koz¢ az atmeneti valtozasok kozé tartozik pl. a sejten kiviili és ezzel egyidejiileg a sejten beliili pH
valtozéasa (Baker és mtsai., 1990), a Ca®" (Grant és Mansfield, 1999) be- és a CI” ionok kidramlasa
(Niirnberger és mtsai., 1994), valamint az aktiv oxigénformak (pl. hidrogén-peroxid) atmeneti
felszaporodasa (Baker és Orlandi, 1995). Ezek a folyamatok a BR soran altalaban a fertézést koveto

fél oran beliil elindulnak, és az elsd ora végére lecsengenek.

E valtozasok valoszintileg a BR jelatviteli folyamatainak részét képezik. gy pl. a Ca®*, mint
masodlagos hirvivo, a jelatviteli mechanizmus fontos eleme. Ezek szintjének emelkedése tobbek

kozott foszfatazok és kinazok aktivalasaval jar egyiitt (Adam és mtsai., 1997).

A fertézést kovetd 4-7 ordban megfigyelhetd tovabba, hogy a baktériumot egy, a névényi
sejtfalhoz kapcsolddd hartya veszi koril. Valoszinl, hogy a beburkolé anyag a ndvény aktiv
kozremiikodésével jon létre (Ott és mtsai, 1997). A beburkolas szerepér6l megoszlanak a
vélemények. Sequeira és mtsai. (1977) a rezisztencia részének tulajdonitjak, Mazzucchi és Bazzi

(1982) viszont ugy gondoljak, hogy a baktérium hasznalja fel sajat védelmére.

A baktériumok tapadasanak helyén a sejtfalak megerdsodését, ¢s a fert6zést kovetd 6-12
ordban a sejtfal és a sejtmembran kozott egy elektronmikroszkoppal lathatd képlet, un. papilla
1étrejottét lehet megfigyelni (Politis és Goodman, 1978; Ott és mtsai., 1997). Ezeken a helyeken
tobbek kozott hidroxiprolinban gazdag glikoproteinek (HRGP), valamint kalloz beépiilése torténik,
de a lignifikéacids folyamatok is megerdsddnek (Brown €s mtsai., 1998). A papillakhoz kiilonb6z6
védelmi anyagok, pl. fenolvegyiiletek tudnak kétddni A papillak mellett lokalisan hidrogén-peroxid
felhalmozodast is megfigyeltek.

Ugyanez a jelenség a HR esetében is megvan, csak ott sokkal erdsebb (Bestwick és mtsai.,
1997; Brown ¢és mtsai., 1998). Ezen kiviil peroxidazok felhalmozddasa is megfigyelhetd — akarcsak
a HR-nél —, amely kozvetve (pl. lignifikacid utjan) szintén részt vehet a sejtfalak megerdsitésében.

(Bestwick és mtsai., 1997).

A sejtfalmegerdsitésnek tobb szerepe is lehet. Egyrészt lassitja a patogének tdmadasat, mivel
gatolja azok sejtfalbontd enzimeinek hatékonysagat. gy a novényi sejt id6t nyer arra, hogy atirja a
védekezési reakcioban részt vevd tjonnan megtermelddd fehérjék génjeit (Lamb és Dixon, 1997).
Masrészt a sejtfalak megerdsitése gatolhatja a patogének esetében a sejtfalon keresztiili
fehérjetranszportot, az effektorok névényi sejtbe juttatasat, valamint csokkentheti a novénysejtekbdl
a tapanyagok kidramlasat is, igy gyengitve a baktériumok tapanyagellatasat (Hammond-Kosack és

Jones, 1996).
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Meg kell emliteni, hogy ezeknek a jelenségeknek egy része nem csak biotikus stresszre
kovetkezik be. A kalldzlerakodas példaul kisérdjelensége lehet a mechanikus stressznek is (Jaffe és
mtsai., 1985). S6t, a plazmodezmakba torténd kallozbeépiilés akar a virusok plazmodezmakon
keresztlili (sejtr6l sejtre torténdé mozgasat) is megakadalyozhatja (Radford és mtsai., 1998;
Scholthof, 2004; Dong X., 2005).

Ezek a sejtszinti valtozasok lehetdséget teremtenek arra is, hogy a kutatok olyan
modszereket dolgozzanak ki, amelyek hatékonyan jelzik a BR folyamatok jelenlétét, ugyanakkor
gyorsabbnak és egyszeriibbnek bizonyulnak, mint az inkompatibilis baktériummal valo feliilfertézés
majd a HR nekrdzisok elmaradésdnak figyelemmel kisérése. Bozsd és mtsai. (2005) a H0,
jelenlétén alapuld vizsgalattal kvantitativ modszerekkel is képesek voltak jelezni a BR meglétét. Az
eljrasas soran diamino-benzidint (DAB), illetve dikloro-fluoreszcein-diacetatot (DCFH-DA)
hasznaltak. A ndvény természetes peroxiddzainak jelenlétében a hidrogén-peroxiddal reakcioba
1ép6 DAB barna (Frederick, 1987), a DCFH-DA pedig ultraibolya tartomanyban fluoreszkalo
vegyiiletet eredményezett (Lu és Higgins, 1998). Ezek a valtozasok pedig mar miszeresen is

mérhetbek voltak.

2.2.2.4. A fehérjék bontdsdnak szerepe a védekezési folyamatokban
Az éaltalanos védekezés soran megvaltozott aktivitast mutaté gének koziil mintegy 7%-ot

tesz ki azoknak az ardnya, amelyek beazonosithatdoan a fehérje anyagcseréhez kapcsolhatok
(Szatmari és mtsai, 2006). Ezeknek a géneknek egy része a fehérje anyagcsere-folyamatok
kodolasért felel. Ide tartoznak a fehérje-szintézisért (pl. riboszomalis fehérjék) és a lebontasért (pl.
proteinazok) felelds gének. A védekezés soran létrejovo kiilonbozd géntermékek egyenstlyban

tartasa fontos szabalyozo elem (Trewavas, 2000).

A fehérjék lebontasa az ubikvitin iuton, proteoszoma komplexekben vagy pedig protedzok
segitségével is torténhet (lasd pl. Kim és Delaney, 2002; Vierstra, 2003; van der Hoorn ¢és Jones,
2004). A Szatmari és mtsai. (2006) altal azonositott gének kozott mindkét rendszer elemei

megtalalhatoak.

A sejtplazmaban és a sejtmagban taldlhatd fehérjék jo részének lebontasaban szerepel
ubikvitin, illetve a 26S-proteoszoma. Egy ATP-fliggd folyamat soran a bontandé fehérjékhez egy
tobblépcsés folyamatban ubikvitin kapcsolodik. Az igy 1étrejové fehérje-poliubikvitin komplexek

bontasat végzi aztan a 26S-proteoszoma komplex (Baek és Choi, 2008, Dielen és mtsai., 2010).

A proteazok, mas néven peptidazok, a fehérjék peptidkotéseit hasitjadk. A kiilonds vagasi
hellyel rendelkezé endopeptidazokat proteindzoknak is nevezik (Barrett és McDonald, 1986). A
hasitasi specificitasuk szerint 6t kiilonboz6 csoportba soroljak dket (szerin-, treonin-, cisztein-,
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aszparaginsav-, glutaminsav-proteinazok). Kiilon csoportba tartoznak a metalloproteinazok.
Szereplik — a human ¢és allati sejtfolyamatok vizsgalata utdn — a novényi védekezésben is egyre
inkabb bizonyitast nyer. A protedzok szerepe nem meril ki a ,,foloslegessé valt” fehérjék
lebontasaban. Irodalmi adatok azt mutatjak, hogy részt vehetnek a baktériumok felismerési
folyamataban, a sejten beliili jelatviteli- (Xia €s mtsai., 2004), illetve a baktériumok ellen adott

védekezési valaszfolyamatok szabalyozasaban (Abramovitch és mtsai., 2006; Hao és mtsai., 20006).

A védekezési folyamatokban elsdsorban a cisztein-protedzoknak van fontos szerepiik. A
mintegy 140 ndvényi cisztein-protedz koziil soknak azonositottdk mar a patogének tdmadésara adott
valaszként kialakulé programozott sejthalalban (PCD — programmed cell death) betdltott
funkcidjat. Ebbe a korbe tartoznak a kaszpaz>-1-szerti fehérjék, amelyekhez hasonld kaszpaz az
allati sejtekben is az apoptdzis szabalyozo folyamataival hoztak 6sszefiiggésbe. Szintén a PCD-vel
hozhatok 0sszefliggésbe az allati kaszpaz-1 enzimmel sok strukturalis hasonlésagot mutatd névényi
metakaszpazok (MCA) és az un. VPE-k (vacuolar processing enzymes), amelyek a vakudlum
hartyajanak iranyitott bontasi folyamataban jatszanak szerepet (van der Hoorn, 2008; Zhang és
mtsai, 2010). Az allati kaszpaz ¢és a novényi VPE altal inditott folyamatok lefolyasanak

Osszehasonlitasa a Hatsugai és munkatarsaitol (2006) kolcsonzott abran (2.5. abra) lathato.

A szerin-proteazok a névényi proteazok legnépesebb csaladjat alkotjak, mintegy 200 taggal.
A katalitikus mechanizmusuk hasonlit a cisztein-protedzokéra, ami nem véletlen, hiszen az elébbi
csoport szamos tagja mutat evolicios rokonsagot az utdbbival (van der Hoorn, 2008). Szerin-
proteazok kozott is fellelhetdk kaszpaz-szerli funkcioval rendelkezd enzimek. Ilyen példaul a
szaszpaz, amelynek vélhetden szintén a védekezési folyamatokban van szerepe (Baek és Choi,
2008).

A fent vazoltakon tul a fehérjék bontadsanak lehet még egy olyan szerepe is, amely kozvetve
segitheti a novényi sejtet a védekezési folyamatokban. Amikor a sejtnek nem all rendelkezésére
elegendd szénhidrat, a fehérjék (és lipidek) bontasa utjan is energidhoz juthat (Aratjo és mtsai.,

2011).

® A dolgozatban a kaszpaz elnezvezést haszndlom mint az angol caspase (cystein dependent aspartate-directed
protease; cisztein-fiiggd, aszpartat altal iranyitott protedz) magyar nyelvii irodalmakban altalanosan elterjedt, angol
kiejtéshez kozeli magyar atiratat.
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2.5. abra. Novényi sejtekben (felso sor) a VPE egyfajta sejtszintli ,,0ngyilkossag” lefolyasahoz vezet. Ezzel szemben
allati sejtek (als6 sor) fragmentaldodnak, és beldliik tn. apoptotikus testek jonnek létre, amelyeket aztan fagocitak
kebeleznek be. Mivel a novényekben nem talalhatok falosejtek, és a sejtfal is akadalyt jelentene, ezért a novényi
sejteknek onmaguknak kell sajat anyagaikat lebontania. A kaszpaz-1-szerii aktivitassal rendelkez6 VPE a sejthalal
inicializacidja (pl. egy patogén baktérium fertdzése) utan halmozdoik fel. A VPE szerepe a vakuélum membranjainak

s

enzimek a plazmaba iriilve bontani kezdik a sejtalkotokat. Forras: Hatsugai és mtsai. (2006)

2.3. A dohany TMV-vel szembeni rezisztenciaja

A virusok, igy a dohdny mozaik virus (TMV) is, a baktériumokétol egy merdben eltérd
fertzési stratégiat alkalmaznak. Ezzel péarhuzamosan természetesen a novényi védekezés

eszkoztara is mas lesz.

A kisérleteinkben is hasznalt dohany mozaik virus a legrégebben kutatott, és ndvénykortani
vizsgalatok soran a legtobbet hasznalt novényi modell virus. A vele kapcsolatos kutatasok
elterjedéséhez nagyban hozzdjarul, hogy konnyen lehet vele fertézni mechanikai Gton, ugyanakkor
a rovarok, gombak és nematddak nem vektorai. A fertézést kovetden a TMV gyorsan replikalodik a
novényben, tiinetei pedig szabad szemmel is jol felismerheték. Ezen kedvezd gyakorlati

tulajdonsagai miatt alkalmaztuk mi is a BR vizsgélataink soran.

Az els6 stabil, TMV-rezisztens hibridet Holmes (1938) hozta 1étre Nicotiana tabacum és N.
glutinosa keresztezésével. A N. glutinosdbol szarmazéd gént N-nek nevezte el, jelezve, hogy az ezt
tartalmazé novények szovetei nekrotizalodnak a fertézési hely kornyékén. Ennek a hiperszenzitiv

nekrézisnak a hatékonysagara jellemzd, hogy a viruspartikulumokat legfeljebb a kifejlett 1éziot
23



kozvetleniil koriilvevé sejtekbodl lehet kimutatni (da Graca és Martin, 1976). Eppen ezért a kialakul6
1€zi6 mérete a virusterjedés pontos mércéjének tekinthetd, de jelzi a gazdasejkollapszus intenzitasat
¢s sebességét is (van Loon, 1987). Az N gén TMV-re adott valasza a hdmérsékletre érzékeny: 28 °C
folott inaktivalodik. Ilyenkor a fertdzés szisztemizalddni képes és kialakulhat a jellegzetes mozaikos
levéltiinet. 22 °C-on a virus terjedése a fert6zés korai szakaszaban azonos sebességgel torténik
kompatibilis és inkompatibilis ndvénykapcsolatban is. Ebbdl az latszik, hogy az N-génnek nincs
kozvetlen hatasa a virus rovid tavii mozgasara (cell-to-cell movement) (Padgett és Beachy, 1993),
ugyanakkor a nekrozisok kialakuldsakor a mozgas és a replikaci6 mértéke is lelassul. Ebbdl
kovetkezik, hogy a virus-replikacié és —terjedés gatlasat el kell valasztani azoktdl a jelenségektol,
amelyek a sejtkollapszust és a nekrozist indukaljék. Az is lathatd, hogy sem a replikacid, sem pedig
a terjedés nem korlatozodik azokra a korai — a fertézést legfeljebb egy nappal kovetd —

eseményekre, amelyek a gazdasejt nekrozisat eredményezik (Goodman és Novacky, 1994).

helikdz doménjére van sziikség. A 183 kDa-os fehérje, a mozgési fehérje és a kdpenyfehérje nem
indukaltak nekrozist. Az N fehérjének tobb olyan tulajdonsaga is ismert, amely — az avirulens faktor
felismerését kovetéen — a védekezés aktivalasdhoz sziikséges. Az N fehérjének harom olyan
doménje van, amely tobb mas névényi R génnel is kozds. Az R géneknek ezt a csoportjat (TIR-
NBS-LRR) egy Toll/interleukin-1 receptor-szerti domén (TIR), egy nukleotid-kot6 hely (NBS) és
egy leucingazdag ismétlddés (LRR — leucine-rich repeat) hatarozza meg (Dinesh-Kumar és mtsai.,
2000). A LRR domén az R fehérje azon szakasza, amely kolcsonhatasba keriil a 126 kDa TMV

replikdz fehérje avirulenciaért felelds C-terminalis felével (Liu és mtsai., 2004).

Weintraub és Ragetli (1964) TMV-fertézott N. glutinosa sejtek ultrastrukturalis valtozasait
vizsgaltak a fert6zés idopontjatdl a sejtkollapszus bealltdig. Megfigyeléseik szerint nyolc éraval az
inokulacio utan (hpi — hours post inoculation) a kloroplasztiszok matrixaban keményitészemcsék
jelennek meg, amelyek még 15 hpi-nél is folyamatosan névekednek. 24 hpi-nél a mitokondriumok
szama észrevehetden megemelkedik és membranszakadasok is bekovetkeznek. A kloroplasztiszok
¢s mitokondriumok degeneracidja 40 hpi-nél valik nyilvadnvaléva, amikor a sejthartya
visszahuzdodik a sejtfaltol. Ez a folyamat egészen 78 hpi-ig erdsodik, amikor is bekovetkezik a

sejtkollapszus.
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2.4. Virussal Kivaltott géncsendesités (VIGS - Virus Induced Gene Silencing)
A viruskutatds fejlodésének egy ndvényi virus — nevezetesen a munkainkban is fontos

szerepet betdltd dohany mozaik virus — tudomanyos leirdsa adta a kezdd 16kést bd szaz évvel ezeldtt
(Scholthof, 2004). Ennek ellenére a virusokkal szembeni névényi védekezési stratégiak jo része
sokaig feltaratlan maradt. Ez talan nem is csoda, hiszen azok a kifinomult molekuléris biologiai
modszerek, amelyek segitségével a virus-novény kapcsolat feltérképezhetd, csak az utobbi néhany
évtizedben jelentek meg. A virusok fertdzésmechanizmusdnak megismerése eszkozt adott a
molekularis névénynemesiték kezébe, olykor viszont épp a molekuléris bioldgia eszkdztaraba
frissen felvett modszerek ,,hibai” utaltak arra, hogy vajon hogyan védekezhet a novény az Ot

megtdmado virusokkal szemben.

Bar nem az elsé ilyen, de kozismert és igen latvanyos példa Napoli és mtsai. (1990) esete,
akik salkon-szintaz gén taltermeltetésével szerettek volna mélysotét szirmu petiniat eléallitani. A
ndvény azonban nemhogy a bevitt salkon-szintdz gén termékét nem allitotta eld, de gatlas volt
megfigyelhetd a ndvényben természetesen is jelen 1évd salkon-szintdz gén termékeinek
megjelenésében is. Eredményként az igy kezelt novények kozel fele részben vagy egészben fehér
viragot hajtott. A kutatocsoport vizsgalatai megallapitottak, hogy a fehér viragokban a salkon-
szintaz génrdl késziilt mRNS mennyisége volt az, ami jelentdsen csokkent (vO. poszttranszkripcios

r re r 6
géncsendesités).

Annak a kérdésnek a megvalaszolasa, hogy hogyan, €s miért hatastalanitjdk a novények a
homolég (transz)géneket,” a kettés valaszt adott a témaval foglalkozo kutatoknak: egyrészt sikeriilt
feltarni a géncsendesités virusok elleni védekezésben betoltott szerepét (pl. Ratcliff és mtsai., 1997),
masrészt a géncsendesités folyamatanak egyre pontosabb megértése az ezen az elven alapulod
molekularis biologiai vizsgalati modszereket is egyre tokéletesitették. Ez utdbbiakat veszi sorra a
géncsendesités molekularis mechanizmusanak fényében Kiraly (2002) szemlecikke. A cikk kiemeli,
hogy ahhoz, hogy a poszttranszkripciés géncsendesités végbemehessen, két feltételnek kell
teljesiilnie akar transzgénekrdl atirt mRNS-rél, akar virus RNS-rdl van sz6. Az un. kvantitativ
modell egy olyan kiiszobértéket feltételez, amelyet meg kell haladnia az emlitett RNS-eknek a
folyamat beinduldsdhoz. Masik — kvalitativ — kdvetelmény, hogy az adott RNS a ndvény sajat
MRNS-eitdl eltérd, aberrans legyen, és ezt a novény képes legyen felismerni. A géncsendesités

folyamatat az 2.6. abra szemlélteti.

® Hasonlé folyamatok mas él8lényekben is megfigyelhetdek. A Fizioldgiai és Orvosi Nobel-dijat 2006-ban Fire és
Mello a Caenorhabditis elegansban duplaszalt RNS bevitelével végrehajtott géncsendesitésért, és a folyamat
leirasaért kapta (Fire és mtsai., 1997; http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/2006/)

" Matzke és Matzke 1995-6s cikkének cime: How and why do plants inactivate homolgous (trans)genes?
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2.6. abra. A géncsendesités mechanizmusanak sémaja novényekben. A a transzgén mRNS-rél vagy a virus RNS-r6l
kettés szalt RNS-ek (dsRNS) jonnek létre virus vagy novényi eredeti RNS-fiiggd RNS polimerazok (RdARP)
segitségével. Ezeket a dSRNS-eket aztan novényi RNéazok 21-25 nukleotid hosszusagu szakaszokra daraboljak. Ezeket
hasznalja fel aztan az un. RISC a veliik komplementer mRNS szakaszok felismerésére. Ha ez a felismerés megtortént,
RNazok segitségével degradalja az adott RNS-t (PTGS — poszt transzkripcios géncsendesités). A folyamatabran
szerepld HC-Pro, p25 és 2b a géncsendesitést hatasat elnyomd un. silencing suppressorok. Kiraly (2004) és Kiraly
(2002) nyoman.

A funkcionalis genomikai vizsgalatokban a VIGS rendszer elénye a transzgénikus
novényekkel szemben, hogy Iényegében barmilyen gén csendesitésére alkalmas. A rendszernek ez a
nagyfoku rugalmassiga akkor valik igazdn hasznoss4, amikor olyan géneket vizsgélatara van
sziikség, melyek fenotipikus megnyilvanulasa csak a megfeleld kornyezeti allapotok elérése esetén

valna nyilvanvalova. Emellett a segitségével megspoérolhatdak a transzgén novények eldallitasa
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soran elkertilhetetlen id6- és munkaigényes folyamatok (ndvénynevelés, magfogas) is. (Robertson

2004).

A VIGS egy valtozatanak tekinthetd a Gosselé ¢és mtsai. (2002) altal kifejlesztett
kétkomponensii rendszer, amelyben a csendesitéshez felhasznalt szekvenciat egy szatellitvirus
tartalmazza, amelyet a segédvirus (helper virus) egyiitt juttatnak a ndévénybe. Az utobbi segiti a
szatellitvirus mozgasat a novényen beliil. Az un. SVISS (satellite virus induced silencing system —
szatellit virussal kivaltott csendesités rendszere) elénye, hogy ily modon szétvalnak egymastol a
virusreplikdciohoz, illetve a csendesitéshez sziikséges komponensek. Ezaltal pedig nagyban javitja a

csendesités hatékonysagat.

Masik elényként jelentkezhet, hogy tobbnyire a szatellitvirusok replikaciojaval a
segédvirusok sajat genomjanak replikacidja csokken. Ez pedig altaldban a segédvirus hatdsara
kialakuloé tlinetek mérséklédésében jelentkezik. Jollehet, olykor — bizonyos gazdakon -—

megfigyelhetd a tiinetek sulyosodasa is (Roossinck és mtsai. 1992).

Gosselé és mtsai. (2002) egy jol ismert szatellitvirust, az STMV-t hasznaljak. Erdekesség,
hogy bar a név a dohany mozaik virussal valo kapcsolatra utal (satellite tobacco mosaic virus),
el6szor mégis egy masik dohanyvirus, a TMGMV-vel (tobacco mild green mosaic virus, dohany

enyhe z61d mozaik virus) val6 kapcsolatat figyelték meg (Dodds, 1998).
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3. A megoldando feladatok ismertetése

Ebben a dolgozatban olyan munkdk eredményeit foglalom 0Ossze, amelyek a ndvényi

altalanos védekezés kiillonbozo vetiileteit vizsgaljak.

3.1. A baktériumok altal kivaltott BR virusfert6zésre gyakorolt hatasa
A kutatasi munkak koziil legkorabban azokba a kisérletekbe kapcsolédtam be, amelyek a

baktériumok altal kivaltott BR mas korokozokra gyakorolt hatasat vizsgaltak. Ezek keretében abbol
a feltételezésbol indultunk ki, hogy a dohdnyban egy adott baktérium altal kivaltott BR hatast
gyakorol egy késébbi dohdny mozaik virus (TMV) fertdzés lefolydsdra. Ennek megéllapitasara
vizsgaltuk, hogy

- ez az éallitas kompatibilis és nem kompatibilis dohdny-virus kapcsolat esetében is
megallja-e a helyét.

- ha van hatéds, akkor az csak a tlinetek (HR) mérséklésében jelentkezik, vagy a virus
ndvényen beliili replikaciodja is valtozik-e.

- ha a virus tiinetei és a replikacidja is valtozik, akkor ezekkel parhuzamosan hogyan

modosul egyes, a védekezésben szerepet jatszo, ndvényi gének atirodasa.

3.2.Jelatvitelben és fehérjebontasban szerepet jatszé BR markergének transzKkripcids
vizsgalatai
Az utolsé pont elOvetitett egy olyan kutatdsi irdnyt, amely bizonyos, a BR soran

megvaltozott aktivitdsu gének funkciondlis genomikai vizsgélatai irdnyaba mutat. Jelen munka

vonatkozaséaban kiilonds jelentdséggel birt a BR-rel dsszefliggésbe hozhato gének atirddasa és

- avédekezési folyamatokban szerepet jatszo jelatviteli utak, illetve a

- szintén a ndvényi védekezésben részt vevd proteindzok
kozti kapesolat feltérképezése. Igy kivancsiak voltunk arra, hogy

- a BR hatasara milyen jelatvitelben, illetve fehérjeanyagcserében szerepet jatszo gének
aktivitasaban kovetkezik be valtozas,

- egyes jelatviteli utvonalak, illetve proteinazok gatldsa hogyan befolyasolja egyéb — BR-
hez kothetd — gének kifejezddését,

- van-e kapcsolat egyes proteinaz-gének kifejezddésének BR alatti megvaltozasa és a
sejtben miikddo aktiv proteindz mennyisége kozott, illetve

- hatassal van-e a bizonyos proteinazok gatldsa olyan BR markernek tekinthetd

folyamatokra mint a sejtfali kallozberakodas.
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3.3. Egyes gének funkcionalis vizsgalataihoz sziikséges moddszerek kidolgozasa
Ezen munkdk elvégzéséhez elengedhetetleniil sziikséges volt 1j modszerek kidolgozasa,

illetve elterjedtebb eljarasok megfeleld adaptalasa. Ilyennek tekinthetd egy

olyan marker keresése, amelynek segitségével feliilfert6zés nélkiil is kiderithet6, hogy a
vizsgalt novény a BR éllapotaban van-e.

olyan eljards kisérleti koriilményeinkhez adaptalasa, mellyel mérheték bizonyos aktiv
ndvényi proteinazok szintjei,

olyan vektor kidolgozasa, amellyel gyorsabba ¢és hatékonyabba teheté a
dohanynovényekben  bizonyos, vizsgalni  kivant  gének  poszttranszkripcios
géncsendesitése. Mindezt lehetbleg tigy, hogy fenotipusosan is megjelend valtozassal a

csendesités hatékonysaga is konnyen ellendrizhetd legyen.

Ezen 1j eljarasok kidolgozéasanak ismertetésére — a konnyebb attekinthetdség érdekében,

valamint az ide kapcsolddd munkak modszertani jellegébdl adoddan — egységesen az Eredmények

fejezetben keriil sor.
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4. Anyag és modszer

4.1. Felhasznalt novények
A kiilonboz6 kisérletekhez modell névényként Arabidopsis thalianat és dohanyt hasznaltunk

a vizsgalatok targyatol fliggden.

A Nicotiana tabacum L. dohanyokat iiveghdzban, 12 cm atmér6jii cserépben neveltiik. A
kisérletekhez altalaban a 1,5-2 hénapos ndvények voltak alkalmasak. A kezelések megkezdése eldtt
egy nappal a novényeket szabalyozhaté hdmérsékletii és megvilagitasi kamrakba helyeztiik, ahol
20 °C-on, 16 ora vilagos, 8 ora sotét megvilagitasi viszonyok kozott tartottuk. Az esetleges

eltéréseket kiilon jelzem a késObbiekben.

Ugyan a dohanyok szinte minden vizsgalatnal szerepet kaptak, a fajta megvalasztdsanak
kiilonosen a TMV-fert6zéses vizsgalatoknal volt nagy jelentdsége. A ndvényhazunkban
megtalalhaté N. tabacum L. 'Samsun' nn nem, mig a N. tabacum L. "Xanthi' NN fajta hordozza a
TMV rezisztenciaért felelds N-gént. Az eldbbit a kompatibilis, az utdbbit az inkompatibilis virus-

névény kapesolatok vizsgalatanal hasznaltuk.®

Arabidopsis thaliana névények koziil egyarant hasznaltunk Col-0 6kotipust és ennek olyan
mutansait, amelyekbdl az altalunk vizsgélni kivant tulajdonsagokért felelés gének hianyoznak. A T-
DNS vonalakat a Salk Intézetben allitotta eld Joseph R. Ecker pROK2 Agrobacterium tumefaciens

vektor felhasznalasaval, vakuum infiltraciéval.’

Ezek olyan egyedek voltak, amelyekbdl az altalunk vizsgélni kivant tulajdonsagokért felelds
géneket kilitotték. A mutdnsok magvait a Nottingham Arabidopsis Stock Centre-bél (NASC)

rendeltik.

4.2. Felhasznalt baktériumok

A BR kivaltasahoz Pseudomonas syringae pv. syringae hrcC mutans HR-t nem indukald
baktériumot hasznéltunk. A baktériumokat 50 pg /ml kanamycinnel kiegészitett King's B taptalajon
(King és mtsai, 1954) tenyésztettiik 27 °C-on egy éjszakan at. A taptalajrol vett baktériumokat
vizben szuszpendaltuk. A baktériumszam 0,19-0,21-es OD értékre (kb. 10°%/ml) valé beallitasat

denzitométerrel végeztiik.

85.1. fejezet: A baktériumok éltal kivéltott altalanos rezisztencia virusfertézés lefolyasara gyakorolt hatasa
® Joseph R. Ecker, Salk Institute for Biological Studies, San Diego, USA; http://arabidopsis.info/Collectioninfo?id=19
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A proteinazok hatasdnak vizsgalatdhoz a dohanyndvényeket kompatibilis kapcsolat
kialakitasara képes Pseudomonas syringae pv. tabaci baktériumszuszpenziot is hasznaltunk a fent

meghatarozott koncentracioban.

A géncsendesitéshez a virusvektort kompetens Escherichia coli DH5a baktériumok
felhasznalasaval allitottuk el6. Ebben az esetben a transzformalashoz a 70 pl-nyi mar korabban
kompetensé tett és lefagyasztott baktériumszuszpenzidt jégen kiolvasztottuk, majd a kivant
plazmidbodl 5 pl-t hozzdadtunk. A keveréket 20 percig jégen, majd 1 percig 42 °C-on, majd tjabb 10
percig ismét jégen inkubaltuk. Végiil folyékon LB taptalajjal 1 ml végtérfogatra egészitettiik ki és
37 °C-on folyamatos forgatds mellett egy ordn at inkubaltuk. A sejteket kiméletes centrifugalassal
(200 percenkénti fordulat) a reakcidcsovek aljaba gyijtottiik, majd a folyékony taptalaj mennyiségét
pipettaval 300 pl-re csokkentettiik. Ezt kovetden a vortex késziilékkel ujrahomogenizalt
szuszpenziobol 100-100 pl-t megfeleld antibiotikumot tartalmazo szilard LB taptalajra
szélesztettiink. A petricsészéket aztan egész éjszaka 37 °C-on inkubaltunk. A kindtt telepekben a
plazmid, illetve a plazmidban hordozott termék jelenlétét PCR segitségével, a termék agar6z-gélen

torténé megfuttatatasaval ellendriztiik.

Egyes géncsendesitéses kisérleteknél a géncsendesitést gatlo un. HC-Pro silencing
supressort hordozo Agrobacterium tumefacienst hasznaltunk (Wydro és mtsai.; 2006). Az
Agrobacteriumokat fertézés eldtt 28°C-on kanamicinnel (50 pg/ml) kiegészitett LB taptalajon
tenyésztettiik egy éjszakan at. A fertézés napjan acetosziringonnal (150 pM) és magnézium-
kloriddal kiegészitett MES pufferben (10 mM, pH 5,7) szuszpendéltuk a baktériumokat, majd a

fert6zést megel6z6 harom 6raban ebben az elegyben tartottuk dket.

Lumineszcenciat mutato lux-gént kifejezé Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (Fan
¢és mtsai., 2008) baktériumokat hasznaltunk Arabidopsis mutansokkal végzett kisérletekben, ahol a

cél a baktériumszaporodas mértékének meghatarozasa volt.

4.2.1. A baktériumok hdvel elolése
Azoknal a kisérleteknél, ahol hével elolt baktériumokra (proteinaz aktivitas mérése) volt

sziikségiink, P. syringae pv. tabaci vad tipusabol 1 ml tomény szuszpenziot készitettiink, majd 15

crer

10%/ml) higitottuk.

4.3. Felhasznalt virusok

A BR virusfert6zés lefolyasara gyakorolt hatasanak vizsgélata soran dohdny mozaik virust
fert6ztiik a novényeket. A géndcsendesitéshez TMV-U2 torzset, ennek modositott szatellitvirusat,
STMV-t hasznaltunk.
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A virusokat e célra elkiilonitett kompatibilis novényeken tartottuk fenn. Az inokulumot a
betegség tiineteit jol mutatd levelekbdl frissen allitottuk el 1 g levél 10 ml vizben vald

homogenizalasaval, vagy -70 °C-on taroltuk késébbi felhasznalasig.

4.4. A novények kezelésénél felhasznalt kémiai anyagok

A proteinazok a BR soran betoltott szerepének vizsgalatahoz az adott proteinaz bontd
hatasat gatld szert hasznaltunk. Hasonléan — mas kisérletsorozatok esetében — olyan anyagokat is
hasznaltunk, amelyek bizonyos jelatviteli folyamatok kulcsmolekulait gatoljak. Ezeket 4.1. tdblazat

foglalja Ossze.

Hogy meggy6zddhessiink arr6l, hogy a vizsgdlataink eredményei milyen mértékben
tudhatok be a baktériumfertézésnek, illetve a fecskendezésbdl adodo ozmotikus, illetve mechanikai
stressznek, ezekben a kisérletekben kontrollként a baktériumszuszpenzié helyett vizet hasznaltunk.
Azokban az esetekben, amikor az adott anyag torzsoldatat annak oldhatosaga miatt nem vizben,
hanem mas oldoszerben (pl. etanol, dimetil-szulfoxid) oldottuk fel akkor kontrollként az adott

oldoszer megfeleleld higitasat hasznaltuk.
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4.1. tablazat. A kisérletek soran felhasznalt proteinazgatlo, illetve jelatvitel-gatld szerek listaja. A szereket a gyarté
(Sigma-Aldrich, Saint Louise, USA) altal mellékelt technolégiai ismertetd alapjan alkalmaztuk.

Gatloszer neve

Gatolt jelatviteli folyamat/molekula

Koncentracio

fenantrolin metalloproteinazok 1%
pepstatin A aszparaginsav-proteinazok 1%
leupeptin-hemiszulfat cisztein- és szerin-proteindzok 2%
bestatin aminopeptidazok 1%
E64d cisztein-proteindzok 1%
cink-klorid cisztein-proteindzok 2%
AEBSF szerin-proteindzok 1%
TPCK cisztein-proteinazok 1%
E64 cisztein-proteinazok 0,1%
jodo-acetamid cisztein-proteindzok 1%
N-etil-maleimid cisztein-proteinazok 1%
Aprotinin szerin-proteinazok 1%
PMSF szerin-proteinazok 1%
n-butanol foszfolipaz-D 1%
cikloheximid fehérjeszintézis 1%
neomicin-szulfat foszfolipdz-C 1%
K252a kindzok 1%
MG115 proteoszoéma 1%
lantan-klorid kalcium-bearamlas 1%
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4.5. Kezelések és mintavétel

A vizsgalatokhoz teljesen kifejlett leveleket hasznaltunk. Torekedtiink arra, hogy az egyes
kisérletekben a levelek nagyjabdl azonos koruak legyenek, azonos levélemeletrdl (dohany) vagy a
télevélrozsa hasonlo fejlettségii leveleibdl (Arabidopsis) szarmazzanak. A mintakat két vagy tobb

azonos modon kezelt ndvény(i szovetrész)bol keverve vettiik.

Amennyiben a kisérlet lehetévé tette (illetve megkovetelte), hogy egyazon levélen, a
masodlagos levélerek altal hatarolt levéllemez-részeken kiilonbozd kezeléseket is végrehajtsunk,
igyeltiink arra, hogy a kiilonb6zé kezeléseket kiilonbozo fejlettségli levéllemez-teriileteken

végezziik, majd az ezekbdl vett mintdkat még a feldolgozés eldtt keverjiik.

RNS-kivonadshoz a mintavétel utdn a novényi részeket folyékony nitrogénben

villamfagyasztottuk, majd -70 °C-on taroltuk tovabbi feldolgozasig.

A klorofillkivonassal jard szovetfestési eljarashoz a novényi részeket levétel utan azonnal

70-96 %-o0s etanolba helyeztiik.

4.5.1. Kombinalt baktérium- és virusfertozés

A baktériumok altal kivaltott altalanos védekezés virusfertozésre gyakorolt hatasat vizsgalva
P. syringae pv. hrcC (HR-negativ mutans) baktériumot és TMV-t hasznaltunk. Az egyes kezelések
egymashoz viszonyitott id6pontjat a 4.1. dbra mutatja. Az elékezelések soran a levelek egyik felét
baktériumszuszpenzidval, a masikat desztillalt vizzel injektaltuk. A vizes kezelésre ebben az
esetben is azért volt sziikség, hogy kiszlrjiik a baktériumszuszpenzié injektalasaval jaro abiotikus

(mechanikai és ozmotikus) stressznek a védekezési mechanizmusokra gyakorolt esetleges hatésat.

+

0 6 24 t(h)

4.1. abra. A kisérleti rendszer a baktérium altal kivaltott altalanos védekezés TMV okozta tiineteinek vizsgalatara
inkompatibilis virus-ndvény kapcsolatban. Piros: virusfert6zés. Narancssarga: baktériumos kezelés (Pseudomonas
syringae pv. syringae hrcC HR-negativ mutans).
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4.5.2. A novény befecskendezése (infiltracioja)

A ndvény sejtkozotti jarataiba a baktériumszuszpenziot, vizet és egyéb folyadékot tiivel (26
gauge) ellatott fecskend6vel injektaltuk (Klement, 1990). Arabidopsisoknal hatékonyabbnak
bizonyult, ha a levelet — az epidermiszén ejtett paranyi seben keresztiil — tii nélkiili fecskenddvel
infiltraltuk.

4.,5.3. Baktériumos fertdzés nedvesitoszerek hasznalataval
Hasonléan a Clough és Bent (1998) altal az Arabidopsis transzformaciohoz javasolt

protokollhoz, a teljes novényeket fejjel lefelé 0,02% Silwet L-77 (Chemtura Agrosolutions, USA),
illetve 0,02% Nonit (Agrokémia Sellye, Magyarorszag) nedvesitdszerekkel kiegészitett 108 sejt/ml
Ezt kovetden meggydzddtiink arrdl, hogy a leveleket egyenletes filmréteg vonja be. Az igy kezelt
novényeket 24 oran keresztlil (a szovetfestésig) atlatszo polietilén zacskoban tartottuk a magas

paratartalom biztositasa érdekében.

4.5.4. Virusfert6zések kivitelezése

A BR virusfert6zés lefolyasara gyakorolt hatasanak vizsgalatakor a fertézéshez Nicotiana
tabacum L. 'Samsun' nn ndévényekrdl vett fiatal mozaikos leveleket hasznaltunk. A leveleket
mozsarban csapvizzel homogenizaltuk (1 ml viz / 100 mg levél), majd az igy nyert szuszpenziot
egyszerhasznalatos vinil-kesztyliben kézzel vittiik fel a fertézendd levelek felszinére. A finom
dorzsolés hatdsira letoredezé ndvényi szOrok utdn maradd seb elegenddnek bizonyult a virus

ndvénybe jutasdhoz.

Mivel a kompatibilis dohany-TMV kapcsolat esetén szamolni kell a virus ndévényen beliili
mozgasaval, szisztemizalodasaval is, ezeknél a vizsgalatoknal kiilon-kiilon novényeket (N. tabacum
L. 'Samsun' nn) fecskendeztiink vizzel, illetve baktériumszuszpenzidval. A vizsgalatokba olyan
novényeket is bevontunk pozitiv kontrollként, amelyek csak virussal fertoztiink. Az egyes
tesztnovényeken lathato tiineteket akkor hasonlitottuk 6ssze, amikor a pozitiv kontrollként hasznalt
ndvényeken mar jol lathatéak voltak a mozaikos elvaltozasok. A jellegzetes mozaikos tlinetek a

fert6zést kovetd kb. tiz napon belill jelentkeznek az Gjonnan kifejlédd csucsi leveleken.

A HR gatlés vizsgalatanal (inkompatibilis novény-korokozo kapcsolat) a levelek egyik felét
vizzel, a masikat baktériumszuszpenzidval kezeltik eld, majd a teljes levélfeliiletet fertdztiik

virussal.
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4.6. Novényi mintak feldolgozasa

4.6.1. Novényi mRNS kivonasa, cDNS irasa (génkifejezddési vizsgalatokhoz)

Az mRNS kivonasdhoz kb. 100 mg novényi mintat folyékony nitrogénben,
keramiamozsarban homogenizaltunk, majd kereskedelmi forgalomban kaphato RNS-tisztitd
termékkel (Total RNA Extraction Miniprem System — Viogen) vontuk ki beldle az RNS-t a gyartd
utasitasait kovetve. A folyamat soran DNéz-kezelést is alkalmaztunk (RNase-Free DNase Set,
Quiagen), hogy elkeriiljiik az esetleges DNS szennyezés zavard hatdsat a késébbi valos idejii PCR

vizsgalatokban.
A tisztitott RNS-t kisebb egységekben kiilon taroltuk -70 °C-on késdbbi felhasznalasig.

A tisztitott RNS toménységét NanoDrop (Thermo Fischer Scientific Inc.,, USA) UV
spektrofotométer segitségével hataroztuk meg. Mintanként 2,5 pg RNS felhasznalasaval RevertAid
H Minus First Strand cDNS Synthesis Kit (Fermentas) segitségével cDNS-t irtunk a gyartd
utasitisait kovetve. A vizsgalatok jellegétdl fliggden random hexamer primert, illetve oligo (dT)

primert hasznaltunk az atirashoz.

4.6.2. Génkifejez6dés vizsgalata valds idejii PCR-rel

A novényi mRNS-r6l késziitl cDNS-t valos idejii PCR vizsgélatnak (Opticon MJ Real Time
PCR, ) vetettiik ala. Egy PCR reakciohoz 15 pl reakcidelegyet hasznaltunk, amely 2,5 pl tizszeresre
higitott cDNS-bdl, 1,5-1,5 pl inditészekvenciabol (3 uM), 2ul vizbdl és 7,5 pl reakcidomixbdl (1Q
SYBR Green 2x Supermix; Biorad) kevertiink.

A kiilonboz6 PCR reakciok ciklusparaméterei a 4.2. tablazatban lathatoak.

A kapott adatokat a dohanyban konstitutivan kifejez6do aktin gén kifejez6dési szintjére
normalizaltuk. Az igy meghatarozott génkifejez6dési értékeket a kezeletlen novényekbdl (kontroll)

szarmaz6 eredményekhez viszonyitottuk.
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4.2. tablazat. az egyes primereknél hasznalt PCR ciklusok dsszehasonlitasa

Inditoszekvenciak

TMYV, Aktin, egyéb primerek

NtDHAR, NpSOD1, NgCAT1

Kezdeti 1épés

id6tartama és 6 perc., 95 °C 6 perc., 95 °C
hémérséklete
Ciklusok szdma 40 40
Eqgy ciklus 1épései 45 mp., 95 °C 30 mp., 95 °C
1,5 perc., 61 °C 30 mp., 55 °C
- 30 mp., 72 °C

Plate olvasas

Plate olvasas

Olvadasi gorbe

55°C-95°C

55°C-95°C
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4.3. tablazat. a valos idejii PCR viszgalatokhoz hasznalt inditoszekvenciak bazissorendje. A *-gal jelolt primereket
Szatmari Agnes, a **-gal jelolteket pedig Kiraly Lorant tervezte.

Inditoszekvenciak 5' szensz 3" antiszensz
Aktin CGG AAT CCACGA GAC TACATAC GGG AAG CCAAGATAGAGC
TMV (kopenyfehérje) GGA AAC AAG GGC ATA GAA AGATCA ACG AAA CAG CAA CAT CAC

CCA

AAA

38a (fahéjsav-4-hidroxilaz)*

TAAAAC GCT TTG AAC GAAGTC TA

TTAATT GGTCTC TTC TTT GCC AT

38b (epoxid-hidrolaz)*

CAG ATG ATA GCA GTA GCG GAT

TGAATG TCG TCT TCT CGG GTT

43a (orto-metil-transzferaz)*

IATG ATT GGAGCG ACGAGCATT

GCC TCT GGAAGT ATGCACTC

INtDHAR (dehidroaszkorbat-diszmutaz)** [CAA GGC TCA CGG ACC ATA IACT TCC TGC GAAACAACG

NpSOD (szuperoxid-diszmutaz)** GCC GTC CTT AGC AGC AGT IACAAGC AAC CCT TCCACC

INgCAT (katalaz)** TCC GCT TGATGT GAC TAAA [TCC ACC CAC CGACGAATA

c24* IAGC AGC TTG TTT GCT CTT CCT CAG [TGT GAG CAT CCC AGG CAG TGA

AAG

c53* GAT TGG AGAAAG GCATCACGAC [TTT TAAGGATCC ATC GCT CAT CA

c58* TTT TCC TGA CAATCC CAA CAT AAC|IGCT CCACCACCATCACTTTTCTG
AGC

c59* GAC CTC ACT TGG ACT CAA TGC|GAC TAG AAC AAG CAG CGG AAG
CAAC TGC

c90* IAAT TAC AAC AAA AAC TTAACT TGCIAAT GTG TTC TGT ATT TCA GTT GTT|
ACAGGC TC IACC ATC TC

c94* TTT GAT GAATTG CGTTGC GT GAT TGAATT TTC GGG CAAACC

c106™ GCT GGT GAT GTAAAG GCC GTAT |CCAAAG CCT CCAGCATAG CA

c108* IGGA CGC TGG TGG CATAAT C CCT CAAGTT GAT CGC CAAGGT

c125* IATG CAA GGACAATGC GCTATG GCC TTC TCATCG GTT CCC AAT

c135* IAGT CAACAAAGC GCGTGAACAG ([TTT CCAACATCACTT GGT GTAACA

GC

c139* GGC CTT CCAATC ACG AAC AGT GCG TGG GCA GCAATG ATAT

c144* TGT GGC GGA GTT AGA AAG GCAICAA TCC CAT TAG GCC CAG CAA
TCAG CAG

c151* CGG CTT TCC GAC GGC GTATTG CCA GCT TCG TTC GTC AGC TTAACA

C
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4.6.3. A névényi mintak el6készitése proteinaz-aktivitas méréséhez

40 mg novényi mintat folyékony nitrogénben homogenizaltunk, majd 1,5 ml-nyi, a 4.8.
pontban felsorolt puffer valamelyikében alaposan felkevertiik. Az elegyet két 6ran at razatas kozben
jégen inkubaltuk, majd két percig 13 000 percenkénti fordulaton centrifugaltuk. 25 pl feliiluszobol,
24,75 ul pufferbdl és 0,25 pl protedz szubsztratbol egy méréshez sziikséges reakciomennyiséget
pipettaztunk Ossze egy 96-0s real time PCR lemez egy-egy zsebébe. Negativ kontrollként a
reakcidelegybdl a novényi mintat kihagytuk, helyette pufferrel egészitettiik ki 50 ul-re. Pozitiv

kontrollként a csomaghoz mellékelt tripszin szolgalt.

4.6.4. Microarray vizsgalatok
A microarray vizsgalatokat Brazma és mtsai. (2001) altal leirt MIAME (Minimum

information about microarray experiment) kovetelmények alapjan végeztiik. Dohanyleveleket
vizzel, P. syringae hrcC baktériumszuszpenziéval, inhibitorral (1.5mM LaClz, 50 uM neomicin-
szulfat, 100 uM arisztolochiasav, 1.5 uM K252a, 50 uM MG115), illetve baktériumszuszpenzio és

inhibitor keverékével infiltraltunk.

A novényi mintakbol kinyert RNS (4.6.1.) toménységét Micron-30 (Millipore, USA)
szlirdoszlopokon noveltiik. A végkoncentraciot spektrofotométerrel (A=260 nm ¢€s 280 nm) és 1%-

os agarozgelen futtatassal ellendriztiik.

A c¢DNS cimkézést, a hibridizaciét és az adatok normalizalasat a TIGR Potato Functional
Genomics Project végezte a mintegy 12 000 burgonya gént tartalmazé TIGR Potato 10K cDNA
Array felhasznalasaval.'® A burgonya chip felhasznalasat a dohany és a burgonya kozotti nagyfokt

genetikai hasonlosag tette lehetové.

A TIGR altal normalizalt adatokbol az ismétléseknél fellépd eltérd génkifejezddési szintek
rangsoranak mértani kozepén alapuld un. termék rangsor-analizissel (rank product analysis;
Breitling és mtsai.,, 2004) valasztottuk ki azokat a géneket, amelyek miikodését a kezelések
szignifikdnsan serkentették vagy visszavetették. A szadmitasokhoz sziikséges szamitogépes
alkalmazast a Glasgow Microarray Analysis honlapjar6l™® toltottiik le. Azokat a géneket tekintettiik
megvaltozott aktivitasunak, amelyekben a valtozas mértéke meghaladt az 5%-os, véletlenszerii

permutaciobdl is el6allo hibahatart.

1% Az alkalmazott protokoll a http://www.jcvi.org/potato/sol_ma_protocols.shtml oldalon talalhato.
Y http://www.brc.dcs.gla.ac.uk/
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4.7. Kalléozkimutatas

4.7.1. Kall6zfelhalmozdodas meghatarozasa szovetfestéssel
A sejtfalakba ¢épiild kall6z kimutatasdhoz anilin-kéket hasznaltunk (Currier, 1957), amelyet

A forrasban 1év0 etanollal szintelenitett A. thaliana leveleket 1,5 ml Girmértékii reakciocsovekben
aztattuk a festékes pufferben egy ¢jszakan keresztiil. A szovetmintakrol a folosleges festéket a fent

leirt KoHPO,4 pufferrel mostuk le. A fluoreszcens mikroszkopos vizsgalatokhoz (Aeyx=393 nm és
Aem=479) a mintdkat glicerolban fixaltuk targylemezen. Figyeltiink arra, hogy a mikroszkopos

vizsgalatokat mindenképpen a levél fonaki részén végezziik, hogy a névényi szO6rok (trichomdk)
fluoreszcenciaja ne befolyasolja a kalloz-anilin-kék komplexek fluoreszcencidjanak észlelést (4.2.

abra).

4.2. abra. Fluoreszcens mikroszkopos felvétel P. syringae pv. syringae hrcC baktériumszuszpenzioval infiltralt N.
tabacum ’Samsun’ levelének fonakarol (balra), illetve kezeletlen Arabidopsis levelének felszinérdl (jobbra). A
festékként hasznalt anilin-kék a sejtfalba épiilt kalldzzal alkotott komplexe vilagos foltokként jelenik meg. Szintén erds
fluoreszcencia figyelheté meg az Arabidopsisok trichomaiban.

A preparalt mintdkon tiszeres nagyitasu objektivvel egy, a levéllemez nagy részére nézve
reprezentativ latomezd6t fényképeztiink. A képeket a konnyebb lathatosag érdekében szintelitetlenné
tettik GIMP grafikai program (GIMP 2.6.7., Spencer Kimball, Peter Mattis) segitségével. A
kiilonb6zé  kezelésekben részesitett novényekbdl készitett preparatumokon a fluoreszcencia
mértekét, a kallozbeépiilési gocok szamat, méretét, elhelyezkedését az igy késziilt fényképeken

szabad szemmel vizsgaltuk.

A megfigyeléseket egy otfokozati skalan osztalyoztuk (erds csokkenés, enyhe csokkenés,
valtozatlan, enyhe ndvekedés, erds novekedés). Kontrollnak a vizzel, illetve csak inhibitorral kezelt

mintakat tekintettiik. Ahol a BR-hez képest legalabb felére esett a kallozgdocok szama a
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latomezOben, ott erds csdkkenésrdl beszéltiink. 25 és 50% kozott enyhének irtuk le a csokkenést. A
kallozgocok 25-50%-o0s emelkedését enyhének tekintettiik. (Megjegyzendd, hogy 50% folotti

novekedést egy mintdnkban sem tapasztaltunk.)

4.7.2. Kall6ztartalom kvantitativ meghatarozasa
Els6sorban Kohler és mtsai. (2000) cikkét vettiik kiindulopontként. A kezelt levelekbdl vett

mintdkat 1,5 ml-es reakcidcsovekben egy éjszakan 4t 96%-os alkoholban aztattunk folyamatos
forgatds kozben. Mésnap a folyamatot teljes szintelenedésig folytattuk forré alkoholban. A
leveleket abrazivum porral homogenizaltuk, majd centrifugaltuk. A folosleges alkoholt pipettaval
eltavolitottuk, a visszamaradd pogacsat 350 pl dimetil-szulfoxidban vettiik fel Gjra és fél oran
keresztiil f6ztiikk nagy nyomdéson kuktafazékban. Pipettazas utan a 100 pl feliiluszot, 200 pl 1M
NaOH-val ¢s 1200 pl pufferrel [400 ul 0,1%-0s anilin-kék + 590 ul 1M glicin/NaOH, pH 9,5 + 210
ul 1M HCI] mértiink 0ssze. Az autofluoreszcencia-mérésre szolgald negativ kontrollbol kihagytuk

az anilin-kéket. Fél-fél ora 50, illetve 25 °C-on val6 inkubalds utdin Agy=393 nm és Agp, =479 NM
hullamhosszokon spektrométerrel mértiik a fluoreszcencia mértékét. A kapott adatokat az anilin-kék
autofluoreszcenciajara normalizaltuk, friss levéltomeg alapjan milligrammra vonatkoztattuk, illetve
1pg/ml laminarin®? fluoreszcenciajahoz viszonyitottuk.

4.8. Proteinaz-aktivitas mérése dohanyban

A proteinaz-aktivitds méréséhez a SensoLyteTM Red Protease Assay gyari készletet
(AnaSpec Co., San Jose, CA, USA) hasznaltuk. Pufferként a gyart6 altal biztositotton kiviil (Assay
buffer) a csomagban taldlhato recepetek alapjan elkészitett pufferekkel is végeztiink vizsgalatokat.

Ezek a kovetkezOk voltak:

1 Kalium-foszfat — 20 mM; NaCl — 150 mM — pH 7,6

2HCI-10 mM —pH 2

3 Natrium-foszfat — 20 mM — pH 8

4 Natrium-acetat — 20 mM; cisztein — 20 mM; etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA) 2 mM — pH 6,5
5 Tris-HCI — 10 mM — pH 8,2

6 Natrium-citrat — 20 mM — pH 3

12 Kohler és mtsai. (2000) referenciaként pachymant javasolnak. Wood és Fulcher (1983) munkaja alapjan mi ezt a
konnyebben elérheté laminarinnal helyettesitettiik.
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A 4.6.3. pontban ismertetett mdodon eldkészitett mintdkon a valos idejii PCR vizsgélatoknal is
hasznalt berendezéssel végeztiink méréseket, Otpercenkénti leolvasassal, Aexciticios = 546 nm ¢és

Aemisszios = 975 NM egy oran keresztiil.

A proteaz aktivitas mérését a kazeinhez kapcsolt 5(6)-TAMRA pH-fiiggé fluoreszcens
festék teszi lehetové. A fluoreszcencia mindaddig nem jelentekzik, amig a kiilonb6zo protedzok a

kazeint bontani nem kezdik (1asd 4.4. dbra). A proteazaktivitas és a fluoreszcencia mértéke egyenes

aranyossagban allnak egymassal.'®

~
Protedz \3 0/ z
AN

Gyenge fluoreszcencia Erds fluoreszcencia

4.4, abra. A proteaz aktivitds mérését lehetévé tevd jelenség vazlatos folyamata. A kazeinhez kotott fluoreszcens
molekulak mindaddig nem képesek vilagitani, amig valamely proteaz a kazeint bontani nem kezdi. (Az abra a gyarté —
AnaSpec Co., San Jose, CA, USA — altalt mellékelt tajékoztato alapjan késziilt.)

4.9. A géncsendesitéshez kapcsoldd6 anyagok és médszerek

Szatellitvirussal kivaltott géncsendesitési rendszert (SVISS — satellite virus-induced
silencing system; Gosselé és mtsai., 2002) hasznaltunk. A felhasznalt szatellitvirus (STMV) a
dohanymozaik virus U2 térzse (TMV-U2) volt.

Az STMV-t tartalmaz6 pVE349 plazmidba olyan szekvencidkat tudunk elhelyezni Pstl és
Notl hasité enzimek segitségével, amelyek az altalunk vizsgalni kivant gének csendesitését

eredményezik (a konstrukcio elvi felépitését a 4.5. abra szemlélteti.)

A restrikcios emésztést az endonukledzokat és a hozzajuk tartozo puffereket gyartd cég
(Fermentas) utasitasainak megfelelden végeztiik. Ezt kdvetden a ligalas T4 DNS ligazzal tortént

egész ¢jszaka 4 °C homérsékleten.

B3 A gyarto tajékoztatoja alapjan. SensoLyte ™ Red Protease Assay Kit, Fluorimetric, Catalog# 71140

42



Hasonlé mddon alkalmaztuk a konstrukciot eGFP fehérje ndvénnyel vald kifejeztetésére is.
Ebben az esetben a “silencing szakasz” helyett a teljes eGFP szekvenciat épitettiik be. Az in vitro

transzkripcidhoz TranscriptAid™ T7 High Yield Transcription Kitet (Fermentas) hasznaltunk.

DNS-szakasz csendesitéshez

STMV (TMV-U2 szatelitvirusa)

plazmid

4.5. abra. Az altalunk géncsendesitéshez hasznalni tervezett plazmid sematikus vazlata. Magyarazatot lasd a
szdvegben.

A vektorok készitéséhez felhasznalt inditészekvenciak bazissorendjei a GFP csendesitéséhez

eGFPsilenceU 5' ACT AAT GCA TGC ATC GGC GTG GCT GCT GTG 3'
eGFPsilenceL 5' ATG TCC TGC AGG GCA AAC TAT ATG GGC TTC 3
a teljes GFP kifejezéséhez pedig

EgfpER:U 5' CAA GGC CAT GCC ACC ATG GTG AAG ACTAATCTTTT 3
EgfpER:L 5' ATG TCC TGC AGG TTACAGCTCGTCCTTCTTGTAC 3
voltak.

4.9.1. Plazmidtisztitas
Egy éjszakan 4t folyamatosan forgatott, 37 °C-on folyékony LB taptalajon felszaporitott E.

coli baktériumokbdl a kivant plazmidot Miniprep Express™ (Bio101, Vista, CA, USA) készlet

segitéségével tisztitottuk a gyartod utasitdsainak megfelelden.

A tisztitott plazmidokat felhasznalasig -20 °C-on fagyasztva taroltuk.

4.10. In silico mo6dszerek

4.10.1. Primertervezés

A Real Time PCR vizsgalatok elvégzéséhez sziikséges primereket az Oligo nevil
programmal terveztilk (Wojciech & Piotr Rychlik. Molecular Biology Insights, Inc. 8685 U.S.
Highway 24 West, Cascade, CO 80809, USA)
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A primertervezésnél az olvadasi hémérsékletet (Ty) az MWG-Biotech AG (Anzingerstr. 7a
85560 Ebersberg, Németorszag) altal javasolt szamitdsi mddszert alkalmaztuk. 15 bp hossz alatti

primerek esetében az olvadasi homérsékletet a
Tm =2(na + n7) +4(Nc + ng)
15 bazisnal hosszabb primerek esetében pedig a
Tm= 69,3 + 41(nc + ng)/s — 650/s

tapasztalati képletek alapjan hataroztuk meg, ahol

Twm — az olvadasi hdmérséklet °C-ban;

Na — a primerben talalhaté adenin bazisok szama;
Nc — a primerben talalhatd citozin bazisok szama;
NG — a primerben talalhaté guanin bazisok szama;
Nt — a primerben talalhat6 timin bazisok szama;

S — a primer hossza bazisokban mérve.

4.10.2. Dohanyban a BR soran aktivitast mutaté gének ortoldgjainak keresése Arabidopsisban
Dohanyban aktivitdst mutatdé — fehérjebontasért és jelatvitelért felelés — géneket

Arabidopsisban is kerestilk. A munka soran a SeqMan (LaserGene) programot, a Genevestigator

(Zimmermann ¢és mtsai.,, 2004) adatbazist ¢és a SALK intézet honlapjan elérhetd

(http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress) géntérképezd alkalmazast hasznaltuk fel.

A nagyfokt hasonlosagot mutatd szakaszokra mutans Arabidopsis névények magjait a

European Arabidopsis Stock Centre-t6l (korabban NASC, Egyesiilt Kiralysag) rendeltiik.

4.10.3. A pVE349 plazmid bazissorrendjének meghatarozasa

A pVE349 kddjelti plazmid bazissorrendjét a plazmid vektor szabadalmi leirasa (Metzlaff
és mtsai., 2003) és Gosselé €s mtsai. (2002) cikke alapjan rekonstrualtuk in silico a SeqBuilder
7.0.0 program segitségével (DNASTAR, Madison, USA).

4.10.4. Statisztikai modszerek
Az ismételt kvantitativ vizsgalatok eredményeit kiilonbdz6 verziojt MS Excel

programokban atlagoltuk és ezeket fliggetlen mintas (heteroszcedasztikus) t-probaval
Osszehasonlitottuk. A konfidencia intervallumot p>90%-ban hataroztuk meg. Az adatokat — a
szorasok feltiintetésével — a hatékony megjelenités szempontjabdl legalkalmasabb

diagramtipusokon abrazoltuk.
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5. Eredmények

5.1. A baktériumok altal kivaltott altalanos rezisztencia virusfert6zés lefolyasara
gyakorolt hatasa

5.1.1. A tiinetek gatlasanak vizsgalata (kompatibilis dohany-TMV kapcsolat)

A baktériumfert6zés utan mind a hat, mind a huszonnégy oraval dohany mozaik virussal
(TMV) feliilfert6zott névényeken csak kisebb mértékii mozaikosodas volt megfigyelhet6 a vizzel
elokezelt, illetve a kezeletleniil hagyott kontrollndvényekhez képest. Ebbol arra kovetkeztethetiink,
hogy a vizzel valo injektalasnak is van hatasa a tiinetek kialakuldsara, még ha az kisebb mértékii is a
baktériumfertdzés esetén tapasztaltnal. Mind a hat 6rés (5.1. &dbra), mind pedig a huszonnégy oOrés

feliilfert6zés esetén hasonld tiinetgatlast tapasztaltunk.

="

5.1. abra. N. tabacum ’Samsun’ nn névények csticskozeli levelei a virusfert6zést kovetd tizedik napon. Az egyes
sorokban bemutatott levelek egymasnak megfeleltethetd levélemeletekrdl szarmaztak. Kezelések oszloponként balrol
jobbra: vizes infiltracio + TMYV, P. syringae pv. syringae hrcC + TMV, csak TMV. Az el6kezelésket hat 6raval kovette a
virusfertdzés. Az abran ismételt kisérletek reprezentativ eredményei lathatoak.

5.1.2. A virusreplikacié gatlasanak vizsgalata (kompatibilis dohany-TMV kapcsolat)
A virusreplikacié gatlasanak vizsgalatahoz a TMV-vel val6 inokulalast kovetd 24., 36. és 72.

6raban meghataroztuk a virus RNS mennyiségét a névények lokalisan fertdzott és a fertdzott folotti
leveleiben (szisztemikus fert6zés). Ebben a kisérletben ugyanolyan kezeléskombinaciokat
alkalmaztunk, mint a tlinetgatlas vizsgalatanal. Mind a 6, mind pedig a 24 o6raval az el6kezeléseket
kovetd virusfertdézést elszenvedd ndvényekben a TMV RNS kifejezddési szintje a masodik napon
jelentds emelkedést mutatott, majd a harmadik napon erdteljesen csokkent a baktériummal kivaltott
BR hatasara (5.2. abra). Fontos megjegyezni, hogy a két levélemelet virusexpresszio-alakulast
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szemléltetd grafikonjain az expressziot jelzo tengely nagysagrendileg eltér egymastol. Az inokulalt
levél esetében a maximalis értékek csaknem 10° nagysagrendiick, mig a nem fertzott levélnél még

a 10" értéket sem érték el, a tendencia azonban hasonld volt (4bran nem jellve).

TMV RNS mennyiségének valtozasa
(6 oras feliilfertozés)

A TMV fert6zés utdn eltelt 6rak szama (hpi)

ETMV mviz+TMV hrcC + TMV
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5.2. abra. A TMV mennyiségének valtozasa Samsun nn ndvény inokulalt leveleiben az id6 fiiggvényében kontroll (csak
TMYV kezelés), vizzel elokezelt [Viz + TMV] és P. syringae hrcC HR-negativ baktériummal el6kezelt [hrcC + TMV]
ndvényben. A virusos feliilfertézések hat oraval (fent), illetve 24 oraval (lent) kovették a baktériumos eléfertdzést. Az
ordinata a virusfertdzéstdl eltelt idot jeldli, az abszcissza pedig a virus, valos idejii PCR modszerrel meghatarozott RNS
kifejezddési szintjét, logaritmus skalan.

5.1.3. A virus okozta HR gatlasanak vizsgalata (inkompatibilis dohany-TMV kapcsolat)
Azoknal a novényeknél, ahol az elokezelésektdl hat ora telt el a virussal valo feliilfert6zésig,

a baktériummal el6kezelt levélfeleken a HR gatlas mind a kontrollhoz, mind pedig a vizes kontroll
levélfélhez képest szembeotld volt (5.3. abra). Nem csak a 1éziok szdma, de azok mérete és
elhelyezkedése is jelentdsen eltért az egyes kezeléseknél. Mig a kontroll leveleken 2-3 milliméter
atmérdjl, kiilonallo nektrotikus foltok jelentek meg, addig a vizzel elkezelt levélfeleken valamivel

kisebb méretli, olykor egyméasba folyd nekrézisok voltak. A baktériummal eléfertdzott leveleken
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apro, 1 mm korili kiillonalldo HR nekrozisokat figyeltiink meg (5.4. abra). Megfigyeltiik tovabba azt
IS, hogy az el6kezelésben nem részesiilt levelek minden esetben enyhe klordzisos tiinetet is
mutattak. Hasonl6 jelenség az eldkezelt leveleken nem, vagy csak joval kisebb mértékben volt

megfigyelhetd.

Az eldkezelések utan egy nappal feliilfertdzott novények esetében szintén erdteljes HR-
gatlas mutatkozott, amely azonban nem csak a baktériummal, hanem a vizzel el6kezelt levélfeleken
is markansan megmutatkozott. A nekrézisok mindkét eldékezelés hatdsara 1 mm koriiliek és

kiilonallok voltak (5.4. abra).

[N

5.3. abra. A baktériumok altal kivaltott BR HR-gatlé hatdsanak vizsgalatahoz hasznalt N. tabacum L. "Xanthi' NN
levelei a TMV okozta HR sejtkollapszus bekovetkezte utan. Az X-szel jelolt levél kezeletlen kontroll volt, mig a V jeliit
vizzel, a C jellit pedig P. syringae pv. syringae hrcC baktériumszuszpenzidval fecskendeztilk be hat 6raval a TMV
fertézés eldtt. Az abran bemutatott levelekhez hasonld megjelenés volt megfigyelhet6 a kisérletbe vont tobbi névényen
IS.

El6kezelések hatdsa a nekrotikus
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5.4. abra. P. syringae pv. syringae hrcC baktériumszuszpenzidval, vizzel el6kezelt, illetve csak TMV-vel fertézott N.
tabacum L. "Xanthi' NN levelein megfigyelt HR-es 1ézidk szama egy-egy levélfélen. Kezeléstipusonként 8-8 levél
adatainak kozépértéke (a szords 8-15% kozott mozgott). A buborékok mérete a 1éziok méretkiilonbségeire utal
(magyarazatot lasd a szovegben).
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A fent leirt kisérletbedllitasok biztatd eredményei utan olyan ndvényeket is vizsgaltunk,
amelyeknél a virus- és baktériumfertézés egy idoben tortént, illetve a virusfertdozés hat vagy
huszonnégy 6raval megeldzte a baktériumos kezelést. A kisérlet soran fiatal, 6-7 leveles ndvények

harom egymas folotti levélemeleteit kezeltiik.

Az azonos levélemeleteken hasonld aranyokban voltak megfigyelhetdk a valtozasok, mint a

fent bemutatott eredményeinknél mind a hat 6réas, mind pedig az egynapos feliilfertézések esetében.

A Dbaktériumos ¢s a TMV fertézést egyidoben elszenvedd novényeknél oOsszefiiggést
figyeltiink meg a levelek kora és a kialakuld nekrozisok mérete kozott: megallapitottuk, hogy amig
a legiddsebb kezelt leveleken akar a levéllemez nagy részére is kiterjedd elhalas minden esetben
(vizes és baktériumos injektalas mellett is) bekovetkezett, addig a legfiatalabb kezelt levelek
mindossze elszort, 1-2 mm-es foltokban haltak el. Az atmenetet képviseld kozépso leveleken nagy
kiterjedésii nekrdzis leginkabb a baktériummal eléfertdzott levélfélen. A vizzel kezelt levélfeleken

csupan 3-4 mm-es egymasba olvado 1€ziok jelentek meg (5.5. dbra).

hreC b
l viz g

Elsé levélemelet

csak TMV

Mdsodik levélemelet Harmadik levélemelet

5.5. abra. N. tabacum L. 'Xanthi' NN leveleket vizzel, illetve a P. syringae pv. syringae hrcC baktériumszuszpenzidval
tortén6 befecskendezés utan azonnal TMV-vel fert6ztiink feliil. Kontrollként azonos kort, csak TMV fert6zésben
részesiilt leveleket hasznaltunk. Balra a legalso (legidGsebb) levélemelet, kdzépen €s jobbra rendre a kdzvetleniil e folott
elhelyezkedd levélemeletek lathatoak. Az abran a kisérleti ismétlések jellemz6 eredményei lathatoak, kivéve a legalso
levélemeletet: itt azonos kisérletsorozatban szerepld legstlyosabban és legenyhébben karosodott levelek szerepelnek
egymas mellett. (A jobb szemléltethetéség érdekében a levelekrdl késziilt fényképek fényerejét, kontrasztjat és
telitettségét digitalis technikaval torzitottuk.)

Azoknal a ndvényeknél, ahol hat 6rdval hamarabb fertéztiink TMV-vel, mint baktériummal
(illetve kontrollként vizzel), az also fert6zott levélemeleteken a teljes levéllemezt apro, dsszefolyo
1éziok boritottak. A vizzel kezelt levélfeleken ezeken kiviil a levélcsucsok kozelében nagy méretii
elhalas is kialakult. A levéllemez kondicidja azonban altaldnossdgban jobbnak bizonyult, mint az
ezekkel egy idOben virussal fertdzott kontrollndvények levelei, amelyek ekkorra a becsléseink

szerint a levéllemez 75%-an nekrotizalodtak.

A masodik legidésebb levélemeletrdl szarmazo vizsgalati mintainkon éles kiillonbség volt a
baktériummal és a vizzel kezelt levélfelek kozott. Az eldbbin tliszarasnyi nekrotikus foltok, mig az
utobbin nagy kiterjedésti 16ziok alakultak ki. Osszességében elmondhato, hogy a kontroll levélhez

képest a baktériummal kezelt oldal jobb, a vizzel kezelt viszont rosszabb kondiciot mutatott.
48



Szembedtl volt a HR-gétlas a kontrollhoz képest a legfelsé fertozott levélemeleten. A vizzel

¢és a baktériummal infiltralt levélfélen is hasonld méreti, 1-2 mm-es 1ézidk alakultak ki, am az

utobbin azonban 70-80%-kal kevesebb (5.6. abra).

csak TMV

Masodik levélemelet

hreC viz
. csak TMV ’wz ‘
Elsé levélemelet

Harmadik levélemelet

csak TMV

5.6. abra. N. tabacum L. 'Xanthi' NN leveleket vizzel, illetve a P. syringae pv. syringae hrcC baktériumszuszpenzioval
torténd befecskendezés el6tt hat 6raval TMV-vel fertztiink. Kontrollként azonos kort, csak TMV fertdzésben részestilt
leveleket hasznaltunk. Balra a legals6é (legidsebb) levélemeletet, jobbra haladva a rendre kozvetlenill e folott
elhelyezkedé levélemeletek lathatok. Az 4dbran a kisérleti ismétlések jellemz6 eredményei lathatdéak. (A jobb
szemléltethetoség érdekében a levelekrdl késziilt fényképek fényerejét, kontrasztjat és telitettségét digitalis technikaval

torzitottuk.)

Azoknal a ndvényeknél, ahol a baktériumos, illetve a vizes kezelések egy nappal a

TMV fertézés utan kovetkeztek, szignifikans kiilonbséget egyik levélemeleten sem tapasztaltunk a

kontrollndvények leveleihez képest (abran nem jeldlve).
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5.1.4. A virusreplikacio gatlasanak vizsgalata (inkompatibilis dohany-TMV kapcsolat)
A virusreplikacid gatlasanak vizsgalatdhoz az elokezelésket kdvetden hat oraval fertdztiik

feliil a novényeket TMV-vel. A virusfert6zéstol szamitott 24., 48. és 72. oraban vizsgaltuk a TMV
RNS-ének kifejezddési szintjét valds idejii PCR segitségével. Az eredményeket bemutatd 5.7. dbran
megfigyelhetd, hogy a virus RNS mennyisége a ndvényben mindharom kezeléstipus esetén
folyamatosan emelkedik, azonban az emelkedés mértéke eltéré. A kontroll névényhez képest a
baktériummal eldkezelt novényekben kisebb mértékii a virusszint ndvekedése. A vizzel eldkezelt

mintakban is megfigyelhetd ugyanakkor a virusreplikacio kisebb mértéki gatlasa.

A TMV RNS mennyiségének valtozasa

10000

1000

100

10

24 6ra 36 6ra 72 6ra

0,1

A TMV fert6zés utan eltelt 6rak szama

A virus mennyisége a dohany aktin gén
kifejez6déséhez viszonyitva

ETMV mviz+TMV hrcC+ TMV

5.7. abra. A TMV mennyiségének valtozasa Xanthi NN névényben az id6 fliggvényében kontroll (csak TMV kezelés)
[TMV], vizzel elékezelt [viz + TMV] és P. syringae hrcC HR-negativ baktériummal el6kezelt [hrcC + TMV]
ndvényben. Az ordinata a virusfert6zéstdl eltelt id6t jeldli, az abszcissza pedig a virus RNS expresszidjat, logaritmus
skalan.

5.1.5. A novényi védekezési reakciokkal kapcsolatba hozhaté gének aktivitasanak vizsgalata
(inkompatibilis dohany-TMV kapcsolat)
A virusreplikacioval kapcsolatos vizsgalatainkhoz hasznalt mintakbol bizonyos ndévényi

védekezésben szerepet jatszo gének aktivitdsanak valtozasat is vizsgéltuk. Az eredményeink azt

crer

virus indukélta novényi génaktivitdsok is gatlédtak azokban a mintakban, ahol az altalanos
rezisztenciat el6zleg a HR-negativ P. syringae hrcC baktériummal aktivaltuk. A vizzel infiltralt
levelekben a tlinetekhez és a virusreplikacional tapasztaltakhoz hasonldéan megfigyelhetd volt a

génaktivitasok novekedésének gyengébb mértékii késleltetése (5.8. abra).

Némiképp hasonld dinamikat figyeltiink meg a TMV-vel szembeni rezisztenciavalasszal

Osszefiiggsébe hozhat6 (Guo és mtsai., 1998) epoxid-hidrolaz esetében is.
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5.8. abra. Az orto-metil-transzferaz (feliil) és epoxid-hidrolaz (alul) dohanygén transzkripcidjanak valtozasa Xanthi NN
ndvényben az id6 fiiggvényében a kontroll (csak TMV kezelés [TMV]; vizzel el6kezelt [viz+TMV] és P. syringae hrcC
baktériummal eldkezelt [hrcC+TMV] ndvényben. Az ordinata a virusfert6zéstol eltelt idot jeldli, az abszcissza pedig a
génkifejezddés mértékét a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva. Az abra két fiiggetlen, hasonlé eredményt mutaté kisérlet
reprezentativ eredményét mutatja be.

A hidrogén-peroxid lebontasdban részt vevé két enzim a P. syringae hrcC mutanssal
elokezelt majd a virussal feliilfert6zott szovetekben enyhén aktivalodott, mig a csak virussal kezelt,
illetve vizzel el6kezelt levelekben csokkent — legalabbis a fertézést kovetd 48. oraban. Azaz a
szabalyozasa ellentétes irdnyu volt. Ez az ellentétes iranyl véltozas mar jelentdsebb kiilonbséget
eredményezhet a fert6zés masodik napjan, ami a tiinetek kialakuldsanak kezdetével egyezik meg. A
szuperoxid-diszmutaz mindharom kezelés soran aktivalodott, de a baktériummal el6kezelt

mintakban az indukcié mérsékeltebb volt a masik két mintasorhoz képest (5.9. abra).
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5.9. abra. Katalaz (NtCAT), dehidroaszkorbat-reduktaz (NtDHAR) és a szuperoxid-diszmutaz (NtSOD) dohanygén
transzkripcidjanak valtozasa Xanthi NN ndvényben az id6 fliggvényében a kontroll (csak TMV kezelés [TMV]; vizzel
elokezelt [viz+TMV] és P. syringae hrcC HR-negativ baktériummal el6kezelt [hrcC+TMV] névényben. Az ordinata a
virusfertdzéstol eltelt idot jeloli, az abszcissza pedig a gén transzkripcidjanak mértékét jeldli a kezeletlen kontrollhoz
viszonyitva. Az abra két fiiggetlen, hasonl6 eredményt mutato kisérlet reprezentativ eredményét mutatja be.
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5.2. A BR soran a jelatviteli folyamatokban és protein lebontasban részt vevo,
megvaltozott aktivitast mutaté gének vizsgalatai

5.2.1. Jelatvitellel kapcsolatba hozhat6 gének aktivitasanak valtozasai a BR alatt

Kutatocsoportunk korabbi munkaiban nagy szamban azonositott olyan géneket, amelyek a
BR soran aktivalodnak dohanynovényben. Ezek kozott szamos olyan szerepelt, amelyek a sejten
beliili jelatviteli folyamatokban vesznek részt (pl. MAP-kinazok, foszfatazok, receptor-jellegii
kinazok, Ca* -jelatvitelben szerepet jatszo fehérjék, hormonszintézis-gének).

Tizenhdrom ilyen gén aktivitasanak valtozasat kovettik nyomon a fertézést (kezelést)
kovetd iddszakban. Ehhez meghatarozott iddpontokban mintat vettiink a BR allapotaba hozott, a
kontrollként vizzel infiltralt, illetve a kezeletlen dohdnyndvényekbdl. A génaktivitdsok szintjét
valos idejii PCR-rel vizsgaltuk. Az 5.10 dbran néhéany jellemzo génaktivitas valtozast mutatunk be.
A ndvényben konstitutivan kifejez6do aktin génjére normalizalt, illetve a kezeletlen ndvényekben
mért génkifejezddési szintekhez viszonyitott relativ génkifejezédést az 1d6 fliggvényében
grafikonokon abrazoltuk (5.10. abra).

Az egyes gének aktivitasanak idébeli lefutasa kiillonb6z6é volt, valosziniileg annak
megfeleléen, hogy a védekezés melyik fazisdban jatszik szerepet a génterméke. A MAP3K kindz
jellemzden a korai id6pontban (6hpi) mutatott nagyobb aktivitast a kontrollhoz képest. Valdsziniileg
a védekezés beinditasaban jatszhat szerepet.

Mas gének — igy a MAP-kinaz vagy a receptor-szerli protein kindz génjei — a késdbbi
idépontokban (pl. MAP-kindz: 24 és 72 hpi; receptor-szerli protein kindz: 48 hpi) mutattak a
kontroll vizzel kezelt levélszovethez képest nagyobb aktivitast a BR alatt. Ezek a gének vélhetden a
védekezési folyamatok késdi szakaszaban aktivalodnak és feltehetdleg a védekezés fenntartdsdban
¢s/vagy ujabb fédekezési folyamatok elinditdsaban jatszhatnak szerepet.

Olyan géneket is talaltunk, amelyekben €pp a baktériumos fert6zés hatdsara csokkent a

transzkricpid a vizes kezelésen atesett mintdban mérthez képest (pl. annexin-szerti fehérje: 24 hpi).
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5.10. abra. Kiilonb6z6, BR-hez kothetd jelatvitelben részt vevé gén kifejez6dési szintjei P. syringae pv. syringae hrcC
(piros vonal), illetve vizzel (kék vonal) infiltralt novényekben mérve a fertézéstdl eltelt o6rak (hpi — hours post
inoculation) fiiggvényében. A fiiggbleges tengelyen relativ génkifejez6dési szinteket mutatnak: a viszonyitasi alapot
egyrészt a novényi aktin gén, masrészt pedig a kezeletlen kontrollndvényekben mért génkifejez6dési szint adja.

5.2.2.Jelatvitel-gatlok hatasa a génkifejez6dések valtozasara a BR alatt
A BR sordn megvaltozott aktivitast mutatd gének tobb mint tiz szdzaléka a jelatviteli

folyamatokban jatszik szerepet (Szatmari és mtsai, 2006). Vizsgalataink sordn a dohanynovények
kezelését a fentiekben leirt baktériumszuszpenzid és a vizes injektalas mellett olyan gatloszerekkel
is kombinaltuk, amelyek a vizsgéalataink szempontjabol fontosabb jelatviteli utvonalak egyes
elemeit képesek blokkolni, igy a kalcium-bearamlast (lantan-klorid), a foszfolipaz-A2
(arisztolochiasav), foszfolipaz-C (neomicin-szulfat) és foszfolipaz—D (n-butanol) aktivitasat, a
fehérjék szintézisének (cikloheximid) és azok proteoszoma-bontasanak (MG115) folyamatat. A
kezelések utan Y4, 3, 6, 12, 24 és 48 odraval vettiink mintat, majd készitettiik elé ezeket valds idejii
PCR vizsgélathoz. A génaktivitds méréseknél nyomon kovettiink egyrészt jelatvitelben részt vevo
géneket: MAP-kinazt (c24), MAP3K-t (c58), receptor-szerii-kinazt (c90), PTS-fehérjét (c106),
annexin-szeri fehérjét (c125), SPL-t (szfingozin-1-foszfat-liaz; c139) és hdsokk transzkripcios
faktort (c151).
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Masrészt az alapvetben jelatviteli folyamatokhoz kotheté géneken kiviil néhany olyan gén
iddbeli aktivitasvaltozasat is vizsgaltuk, amelyek a fehérje-anyagcserében és egyéb, a BR soran
fontos folyamatokban jatszanak szerepet. Igy tobbek kozott fahéjsav-4-hidroxilaz, epoxid-hidrolaz,
orto-metiltranszferaz, glicin-gazdag fehérje, glutation-S-transzferaz, peroxidaz €s cisztein-proteinaz,

ubikvitin-koté fehérje és proteoszoma 6-alegység génjeit.

A kiilonb6z6 kezelések hatdsara az egyes génkifejezddési szintek idobeni valtozéasat
grafikonokon abrazoltuk. Az 5.11. dbran bemutatott MAP-kindz gén kifejez0dési szintje nagyfoku
aktivitast mutat a fert6zés utani hatodik oraban, ha a névényt P. syringae pv. syringae hrcC
baktériumokkal kezeltik, am ilyen kiugréo értéket nem tapasztaltunk akkor, amikor a
baktériumszuszpenzidt a foszfolipaz-D inhibitordval egészitettiik ki. Tehat a foszfolipaz-D utvonal

gatlasa blokkolni tudta ennek a génnek az atirodasat.

MAP-kinaz
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5.11. abra. MAP-kinaz (c24) gén kifejez6dési szintjeinek valtozasa kiilonbozd kezelések hatasara és a kezelésektol
eltelt kiilonbozd idépontokban. Hasonld vizsgalatoknal az adott gén kifejezodési szintjét a dohanyban konstitutivan
kifejez6d6 aktinéra normalizaltuk. A hrcC a P. syringae pv. syringae hrcC baktériumot, mig az inhibitor a foszfolipaz D
gatloszerét (n-butanol) jeloli. Az abran harom ismétlés eredményeinek szamtani kozépértékei lathatok.

Hasonl6 grafikonok alapjan azokat a fert6zés utani idopontokat, amelyekben az adott gén
aktivitasa eltérést mutatott a tiszta, illetve az inhibitorral is kiegészitett baktériumszuszpenzioval
valo kezelés kozott egy matrixba rendeztiik (5.1. tadblazat). Megéllapithaté volt, hogy egyes

folyamatok kifejezetten a fert6zést kovetd korai idépontokban befolyadsoltdk az egyes gének
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aktivitasat (pl. a foszfolipaz-A2 a MAP-kinaz, a MAP3K, az annexin-szerli és a PTS-fehérjét), mig
masok inkdbb a késébbi mérési idépontokban (pl. foszfolipaz-C gétldsdnak hatdsa a MAP-kindzra
¢s a receptor-szerii kinazra). Volt azonban olyan kapcsolat is, amely a vizsgalt idopontokban
mindeniitt eltérést mutatott (foszfolipaz-A2 gatlasanak hatdsa a hdsokk transzkripcios faktor

génkifejezodési szintjére).

5.1. tablazat. A bal széIsé oszlopban talalhaté gének aktivitasara a tablazatban jelzett idopontokban hatassal volt a
fejlécben felsorolt jelatviteli folyamatok gatlasa. Az iiresen hagyott mezékben az adott génnél az adott kezelés hatasara
egyik kezelés utani vizsgalt idGpontban sem volt eltérés a csak baktériummal, illetve a baktérium és a gatloszer
kombinacidjaval végzett kezelés hatasa kozott. (A fertézéstdl eltelt idé oraban értendd, a n.a. jel6lésii mintaknal nincs
adat.)

K?ICIUm,_ Foszfolipaz-A2 | Foszfolipaz-C Foszfolipaz-D | Fehérjeszintézis Proteoszoma
bearamlas
MAP-kinaz 3 24-48 6 6 12
MAP3K 12-48 3 12 6 6 6
Receptor-szerii
Recer 6 24 6-24
PTS-fehérje 3-6
Annexin-szerii 1
anénre 6 3 6-12 /5-6 6 3-12
SPL 12
Hésok-fehérje n.a. 15-48 n.a.
Fahéjsav-4- _
hidroxildz n.a. 3-6 6 n.a.
Epoxid- n.a. 3-6 48 12 n.a. 3-12; 48
idrolaz
?rto'me“," n.a. 3-6 3-6 n.a.
ranszferaz
o lein-gazdag- n.a. 6-48 24 n.a. 12-48
ehérje
Glutation-S-
transzferaz n.a. 6 6 3 n.a. 3-6
Peroxidaz n.a. 3-6 48 12 n.a. 3-6; 48
Cisztein-
proteiniz n.a. n.a. n.a. 12 n.a. n.a.
pbikvitin-ktd n.a. n.a. n.a. 3 n.a. n.a.
ehérje
Jrotcoszoma n.a. n.a. n.a. 12 n.a. n.a.
-alegység

A foszfolipaz-A2 ¢és -D gatlasinak az ebbe a vizsgdlatba bevont BR gének
aktivitasvaltozasara konzekvensen a korai idopontokban (12 6raig) volt hatasa. Kivétel ez aldl a
glicin-gazdag fehérje génje, mely még a fertdzést kdvetd 48. draban is aktivitasbeli eltérést mutatott
a gatloszerrel kiegészitett mintdkban a BR-hez képest. Ezzel szemben a foszfolipaz-C gatlasa, ugy
tlinik, a kiilonb6z6 BR-génekre kiilonb6zo idopontokban volt hatassal: a fertdzést kdvetd 6. 6raban
gatolta a glutation-S-transzferaz, a 24. 6raban a glicin-gazdag fehérje, és a 48. oraban a peroxidaz és
az epoxid-hidrolaz géneket. Hasonloan szortak a fehérjelebontas gatlasa mellett vizsgalt BR-gének

aktivitasvaltozasbeli eltérések idOpontjai. Ez utobbi kezelésnél érdekes ingadozas volt
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megfigyelhetdé mind az epoxid-hidrolaz, mind pedig a peroxiddz esetében: a BR korai és késoi
szakaszaiban is nagyfoku eltérés mutatkozott a gatloszerrel kezelt és nem kezelt mintdk kozott.
Ugyanakkor az infiltraciot kovetd 24. ordban a génaktivitas szintje mindkét minta esetében kozel

azonos volt.

5.2.3. Jelatvitelgatlok génkifejez6désre gyakorolt hatasanak vizsgalatai microarray médszerrel
A fertézést kovetd néhany oraban jelentds valtozasok mennek végbe a védekezéshez kothetd

gének aktivitasaban. Kordbbi vizsgalataink alapjan célszerinek bizonyult a ndévényi sejtrél a
génatirddas szintjén a fertézést kovetd hatodik oraban egyfajta ,,pillanatfelvételt” késziteni. Ehhez
c¢DNS microarray moddszert hivtunk segitségiil. A chip-vizsgalat elénye a valds ideji PCR-rel

szemben, hogy rendkiviil sok gént lehet vele vizsgalni egy idében.

A vizsgalatokban négy kiilonbozé jelatviteli-, illetve egy fehérjelebontast és kozvetve a
szignal folyamatokat gatld vegyiiletet hasznaltunk (LaCls — kalcium-ion bearamlas; arisztolochiasav

— foszfolipaz-A; neomicin-szulfat — foszfolipaz-C; K252a — kinazok; MG115 — proteoszoéma).

A fert6zést kovetd 6. draban vett mintakon végzett chip-vizsgalat megerdsitette, hogy az
altalunk haszndlt inhibitor molekuldk nagyszamu gén aktivitdsat érintették. Ezen gének koziil
azokat valasztottuk ki, amelyek aktivitasbeli eltérést mutattak azon gének esetében, amelyek
ugyanezen vizsgalatok részeként a Pseudomonas syringae pv. syringae hrcC mutansaval injektalt
levelekben a BR soran szignifikansan véltoztattak kifejezdési szintjiiket (Szatméri A. és Bozso Z.

nem publikalt adatai).

Az 547 BR-hez kothetd gén 18%-arol (99) allapitottuk meg, hogy a fertézést kovetd hatodik
Oraban a jelatvitel-gatlok befolyasoljak a milkodését. Az 5.12. abra els6 oszlopa a hrcC
baktériummal indukalt BR alatti génaktivitasvaltozasok iranyat mutatja: piros szin jelzi a fokozott,
z6ld a csokkent génaktivitast a kontrollhoz képest. A tovabbi oszlopokban a BR-ben mért
értekekhez képest torténd aktivitasvaltozasi iranyok lathatoak kiilonbozoé gatloszerek hatasara: a
piros szin a BR-hez képest fokozott, a zold csékkend litemt génkifejezédést jelez. Ahol nem volt

valtozas a BR-beli génaktivitashoz képest, fehéren maradtak a mezok.
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Bl rutative chaneron P13.9 [Castanea sativa (Sweet chestnut)l
ABC transworter wmrotein 1-like lArabidonsis thaliana (Mouse-ear cress)]
UDP-ulucose alucosvltransferase [Fragaria ananassa (Strawherrvil

I Putative disease resistance nrotein I2C-5 [Solanum demissum {Wild potato)]

ACI13 [Lycopersicon esculentum {Tomato)]
Hone

Putative acvl-Cof svnthetase [Arabidonsis thaliana (Mouse-ear cress)]
Hicotiana tabacum ORF [Hicotiana tabacum {Common tobacco)]

Peroxidase wrecursor [Lycowersicon esculentum (Tomatoil

Cvtosolic HADP-malic enzvme [Lycopnersicon esculentum (Tomatoil

Hone

DHA binding protein WREY2 [VWitis vinifera {Grape)]

Hone

Hone

Photosvstem IT 10 kKDa wolwwentide. chloromlast wmrecursor [Lvcowmersicon esculentum (Tomato)l
Photosystem IT 10 kDa polypeptide, chloroplast precursor [Lycopersicon esculentum {Tomato}]
Hone

Ornithine decarboxvlase [Lyconersicon esculentum (Tomato)l

Ornithine decarboxvlase [Lvcoversicon esculentum {Tomatoil

Diriwent-like nrotein nDIR10 [Picea ulauca (White snruceil

transferase . transferring ulvcosvl arowms lArabidopsis thaliana]

SHEPFHERD [Arabidonsis thaliana (Mouse-ear cress)il

Putative scualene enoxidase [Lvconersicon esculentum (Tomatodl

Putative ulutathione S-transferase T2 [Lvcownersicon esculentum {Tomato)]
Tvramine hvdroxvt:lnnarmvl transferase [Solanum tuberosum {Potatoil

Gluc:...-.., [ hate translocator 2 [Solanum tuberosum {Potato)]

M patatin-like nroteln 3 Hicotiana tabacum (Common tobhaccoil
H-hvdroxvcinnamovl -Coh: tvramine H-hvdroxvcinnamoyl transferase THI?7- & [Lycopersicon esculentum {(Tomato}]
Catalase isozvme 2 [Solanum tuberosum (Potatoil

Polvualacturonase inhibitor wrotein lSolanum brevidensl

Rinening reculated nrotein-like [Solanum tuberosum {Potatoil

Mitochondrial nhosphate translocator [Arabidonsis thaliana (Mouse-ear cress)]
Cold-induced glucosyl transferase [Solanum sogarandinum]

Hone

l]S.mBal]l]ﬁEBlﬁ ] nroteln IOrvza sativa {Jamonica cultivar-orounil

Cvtosolic 6 luconate dehwdr ISnwinacia oleracea {Sninachil
Cvtosolic 6-vh houluconate dehvdr ISninacia oleracea (Sninachil
Cvtosolic 6 gluconate dehydrog [Spinacia oleracea (Spimnach)]

Hone

Hwothetical pwrotein 0J1163 C07.26-2 [Orvza =sativa (japonica cultivar-group)]
At2021045 [Arabidopsis thaliana (Mouse-ear cress)]

Hone

Putative Afh-twwe ATPase [Mrabidonsis thaliana (House-ear cressil

Hwothetical vrotein At2a20190 lArabidonsis thaliana (Mouse-ear cress)]
Methionine svnthase lSolanum tuberosum (Potatoil

SHEPFHERD [Arabidonsis thaliana (Mouse-ear cress)il

Putative membrane nrotein Solanum tuberosum (Potatoil

Caffeoyl-Cofi 0-methyltransferase [Solanum tuberosum {Potato)]

Hone

Putative recentor-like serine-threonine wrotein kinase lSolanum tuberosum (Potato)]
Monodehvdroascorbate reductase NLvcoversicon esculentum {Tomato)]

Protein kinase 1 [Hicotiana tabacum (Common tobaccoil

Putative recentor-like wrotein kinase 2 l0rvza sativa (ianonica cultivar-group)]
Hwothetical vrotein 05JHBa0079B15.16 IDrvza sativa {iavonica cultivar-aroup)]
Protein disulfide isomerase-like [fArabidonsis thaliana (Mouse-ear cressil

PEARLI 1-like nrotein [Arabidovsis thaliana {Mouse-ear cressil
Serine hwvdroxvmethvltransferase [Arabidowsis thaliana (Mouse-ear cress)]
Putative UDP-glucose dehydrogenase 2 [Hicotiana tabacum {(Common tobacco)]
Hone
Protein disulfide isomerase-like [fArabidonsis thaliana (Mouse-ear cressil
Receptor protein kinase PERK1-like protein [Oryza sativa (japonica cultivar-group)]
Hone
S-methvltetrahvdronterovltriglutamate --homocysteine methyltransferase [Catharanthus roseus (Rosy periwinkle) (Madagascar periwinkle)]
M HtEIG-A1 nrotein [Hicotiana tabacum (Common tohacco) ]
SHEPHERD [Arabidonsis thaliana (Mouse-ear cress)il
MLO-1like protein 7 [Arabidopsis thaliana (Mouse-ear cress)]
Hone
Metal tramsmort wrotein [Medicawo truncatula (Barrel medicil
HMutT domain vrotein-like [Drvza sativa (iamonica cultivar-oroumil
Catechol 0-methvltransferase [Hicotiana tabacum (Common tobacco’l
Phenvlalanine ammonia-lvase [Capsicum chinense {(Scotch honmet) (Bomnet pepper)]
Caffeoyl-Col O-methyltransferase 6 [Hicotiana tabacum {(Common tobacco)]
Hone
Putative cullin nrotein [Lvcoversicon esculentum {Tomatoil
Caffeovl-Coh O-methvltransferase [Solamum tuberosum (Potatoil
O0SJHELOD59K02. 17 nrotein lDrvza sativa (japonica cultivar-gyroup)]
Hemoulobin lSolanum tuberosum (Potatoil
Hvdrolase-like [0rvza sativa (i1anonica cultivar-arowmil
Hwvidrolase-like [Drvza sativa {iamonica cultivar-group)]
COHSTAHS-LIKE b [Pisum sativum {Garden neail
T12H1.14 vrotein [Arabidonsis thaliana {Mouse-ear cressil
Putative mitochondrial dicarboxvlate carrier wrotein [MArabidopsis thaliana (Mouse-ear cress)]
Cvtochrome P450 IHelianthus tuberosus (Jerusalem artichoke)il
Putative chloroplast nucleoid DHA-binding protein [Arabidopsis thaliana (Mouse-ear cress)]
Hone
Hwothetical wrotein [Trifolium nratense (Red clover)il
Probable glvcosvltransferase Rt3a02350 Mrabidonsis thaliana (Mouse-ear cress)]
Hwothetical wrotein At2u07130 lArabidowsis thaliana (Mouse-ear cressil
Plastidic phosphate translocator-like nrotein? Mesembrvanthemum crystallinum {Common ice plant)]
Glutathione S-transferase. class-phi Solanum commersonii (Commerson's wild potato)]
HiD-malate dehwdrogenase wrecursor [Hicotiana tabacum (Common tobaccoil
Glutathione S-transferase. class-phi Solanum commersonii (Commerson's wild potato)]
HIPL1 nrotein wrecursor [Arabidopnsis thaliana (Mouse-ear cress)]
M H08138E11.1 brotein lOrvza sativa (Riceil
Protein kinase: Twwe I EGF [Medicawo truncatula (Barrel medicil
H\mothetlcal wrotein F24J7.20 [Arabidonsis thaliana (Mouse-ear cressil
Gluc: [ hate fuh hate translocator 2 [Solanum tuberosum {Potato)]
Putative HSP nrotein lMrabidonsis thaliana (Mouse-ear cress)]
HO0813E11.1 protein [Oryza =sativa {(Rice}]

5.12. abra P. syringae pv. syringae hrcC mutans baktériummal, illetve ezzel egy idében kiilonb6zé gatloszerekkel
kezelt dohanynovénybdl a kezelést kovetd hatodik oraban vett mintakbol késziilt microarray vizsgalat (TIGR Potato
10K cDNA Array) eredményének grafikus megjelenitése. Kezelések roviditései (€s az altaluk gatolt folyamatok): hrc6
= P. syringae pv. syringae hrcC; La6 = lantan-klorid (kalcium-ion bearamlas); AR6 = arisztolochiasav (foszfolipaz-A);
K252a6 (kinazok); NM6 = neomicin-szulfat (PLD); MG6 = MG115 (proteoszoma). Az egyes kezelésekhez tartozo
kockék szine az egyes gének (homologok) regulacidjanak iranyat (zold = csokkend; piros = fokozodo) jeloli. A szin
meélysége a regulacio mértékével aranyos. Az abra a Cluster 3,0 és a Treeview programok segitségével késziilt.
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A gatloszeres kezelések hatdsara, a BR-hez képest megvaltozott aktivitdst mutatdé gének

aktivitasvaltozasanak irdnyat az 5.3. tablazat szemlélteti.

A jelatvitel inhibitorok koziil legmarkansabb hatésa a kindzokat gatlo K252a készitménynek
volt: a 99 génbdl 53 aktivitasvaltozdsara volt hatissal (53,5%). A foszfolipaz-A-t gatld
arisztolochiasav az adott gének 43%-at érintette, mig legalacsonyabb befolyasa (14%) a calcium-
ionok bearamlasat akadalyozo lantan-kloridnak volt.

Ugyanakkor megallapithatd volt az is, hogy a bizonyos jelatvitel-gatlok meghatarozott
funkcioji géncsoportokra is hatast gyakoroltak. fgy példaul a kindzok miikodését gatldo K252a
csOkkentette minden redox, antioxiddns, illetve méregtelenitéssel kapcsolatba hozhaté gén
miikodését, mig a lignin szintézishez kapcsolhaté fenilpropanoid utvonal génjeinek mukodését
serkentette. Ezen kiviil a kindz és a foszfolipaz-A inhibitorok egyarant csokkentették a receptor-

kinazok transzkripcidjanak mértékeét.

5.3. tablazat. A BR soran megvaltozott aktivitast mutaté gének atirddasanak mértékét befolyasold szignal inhibitorok a
chip eredmények alapjan. Az egyes sorokban a kiilonbdz6 folyamatok gatldsanak hatasara aktivitasvaltozast mutatd
gének szama lathatd. Az elsé és a masodik oszloppar elkiilonitésének alapja az, hogy a gatloszeres kezelés nélkiili P.
syringae pv. syringae hrcC mutans baktériummal vald fert6zés (BR) hatasara a vizsgalt gének fokozott vagy csokkent
aktivitast mutattak-e.

A gén aktivitasvaltozasanak
A BR soran a gén aktivitiasa A BR soran a gén aktivitiasa
irdnya a BR alatt
fokozodott csokken
tapasztalttal...
A gatlészer
... agén ... agén
egyiittes ...agén ...agén
aktivitasa aktivitasa ...megegyezo ...ellentétes
alkalmazasa aktivitasa né aktivitasa né
csokken csokken
mellett...
Kalcium-
3 1 4 6 9 5
bearamlas
Foszfolipaz-
1 3 31 8 9 34
A2

Kinazok 1 5 28 19 20 33

Foszfolipaz-C 0 5 17 6 6 22

Proteoszéma 0 2 19 7 7 21
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Az 5.4. tablazatban vetettik 0Ossze két-két kezelés hatdsat kiilonbozé gének
aktivitasavaltozasanak iranyara. Az aktivitdsvaltozasok irdnya tobbnyire azonos volt a kiilonb6zd
kezelések hatdsara. A legtobb azonos irdnyba aktivaloédé gént a protein kinazok, illetve a
foszfolipaz-A2 gatlasanak Osszevetésekor talaltunk (28 gén). A foszfolipaz-C és a proteoszomak
gatlasakor szintén nagy szdmu (17) gén valtoztatta meg aktivitdsdnak iranyat ugyanolyan iranyban.

Ellentétes iranyu génaktivitdsvaltozast egyaltalan nem figyeltiink meg a kalcium-bedramlés
valamint a foszfolipazok és a proteoszoma gatlasakor. Szintén nem talaltunk ellentétes iranyban
aktivalodo géneket a két altalunk vizsgalt foszfolipaz géatlasanak hatdsara. A legtobb ellentétes
iranyba aktivalodo gént (5 db) a protein-kindzok és a proteoszoma inhibitorok hatasainak
Osszehasonlitasakor fedeztiink fel.

5.4. tablazat. A BR soran megvaltozott aktivitast mutatd gének atirodas-valtozasainak iranya jelatvitelgatlok hatasara a

microarray eredmények alapjan. Két-két kiilonbozé folyamat gatlasanak hatdsara azonos iranyba valtozd aktivitast
mutatd gének szamai pirossal, az ellentétes iranyuak zolddel vannak jelolve.

Kalcium- | Foszfolipaz- | Foszfolipaz- | Protein

, . . . Proteoszoma
bearamlas C A2 Kkinaz

Kalcium-
bearamlas

Foszfolipaz-
C

\4

Foszfolipaz-
A2

4

Auga1 souoz

Protein kinaz

Proteoszoma

Ellentétes irany
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5.2.4. Proteinaz-gének aktivitasanak valtozasa a BR alatt
A jelatvitelben szerepet jatszo gének mellet a protein lebontasban részt vevé gének BR-ben

betoltott funkcidjat is részletesebben tanulmanyoztuk. fgy vizsgaltuk egyes proteindzgének
kifejezodési szintjét a BR alatt. Ehhez meghatarozott iddpontokban mintat vettiink a P. syringae pv.
syringae hrcC mutans segitségével a BR allapotaba hozott, a kontrollként vizzel infiltralt, illetve a
kezeletlen dohanyndvényekbdl. A génaktivitasok szintjét valos ideji PCR-rel vizsgaltuk. A
ndvényben konstitutivan kifejez6dé aktin génjére normalizalt, illetve a kezeletlen novényekben
mért génkifejezddési szintekhez viszonyitott relativ génkifejezodeést az 1d6 fliggvényében

grafikonokon abrazoltuk.

Az itt bemutatott harom kivalasztott gén koziil egy cisztein-proteindz, valamint egy
proteoszoma od-alegység génje a fertdézést kovetd 12., mig egy ubikvitin-kotd fehérje génje a
kezeléseket kovetd 3. oraban mutatott eltérést a BR-t kivaltd baktériumszuszpenzidval, illetve a

vizzel eldkezelt mintak kozott.

Legmarkansabb kiilonbséget a vizes kontroll és a baktériummal infiltralt ndvényi mintadkban
mért értékek kozott a cisztein-proteinaz esetében kaptunk. Bar a fertézés korai szakaszaban a
kontroll és a baktérium kezelt minta értékei szinte megegyeznek, a 24., illetve a 48. fertézést kovetd
oraban mar jelentdsen magasabb szintli a baktériumos mintakban a gén transzkripcidja (5.13. abra).

Ez a cisztein proteinaz késdi szerepét jelzi a BR alatt.

Olyan géneket is sikeriilt azonositani, amelyek — legalabbis bizonyos korai idépontokban —
csokkent aktivitast mutattak a BR alatt a vizes kontrollhoz viszonyitva. Ilyen volt példaul egy
ugyanazon lebontasi mechanizmus kiilonb6z0 pontjaiban szerepld ubikvitin-kotd fehérje, valamint
egy proteoszoma alegység-gén is. Ezen géneknek a kifejez0dési szintje a fertdzést kovetd 24.
ordban a vizzel kezelt mintdkéban mért szint f6lé emelkedett. Mig a proteoszoma o6-alegység
génjének szintje megdrizte ezt a BR alatti magasabb aktivitast, addig az ubikvitin-kotd fehérje

csaknem a vizes kontrollal azonos kifejez6dési szintre esett vissza (5.13. abra).
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cisztein-proteinaz gén ubikvitin-koto fehérje gén
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5.13. abra. Néhany gén kifejez8dési szintjei P. syringae pv. syringae hrcC (piros vonal), illetve vizzel (kék vonal)
infiltralt novényekben mérve a fert6zéstél eltelt orak (hpi — hours post inoculation) fliggvényében. A fliggbleges
tengelyen relativ génkifejez6dési szinteket mutatnak: a viszonyitasi alapot egyrészt a novényi aktin gén, masrészt pedig
a kezeletlen kontrollngvényekben mért génkifejez6dési szint adja.

5.2.5. Proteinazgatlok hatasa a génkifejez6dések valtozasara a BR alatt
A proteinaz-gatlok hatasanak vizsgalatahoz P. syringae pv. syringae hrcC mutansanak vizes

szuszpenziodjaval egyiitt valamely proteindz gatloszerét is a ndvénybe fecskendeztiik. Ezutan valos
idejli PCR segitségével kiilonboz6, a BR soran fontos szerepet jatszo gén aktivitdsvaltozasat

vizsgaltuk.

Ahhoz, hogy megvizsgaljuk, milyen hatassal vannak ezek a proteindzok a BR soran
aktivalodo génekre a fertézéshez hasznalt P. syringae pv. syringae hrcC mutans baktériumok vizes
szuszpenzidjat a vizsgalni kivant proteindaz gatloszerével egészitettiik ki. A cisztein-protedzok
hatasat E-64-d-vel és cink-kloriddal, a szerin-proteazokat pedig AEBSF-fel blokkoltuk. Mindkét
proteaz-tipusra gatld hatast fejt ki a leupeptin. Ezeken kiviil fenantrolinnal a metalloproteazok,

pepsatinnal az aszparaginsav-proteazok, bestatinnal az aminopeptidazok aktivitasat mérsékeltiik.
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Kontrollként inhibitor nélkiili baktériumszuszpenziét ugyanugy hasznaltunk, mint vizes
alfert6zést, illetve — abszolut kontroll gyanant — bizonyos leveleket kezeletleniil hagytunk. A
kezeléseket kdvetd hatodik ordban vett feldolgozott mintdkban valds idejii PCR segitségével mértiik
a génkifejez0dés valtozasat. Az 5.14./a és 5.14/b abra egyes grafikonjain rendre megjelenitettiik a
kiilonbozé gének dohany aktinhoz viszonyitott génkifejez0dési szintjeit a kezeletlen, a vizzel,
illetve hrcC baktériumszuszpenzidval infiltralt levelekben. A vizes elokezelést a csak inhibitorral
kezelt, a hrcC eldfert6zést pedig a hrcC + inhibitor kombinalt kezeléshez tekintettiik viszonyitasi

alapnak. A kezelések és a kontrollok kozotti kiilonbség szignifikanciajat t-probaval igazoltuk.

A vizsgalatba bevont legtobb gén esetében azt tapasztaltuk, hogy kifejez6dési szintjeik
rendre magasabbak voltak a BR korai szakaszaban a legtobb gatloszerrel vald kezelés hatasara, mint
azok alkalmazésa nélkiil. Kiilondsen igaz volt ez az 0sszefliggés a cisztein- €s szerin-proteazgatlok

hasznalata esetén.

A metalloproteindzokat gatld fenantrolin tobb gén aktivitdsat is serkentette Onmagéiban
adagolva a vizes kontrollhoz képest, ugyanakkor a baktérium altal kivaltott BR-re nem gyakorolt
szamottevo hatast (MAP-kinaz, annexin-szerd fehérje, DNS kot6 fehérje). Hasonlo jelenséget mas
esetben is tapasztaltunk. Igy példaul az altalunk vizsgalt hésokk-faktor és orto-metil-transzferaz
génjeinél az aszparaginsav-proteindzokat gatld pepstatin és a szerin-proteindzokat gatlo AEBSF
készitmények hasznalatakor, vagy a cisztein-proteinazokat gatlo cink-klorid esetén a vizsgalt glicin-

gazdag fehérje és a peroxidaz gének kifejezddésének vizsgalatakor.

Erdemes megfigyelni, hogy a kontrollként csak inhibitorral kezelt mintakban a
génkifejezOdési szintek tobbnyire a baktérium-inhibitor kombinacioval kezelt mintakban mért alatt
maradtak. A szfingozin-1-foszfat-liaz (SPL) génje ezekkel szemben a csak inhibitorral kezelt
mintakban fejez6dott ki magasabb szinten, mint azokban, amelyeket a baktérium-inhibitor eleggyel
infiltraltunk.

A gatloszerek koziil a cink-klorid nyolc gén esetén is serkentdleg hatott azokban a
mintakban mért kifejez0dési értékekhez képest, amelyek a BR-t kivalto baktérium és cink-klorid
kombinaciojat kaptak.

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a protein lebontasban részt vevo folyamatok szamos

esetben negativ regulatorai lehetnek a védekezési folyamatoknak (pl. szabalyozd fehérjék

lebontéasaval).
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5.14./a abra. A BR korai szakaszaban (fert6zést kovetd 6. 6ra) néhany, a védekezésben kulcsszerepet jatszo gén
aktivitdsanak alakuldsa kiillonb6z6 protedazgatlok hatasara. A vizsgalt gének kifejez6dési szintjét a dohanyban
konstitutivan kifejez6dé aktin génkifejez0dési szintjéhez viszonyitva abrazoltuk (flggbleges tengely). Az egyes
gatloszereket a vizszintes tengelyen tiintettiilk fel (fenantrolin: metalloproteinaz, pepsatinA: asparaginsav-proteinaz,
leupeptin: cisztein— és szerin-proteindz, bestatin: aminopeptidaz, E-64d és cink-klorid: cisztein-proteinaz, AEBSF:
szerin-proteinaz). A kontroll mintdk értékei fekete, a csak inhibitorral kezelteké zold, az inhibitor-hrcC mutans
keverékkel kezelteké piros szinnel keriiltek jelolésre. A masodlagos fiiggbleges tengelyen a t-probak szignifikancia
szintjeinek értékei lathatéak (az inhibitoros kezeléseket a vizes kontrollal, az inhibitor + hrcC kezeléskombinaciét a
hrcC kontrollal vetettilk 6ssze). A konnyebb attekinthetéség érdekében az abran a szorasok nem szerepelnek. Ezek
értéeke 8-15% kozott mozgott.
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5.14./b abra. A BR korai szakaszaban (fert6zést kovetdé 6. 6ra) néhany, a védekezésben kulcsszerepet jatszo gén
aktivitdsanak alakuldsa kiilonb6z6 protedzgatlok hatasara. A vizsgalt gének kifejez6dési szintjét a dohanyban
konstitutivan kifejez6d6 aktin génkifejez0dési szintjéhez viszonyitva abrazoltuk (fliggéleges tengely). Az egyes
gatloszereket a vizszintes tengelyen tlntettitk fel (fenantrolin: metalloproteinaz, pepsatinA: asparaginsav-proteinaz,
leupeptin: cisztein— és szerin-proteinaz, bestatin: aminopeptidaz, E-64d és cink-klorid: cisztein-proteinaz, AEBSF:
szerin-proteindz). A kontroll mintdk értékei fekete, a csak inhibitorral kezelteké zold, az inhibitor-hrcC mutans
keverékkel kezelteké piros szinnel keriiltek jelolésre. A masodlagos fiiggbleges tengelyen a t-probak szignifikancia
szintjeinek értékei lathatdak (az inhibitoros kezeléseket a vizes kontrollal, az inhibitor + hrcC kezeléskombinaciét a
hrcC kontrollal vetettilk 6ssze). A konnyebb attekinthetéség érdekében az abran a szorasok nem szerepelnek. Ezek
érteke 8-15% kozott mozgott.
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5.2.6. Sejtfali kall6zbeépiilés valtozasa a proteinazgaltok alkalmazasanak hatasara
Arabidopsisban
Az ebben a kisérletbeallitasban hasznalt inhibitorok a pepstatin, leupeptin, bestatin, E-64d,

cink-klorid, AEBSF, TPCK, E-64, jodoacetamid, N-etil-maleimid, aprotinin és PMSF voltak.
Mintakat a kezelést kovetSen 24, illetve 48 oraval vettiink.

A Kkisérletben részt vevd novények leveleit anilin-kékkel festettiik, majd fluoreszcens
mikroszkdp segitségével kezeléstipusonként, illetve mintavételi iddpontonként 4-4 mintat vizsgalva
jellemeztiik 6ket. Viszonyitasi pontként a csak inhibitorral kezelt novényeknél a vizzel infiltralt
mintdk, a baktérium ¢és inhibitor kombindciojaval kezelt novényeknél pedig a csak
baktériumszuszpenzidval infiltralt levelek szolgaltak. A  fluoreszcens  mikroszkopos
szemikvantitativ vizsgalatok eredményei (példanak lasd 5.15. 4bra) az 5.4. tablazatban foglaltuk

0ssze.

5.15. abra. Fluoreszcens mikroszkoppal készitett felvételek anilin-kékkel megfestett Arabidopsis levelekr6l. Bal
oldalon P. syringae pv. syringae hrcC mutanssal fertdzott, jobb oldalon pedig ugyanezen baktériumnak
jodoacetamiddal kiegészitett szuszpenzidjaval kezelt minta lathaté. A mintak a kezelést kovetd 24. oraban keriiltek
preparalasra. A sejtfalakba berakodott kalloz a képeken vilagos, pontszer(i foltokként jelenik meg. Az abran ismételt
kisérletek reprezentativ eredményei lathatok.

A szerin-proteinazgatlok kozé tartozo AEBSF és aprotinin, valamint a cisztein-proteinazokat
gatlo cink-klorid, jodo-acetamid és N-etil-maleimid mind 24, mind 48 oraval a fert6zést kdvetden
gatolta a kallozbeépiilési folyamatot a BR sordn tapasztalthoz képest. A cisztein- és szerin-proteinaz
inhibitorkén is hasznalhat6 leupeptin viszont csak 24 oraval a fert6z¢és utan mutatott ilyen hatast. A
jodo-acetamiddal és az N-etil-maleimiddel kombinalt baktériumos fertézés hatasara egy nappal

késdbb lIényegében alig volt megfigyelhetd a kallozbeépiilés a vizsgalt mintakban.

Az aszpartil-proteinaz inhibitor pepstatin, az aminopeptidazra haté bestatin, és a szerin-
proteinokat gatld6 PMSF alkalmazasa nem jart a kallézbeépiilés mértékének lathato

megvaltozasaval.
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5.4. tablazat. A kallozbeépiilés alakulasa kiilonb6z6 proteinazgatlok hatasara 24, illetve 48 oraval a kezelést kovetden.
A csak gatloszerrel kezelt novények szamara a kontrollt a vizzel infiltralt, a baktérium-gatloszer kombinacidjaval kezelt
novények szamara pedig a baktériummal fert6zott novények jelentették. Sziirkével azok az esetek vannak feltiintetve,
ahol nem mutatkozott jelentds eltérés a kontrollokhoz képest. Vilagoszold szin jelzi a kontrollhoz viszonyitott
kevesebb, sarga pedig a tobb kallozbeépiilést. Sotétzold jeldli azokat az eseteket, ahol jelentdsen kevesebb kalloz épiilt
be a sejtfalba. (Magyarazatot lasd a szovegben.)

Mintavétel a kezelés utan Mintavétel a kezelés utan
24 éraval 48 éraval
Inhibitor Baktérium + Inhibitor Inhibitor Baktérium + Inhibitor
Pepstatin
Bestatin
E-64d enyhén nétt
AEBSF enyhén nétt
Cink-klorid
TPCK enyhén nott | enyhénnétt | w
E-64 enyhén nétt
Jodo-acet-amid
NEM
Aprotinin
PMSF

Az inhibitorok 6nmagukban is indukalhattak kall6z beépiilést, ami a proteindzok negativ
szabalyoz¢d funkcigjat jelzi a korabbi génexpresszios vizsgalatokhoz hasonléan. A folyamatok
Osszetettségét jelzi, hogy voltak olyan inhibitorok is melyek a baktériummal egyiitt gatlo hatast
fejtettek ki viszont onmagukban kalldz beépiilést indukaltak. Egy nappal a kezeléseket kdvetden
megallapithato volt, hogy a vizes kontrollhoz képest tobb kalloz képzddott azokban a levelekben,
amelyeket E-64d (cisztein), AEBSF (szerin), TPCK (cisztein) és E-64 (cisztein) proteinaz-
inhibitorral kezeltiink. Két nap elteltével ilyen hatast a leupeptin, az AEBSF, a TPCK ¢és a jodo-

acetamid esetében lehetett megfigyelni.

Osszességében megallapithat, hogy ahol valtozas volt a kontrollokhoz képest, az
inhibitorok O6nmagukbani hasznélata a kall6zbeépiilés fokozddasat, az inhibitorral kiegészitett

baktériumszuszpnezids kezelés pedig a kallozgdcok szdmanak csokkenését eredményezte.
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5.3. Az egyes gének funkcionalis vizsgalatahoz sziikséges modszerek
kidolgozasa
5.3.1. Proteinaz-aktivitas mérése

Céljaink kozt szerepelt, hogy a proteinazgatlok BR-génekre gyakorolt hatasainak vizsgalata
mellett** a novényekben aktivan miikodd egyes proteindzok aktivitasat is mérjik az altalanos
védekezés ideje alatt. Ehhez allati és human proteinaz-aktivitis méréshez alkalmazott készletet™

szerettiink volna a sajat kisérleti koriilményeinkhez alkalmazkodva hasznalni.

A kiilonb6zd proteinaz-aktivitasok dinamikajanak méréséhez N. tabacum ’Samsun’
novényeket vizzel, kompatibilis gazda-korokozo kapcsolat kialakitasara képes P. syringae pv.
tabaci baktériumszuszpenzidval, ugyanezen baktérium hével eldlt sejtjeibdl, illetve P. syringae pv.
syringae hrcC-bdl késziilt szuszpenzidval infiltraltunk. Kontrollként egyes novényeket kezeletleniil
hagytunk. Mintékat a kezelés id6pontjaban, majd ezt kdvetden 3, 6, 12, 24 és 48 oéraval vettiink, és
dolgoztunk fel. (Megjegyzend6, hogy az €16 P. syringae pv. tabacival fert6zott névényekbdl a 12.

6ra utan mar nem tudtunk mintat venni a levélen megjelend elérehaladott betegségtiinetek miatt.)

A kiilonbozd proteindzok aktivitdsat kiilonbozd, az egyes proteindzok aktivitdsainak
megfeleld pH értékli pufferekben mértiik. A mért fluoreszcencia értékeket a kezeletlen (negativ)
kontrollban mért értékekre normalizaltuk €s a friss levéltomeg alapjan milligrammra vetitettilk. Az
5.16. abra a gyarto altal a papain proteina’lz16 méréséhez eldirt pufferrel kapott értékeket jeldli.

A vizsgalt proteindz(ok) aktivitdsdnak dinamikdja a kezeléseket kovetd iddszakban hasonlo.
A fertézést kovetd 3., illetve 48. oOrdban igen magas a tobbi id6ponthoz viszonyitva. A
betegségtiinetek kialakitasara alkalmas P. syringae pv. tabaci fertézés utan 12 6raval a proteinaz
aktivitds mértéke szdmottevoen lecsokken a tobbi kezelés hatasdhoz képest, holott a leveleken

tiineteket csak par oraval késébb lehet megfigyelni.

A legnagyobb kiilonbségeket a vizzel kezelt, illetve a baktériumszuszpenzidkkal infiltralt
levelekben mért proteindz-aktivitas értékei kozott a  madasodik napon mértiink. Hogy
megbizonyosodjunk arrdl, hogy az altalunk vizsgalni kivant proteindzok koziil melyeknek lehet
szerepe az aktivitasok kozotti eltérésben, a hrcC mutans baktériummal kezelt ndvényekbdl a
fertdzés utani masodik napon nyert mintat tobb részre szedtiik, és kiilonbozé — mas kisérleteinkben

is alkalmazott — proteinaz-gatlo szerekkel egészitettiik ki (5.17. abra).

Y Lasd 5.2.3. pont.
15 SensoLyte™ Red Protease Assay Kitet (AnaSpec Co., San Jose, CA, USA)

® A tipikusan 4llatokban eléforduld proteindzok (pl. tripszin) méréséhez javasolt pufferek helyett, eldszor a
novényekben is jelen 1év0 papain mérésére alkalmas puffer hasznélatira 6sszpontositottunk.
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5.16. abra. Papainnal azonos pH optimummal rendelkezd proteinazok aktivitasi dinamikdja dohanyban kiilonb6zo
kezelések hatdsara a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva, egységnyi levéltomegre vonatkoztatva. A vizszintes tengelyen
a fert6zestol eltelt 6rak szama lathato, a fliggdlegesen pedig a proteinaz aktivitdssal aranyos relativ fluoreszcencia
értékek. A kezelések leirasat lasd fentebb a szdvegben. Az egyes értékek harom minta atlagat jelolik. A konnyebb
attekinthet6ség érdekében a szorasbol szarmazo hibahatarok nincsenek feltiintetve (0,01 és 0,09 kdzé tehetdk).

Proteinazgatlok hatasa feltételezett papain-szeri proteinaz
aktivitasara
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5.17. abra. P. syringae pv. syringae hrcC baktériumszuszpenzidval infiltralt dohanylevelekb6l a fertézést kovets 48.
oraban vett mintakban mért relativ proteinazaktivitas kiilonb6z6 proteinaz-gatloszerek hatasara. A vizszintes tengelyen
a kiillonboz6 proteinazgatlok nevei vannak feltiintetve. A ,,kombinalt” minta az dsszes altalunk vizsgalt proteinazgatlot
tartalmazza. A proteindzgatld nélkiili mintaban (hrcC) mért értéket tekintettilk 100-nak. Az egyes kezelések ennek
szazalékban kifezett értékeit mutatjak. Az 50%-nal kisebb aktivitasu kezelések (leupeptin, cink-klorid, e64 és
kombinalt) értékeit zolddel emeltiik ki. A mintat az 5.15. abran bemutatott kisérlet egyik reprezentativ mintdja adta. Az
abran harom technikai ismétlés atlaga lathato.
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Az egyes inhibitorok galt6 hatasat a kezeletlen minta értékéhez viszonyitottuk. A cisztein-
proteinazokat gatldo leupeptin, cink-klorid és e64 kodjeli készitmény hasznalata mellett a
proteinazaktivitds mértéke tobb mint felére esett vissza (48,44%, 24,22%, 45,96% a felsorolas
sorrendjében). Az Gsszes altalunk viszgalt proteinaz-gatlot tartalmazé ,,kombinalt” gatloszerrel az

aktivitas a ,,tiszta minta” 49,37%-a Volt.

5.3.2. BR kimutatasa anilin-kék szovetfestéssel
A munkaink soran azonban azt tapasztaltuk, hogy az Arabidopsisok esetében sikeresen

alkalmazott anilin-kék szovetfestés N. tabacum ’Samsun’ novényeknél kevésbé ad konzekvens
eredményt. Gyakran szembesiiltiink azzal, hogy ugyanazon kisérlet ugyanazon idépontjaban végzett
bioldgiai ismétléseiben eltérd mennyiségi és elhelyezkedésii kall6zbeépiilés volt megfigyelhetd
(abran nem jelolve). Arabidopsis novényeknél azonban kovetkezetesen nagyszamu kallozbeépiilési

goc volt megfigyelhetd fluoreszcens mikroszképpal a BR alatt. A vizzel infiltralt leveleknél is

megfigyelhetd volt — enyhébb mértéki - kallozbeépiilés (5.18. abra).

5.18. abra. Fluoreszcens mikroszkopos felvétel A. thaliana anilin-kékkel festett leveleinek fonakardl. A vilagos foltok
jelzik a kallozbeépiilési helyeket. A festést a kezelést kovetd 24. draban végeztik. Kezelések balrél jobbra haladva:

kezeletlen kontrollndvény levele, vizzel infiltralt levél, P. syringae pv. syringae hrcC 10° sejt/ml koncentracidju
szuszpenzioval infiltralt levél. Az dbran ismételt kisérletek reprezentativ eredményei lathatok.

5.3.2.1. Kivdlthaté-e az infiltrdlds a szévetfestési kisérleteknél?
Irodalmi adatok (pl. Jaffe és mtsai., 1985) és elOkisérleteink arra is felhivtak a figyelmet,

hogy a kezelések soran elkeriilhetetlen fizikai érintés is mar szamottevéen befolyasolja a kall6z
megjelenését kiilonb6z6 novényekben. Az 5.19. abran bemutatott felvételek Arabidopsis novények
leveleirdl késziiltek. A fizikai beavatkozasként a levél hasi €s hati oldalat két ujjal 6sszefogtuk, és

finom, de hatarozott korkords mozdulattal néhany masodpercig dorzsoltiik.
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5.19. abra. Fluoreszcens mikroszkopos felvétel A. thaliana anilin-kékkel festett leveleinek fonakarol. A vilagos foltok a
kallozbeépiilési helyeket jelolik. Balr6l jobbra haladva: kezeletlen levél, mechanikus stressznek (ujjal valdé finom
dorzsolésnek) kitett levél. A festés 24 oraval a beavatkozas utan késziilt. Az abran ismételt kisérletek reprezentativ
eredményei lathatok.

Egyenletes filmréteget alakitottunk ki P. syringae pv. syringae hrcC mutansbol késziilt 10®
sejt/ml toménységli szuszpenzidobdl, melyet feliiletaktiv anyagokkal (nedvesitészerekkel)
egészitettlink ki: Silwet77, illetve — nagysagrendekkel olcsébb — Nonit készitményekkel. A kezelés
eredményét az altalunk hagyoméanyosan alkalmazott — nedvesitészer nélkili -

baktériumszuszpenzids infiltracio hatdsdhoz hasonlitottuk (5.20. abra). A kezelés és a szovetfestés

kozott 24 6ra telt el.

5.20. abra. Arabidopsis levelek fonakanak fluoreszcens mikroszkopos felvételei. A szoveteket anilin-kékkel festettiik a
kezelés utani 24. ordban. A vildgos foltok a kallozbeépiilési helyeket jeldlik. Kezelések balrol jobbra: 10° sejt/ml
Pseudomonas syringae pv. syringae hrcC baktériumszuszpenzioval infiltralt levél. 0,02% Silwet-77, illetve Nonit
nedvesitészerekkel kiegészitett ugyanezen baktériumszuszpenzioba martott levelek. Az abran ismételt kisérletek
reprezentativ eredményei lathatok.

Megallapitottuk, hogy mig az infiltraciéo egyenletes eredményt ad, a nedvesitdszerekkel
kombinalt baktériumszuszpenzioba martas hatasara csak lokalis foltokban észlelhetdk a kalloz-

gbécok. A két nedvesitdszer hatdsa kozott egy€bként szamottevo kiilonbség nem mutatkozott.

5.3.2.2. Szamszeriisithetd-e a kall6zképzddés mértéke?
A pontosabb mérések érdekében igyekeztiink a Kohler és mtsai. (2000) altal alkalmazott

kvantitativ kalloz-fluoreszcencia mérést a sajat vizsgalati igényeinknek és koriilményeinknek
megfeleléen alkalmazni. A baktériumszuszpenzioval, illetve vizzel el6kezelt, valamint kezeletleniil
hagyott novényekben mért fluoreszcencia értékeket szemléltet az 5.20. dbra. Ezek az eredmények

megfeleltethetdek a mikroszkopos vizsgalatok eredményeivel (vo. 5.18. abra).
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5.20. abra. Arabidopsis novények leveleibél kivont kalléz fluoreszcencidja friss levéltomegre, illetve ismert

ey

s

fluoreszcencia-értéket jeldli. Az abrakon 3-3 kisérlet eredményeinek atlaga lathato.

5.3.3. Arabidopsis modell alkalmazasa funkcionalis genomikai vizsgalatokhoz
Vad tipusti novényeken végzett transzkripcids vizsgalatokon kiviil felmeriilt a lehetdsége

annak is, hogy a funkcionalis genomikai munkéinkat olyan modszerekkel egészitsiik ki, ahol az
altalunk vizsgalni kivant génre nézve moddositott ndvényeket hasznalunk. Mivel a Nottinghami
Arabidopsis Torzsgylijteményben'’ igen nagyszamu génre nézve mutans novény magja érhetd el
készen, ezért kézenfekvonek tiint, hogy ezeket bevonjuk vizsgéalatainkba. Szignal €s proteinaz
génekben mutans ndovényeket kerestiink, mégpedig olyanokat, melyek aktivacigja valamilyen
iranyban jelentdsen (legalabb 2X-es mértékben megvaltozott a baktériumfertézés — lehetéleg HR-t
nem okoz6 kezelés — hatésara).

Szignal mutans novények kivalasztasahoz a dohanyokban megismert jelatviteli gének
ortolégjait kellett megkeresniink Arabidopsisban, majd egy interneten is elérhetd adatbazisban™
Osszehasonlitottuk, hogy az adott gének aktivacioja hogyan valtozik kiilonb6zd stresszek hatasara.
Az adatbazisban szerepld mintegy kilencven — biotikus és abiotikus — stresszfaktor koziil az
altalunk modellként hasznalni kivant P. syringae baktériumra adott valaszt ellendriztiik, és azokat a
géneket valasztottuk ki, melyek szignifikdnsan nagyobb aktivitast mutattak (,, upregulalodtak’) a

fertdzés hatasara a kezeletlen kontrollhoz képest (5.21. 4bra).

7 Nottingham Arabidopsis Stock Centre, NASC

18 https://www.genevestigator.ethz.ch
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Biotic: M. persicae (+) 3 190 74 |

Biotic: mycorrhiza (+) 2 4757 185 [

Biotic: nematode (+) 1 6126 0 =

Bictic: P, infestans (+) & 15837 250 1 &

Biotic: P.r b 0 SV nfa

Bictic: P. syringae (+) 9 4533 690 _E
0 T/a nfa

Chemical 2467 (+) 2 667 116 | 122

Chemical: 2 4-dichlorophenoxyacetic acid (+) 2 454 26 1

Chermicat: 4-thiazoldinonefacetic acid (+) 3 2948 407 a

Chemical 6-benzyl adenine (+) 2 218 30 |

5.21. abra. Példa a Genevestigator adatbazisanak az egyes stresszfaktorokra vonatkozd relativ génexpresszidkat
bemutat6 tablazatara. A munkak szempontjabol legfontosabb leolvashatd adatok egy adott génre: a bal oldali oszlopban
a kiilonb6z6 stresszhatasok (kiemelten a P. syringae fert6zésre adott valasz) szerepelnek, a jobb szélsé oszlopban pedig
a kezeletlen novényhez viszonyitott relativ génkifejezddési szint. Az értékek hattérszinénél a piros a serkentést, a zold a
génaktivitas csokkenését jelzi. Minél mélyebb a szin, anndl jelent6sebb a kiilonbség a kezeletlen és a fert6zott
ndvényben mért génexpresszido mértéke kozott.

A jelen dolgozat altal atfogott idészakban a kivalasztott génekre nézve mutans névények
magjait megrendeltilk, majd — a kisérletek fenntarthatosaga érdekében — magfogas céljabol
termesztésbe vontuk Oket. Bar elsdsorban a vizsgdlt gén szempontjabdl homozigota ndvények
magjait igyekeztliink rendelni, ahol azonban erre nem volt lehetdség, a homozigdta vonalakat

magunk allitottuk elo.

A proteindz génekre nézve mutans novények kivalasztasdhoz kétféle megkdzelitést
hasznaltunk. Egyrészt cisztein, és szerin tipusu proteazok, illetve cisztein proteindz inhibitort
kodolo géneket kerestiink Arabidopsisban. Azért éppen ezeket, mert a korabbi kisérleteinkben azt
figyeltiik meg, hogy ezek a tipust protedz gének aktivalodtak a legjobban a baktériumfertézésre,
illetve az proteaz inhibitorokkal végzett kisérletek is utaltak e tipusu protedzok lehetséges szerepére
a BR-ben. Az adatbazisbol' kikeresett géneknél az Arabidopsis eFP Browser® segitségével
ellendriztiik, hogy valaszolnak-e baktériumfertdzésre vagy valamely BR-t indukdlé baktérium
alkotorészre (pl. flagellin, LPS). Ezek koziil azokat valasztottuk ki, melyek aktivacioja legalabb
kétszeres mértékben fokozodott vagy mérséklodott lehetdleg tobbféle kezelés hatasara is (18 db).

, . . ror r 1.7 . ) 121
A masik megkozelités esetében nyilvanos microarray adatbédzisbol

olyan adatsorokat
toltottiink le, melyek a fertdzés utdn kiilonb6z6 idépontokban késziilt expresszios értékeket
tartalmaztak a Pseudomonas syringae pv tomato DC3000 torzs betegséget nem okozé hrcC

baktérium fertézése utan. Az egyes idépontokhoz tartozé biologiai ismétlések értékeit atlagoltuk,

19 \www.arabidopsis.org
2 http://bbc.botany.utoronto.ca/efp
21 p|. NASC's International Affymetrix Service (http://affymetrix.arabidopsis.info)
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majd a MAPMAN szoftver (Thimm és mtsai.,, 2004) segitségével jelenitettik meg az egyes

id6pontokban a fehérjelebontasban részt vevé gének kifejezodését (5.22. abra).

Az 4brabol megallapithatd, hogy nagy szamban valtozik meg a protein lebontasban részt
vevo gének expresszidja a BR alatt. A baktérium bejuttatdsa utani korai idészakban (2. €s 4. dra) a
gének nagy része aktivalddott, mig a késObbi iddszakban (12. 6ra) a csokkent aktivitdsu gének

szdma nétt meg.

Az egyes gének iddbeli aktivitasvaltozasanak elemzése azt mutatta, hogy szdmos gén esetén
az atir6das hullamzott, azaz korai aktivalt génbdl represszalt lett vagy forditva. De olyan gén is volt,

mely az aktivitasat mindharom idépontban az ellenkezd iranyba valtoztatta.

5.22. abra. Arabidopsis protein lebontasban részt vevd gének atirddasa P. syringae pv. tomato DC3000 hrcC
betegséget nem okozé mutans baktériumok infiltralasa utan kiilonb6z6 iddpontokban. Az adatokat nyilvanos
adatbazisbol toltottiik le, majd MAPMAN programmal osztalyoztuk és abrazoltuk (részletek a szovegben). Mindegyik
négyzet egy-egy gén kifejez6dési szintjét jeloli a nem injektalt kontrollhoz képest. A piros az aktivaciot a zold
repressziot jeloli. A szinek intenzitasa a valtozas mértékét jeldli.

Ezutan a Nottinghami Arabidopsis Torzsgyiijteménybol a megvaltozott aktivitast proteiniz
gének T-DNS mutansait kerestiink. Elsésorban olyanokat, amelyeknél a T-DNS beépiilése az adott
gén exonjaba vagy a promoter régiojaba tortént, nagyobb eshetdséget adva a mutacid fenotipusos
megjelenésére. Ebben az esetben is olyan mutansokat valasztottunk a magbankbdl mely a mutéciora

homozigota volt (60 db).

Kozel nyolcvan (78 db) magot rendeltiink majd ezeket elvetve és ebbdl a ndvényeket
felnevelve baktériumfertdzésre teszteltiik dket. A ndvények egészséges allapotban fenotipusosan

nem mutattak jelentds eltérést a vad Col-0 novényekhez képest.
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Elészor olyan Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 torzzsel fertoztiik a novényeket,
amely egy lumineszkalo (Gn. lux) gént hordoz (Fan és mtsai., 2008). A lumineszcencia valtozasabol
igy ardnyosan tudtunk a baktériumszam valtozasanak mértékére kovetkeztetni. Ez a modszer, mivel
nem igényli a baktériumok izolalasat a novénybdl lehetdséget teremt nagyszami novény egyidejii
tesztelésére. Alacsony koncentracioban (105 sejt/ml) injektaltuk a novényeket a baktérium
szuszpenzioval, majd a 2. és 3. napon korongokat vagtunk ki a fertézott levelekbdl, melyekbol

megmértiik a lumineszcencia értékét.

Az ismétlések soran viszonylag nagy szorddast tapasztaltunk az értékekben (nem mutatott
adat), ami a lumineszcenses mérési modszer korlatjat jelzi. Azonban ezekbdl a tajékoztatod jellegii
adatokbol ki tudtunk vélasztani néhany olyan mutans ndvényt, amelyben a baktérium kivaltotta
lumineszcencia az ismétlésekben nagyobb valdszinliséggel mutatott magasabb vagy alacsonyabb
értéket a kontroll novényekhez képest. Ezeket részletesebb baktériumszaporodasi kisérleteknek

vetettiik ala.

Az 5.23. dbran 50-es szammal jeldlt (karboxipeptidaz, Atlg73270) és a 76-0s (szubtildz,
AT4G10540) mutans ndvényben szignifikans baktériumszam kiilonbséget tudtunk kimutatni a vad

tipust novényhez képest a fertézést kovetd harmadik napon.
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5.23. abra. A Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 kompatibilis baktérium sejtszama vad (Col-0) és protein
lebontasban részt vevé mutans (43, 50, 55, 62, 76) Arabidopsis novényekben. A baktériumokat 10° sejt/ml
koncentracidoban injektaltuk a levelekbe, majd a 3. napon levélkorongokat vagtunk ki majd higitasos és tenyésztéses
modszerrel meghataroztuk a szévetben 1évd baktériumok szamat. A csillagok a Col-0 kontrolltél szignifikansan eltérd
(P<0,01) mutans novényeket jelolik. A hibavonalak a szorast jelolik. A kisérletet kétszer ismételtiik meg hasonlod
eredménnyel.
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5.3.4. Géncsendesités dohanyban (N. tabacum)

5.3.4.1. Szatellitvirus (STMV) dltal kivdltott géncsendesitési rendszer (SVISS) konstrukciéjanak
létrehozdsa
Az ¢el6z6 pontban ismeretett, Arabidopsisokra alkalmazhaté6 mddszer mutansok hianyaban,

dohany esetében csak nehezen lenne megvaldsithatd. Eppen ezért itt virus altal kivéltott
géncsendesités (VIGS — viral induced gene silencing) modszerét szerettiik volna bevezetni. Ehhez a

Gossel¢ ¢és mtsai. (2002) altal kidolgozott rendszert illesztettiik a sajat vizsgalatainkra.

Mivel kizarélag az imént hivatkozott publikaciora tamaszkodva nem tudtunk hatékony
géncsendesitést elérni a dohany novényekben, ezért a géncsendesités hatékonysagat jelzo, illetve
annak metodusat megkonnyité STMV konstrukciokat hoztunk 1étre. Mivel az eredeti cikkben a
konstrukci6 leirdsa nem volt pontos a cikk mellett a kutatocsoport altal benyujtott szabadalmi leirast
(Metzlaff és mtsai., 2003) is felhasznalva. Megallapitottuk, hogy tobb helyen is eltérés mutatkozik a

két dokumentum kozott. Ezért in silico rekonstrualtuk a pVE349 vektor szekvenciajat (5.24. abra).

5.24. abra. A pVE349 rekonstrualt térképe. A Notl, illetve a Pstl hasitohelyek kozé épithetok be azok a szekvencidk
(eGFP: a teljes eGFP-t kodold szekvencia; eGFPsil: az eGFP; illetve PDS: a fitoén-deszaturaz csendesitéséhez
sziikséges szakaszok), amelyeket a kisérleteinkben hasznéltunk.

Elso6 kisérleteink soran a dohany fitoén-deszaturaz génjének csendesitésével® ellendriztiik a
moddszer hatékonysagat. Megallapitottuk, hogy a kozvetleniil a TMV-U2 torzzsel és transzformalt
STMV szatellitjével valo fertézés nem hoz kielégité eredményt dohanyon: a leveleknek csak kis
része fehéredik ki napfény hatasara. Azt tapasztaltuk viszont, hogy a kifehéredett részekbdl vett
homogenizalt mintat passzalashoz felhasznalva mar jelentésebb mértékben jelentkezik a csendesités

hatasa (5.25. ébra)

22 Ennek hianyaban napfény hatésara a kloroplasztisz granumok sériilnek, a névény “kifehéredik”. Szamos herbicid
szintén a fiton-deszaturdz gatlasan keresztiil fejti ki hatasat. Lasd még: 5.3.3.2. szakasz.
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5.25. abra. Dohanyndvények fiatal levelei iiveghazban, erds napfénysugirzas mellett a fitoén-deszaturdz gén
csendesitése utan. Balra: kozvetlen fert6zés hatasa az in vitro el6allitott transzformalt STMV-vel (illetve TMV-U2
segédvirusaval). Jobbra: Az el6z6 novények jol lathatéan kifehérdett részeibdl nyert inokulummal valo fertézés hatasa.

Természetesen a fotoszintézis hidnyat okozo fitoén-deszaturaz nem idealis marker a
géncsendesités ellendrzéséhez mert a levelek jelentdsen megvaltoztathatjak a viselkedésiiket és a
korokozokra adott valaszukat fotoszintézis nélkiil. Eppen ezért olyan médszert dolgoztunk ki,
amely alkalmas lehet arra, hogy konnyen ellendrizhetéen jelezze a csendesités létrejottét,
ugyanakkor ne sériiljenek a névényben olyan funkciok, amelyek a vizsgalatainkat (kiilondsen a BR-
hez kothet folyamatokat) befolyasolhatjak. Eppen ezért markerként a fokozott zold fluoreszcens

fehérjét (eGFP) tervezziik a jovében alkalmazni.

Az eGFP markerként valé felhasznalasakor kétféle stratégiat alkalmazhatunk: vagy a teljes
eGFP fehérjét kifejeztetjiik a novénnyel, és ehhez kapcsoljuk az altalunk vizsgalni kivant gént
csendesitdé szakaszt, vagy pedig magit az eGFP-t is csendesitjiik. Ehhez azonban olyan
transzgénikus dohanyndvényre van sziikség, amely eleve eGFP-t fejez ki. A jelen dolgozat anyagéat

képez6 munkak lezarasaig ez utobbi valtozattal mar értiink el sikereket.

Az eGFP csendesitéséhez sziikséges szekvenciat tartalmazo STMV ¢és TMV-U2
kombinaciojaval fertdzott dohanyleveleket sotétszobaban, ultraibolya fénnyel megvilagitva
vizsgalhatjuk. Kihasznalva, hogy UV fénnyel gerjesztve az eGFP kibocsatasi hullamhossza
elnyomja a klorofill kibocsatasi hullamhosszat, a csendesitésben nem érintett részek zoldes szinnel,

mig a megfelelésen csendesedett részek voroses szinnel ,,vilagitanak™ (dbran nem jeldlve).

5.3.4.2. Agrobacterium vektor konstrukcid létrehozasa az STMV szatellit virus atmeneti
expresszidjahoz novényi szovetben
Az eredeti modszer szerint (Gosselé és mtsai., 2002) a fertézéshez sziikséges STMV szatellit

virus RNS-t in vitro transzkripcioval allitottuk eld, ami egyrészt koltséges, masrészt a termelt RNS

sériilékeny és nehezen kezelhetd. Ezeket a hatranyokat kikiiszobolendo a szatellit virust (az iires, és
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a fehéredés markert okozd PDS génszakaszt hordozo valtozatot) egy Agrobacterium binaris

vektorba épitettiik a kovetkezok szerint (5.26. abra):

A virust kodolo részt a virus két végére tervezett primerek segitségével a plazmidbol
(pVE311 és pVE349) felszaporitottuk. A PCR terméket a primerek altal tartalmazott HindIIl és
Bceul restrikcios helyeken emésztettiik €s ligaltuk ugyanezekkel az enzimekkel emésztett a pORE
E4 bindris plazmidba a pENTCUP2 magas atirodast biztosito promoéter mogé. Az ellendrzott
plazmid konstrukciot A. tumefaciensbe transzformaltuk. A virust kédolo DNS szakaszt igy az

Agrobacterium segitségével a ndvénybe juttattuk, ahol a binaris vektorrol irédott at a virus RNS-e.

Ehhez az éjszakan at novesztett pPORE E4/STMV plazmidot tartalmazé Agrobacteriumot a
megfeleld inkubacids pufferbe (a baktérium siirliséget ODggo= 1-re bedllitva) torténd inkubalas utan
fiatalabb (2-3 leveles) és id6sebb (4-5 leveles) N. tabacum cv. ,,Samsun” nn novényekbe
injektaltuk, majd ugyanezen levelekre a TMV-U2 torzsét tartalmazd 0,2 M foszfat pufferben
szétdorzsolt levélkivonattal kentlink. A fert6zés utan harom héttel a fiatalabb Samsun ndvényeken

az ér mentén a PDS géndarab altal kivaltott fehéredést tapasztaltuk (5.27. abra).

Szelekcios Marker

LB

8029 bp

Baktérium szelekciés marker (Km)

5.26. abra. Az STMV-t kodolé génszakasz beépitése pORE E4 binaris Agrobacterium plazmidba (részletek a
szovegben). RB: a T-DNS jobb oldali hatara, LB: a T-DNS bal oldali hatara, MCS: sok klonozé hely, pPENTCUP2:
névényi promoéter, T NOS: terminator, szelekciés marker: ndvényi szelekcidés marker kanamicin, Baktérium szelekcios
marker: kanamicin.
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5.27. abra. N. tabacum cv. ,,Samsun” nn névény liveghazban, erés napfénysugarzas mellett a fitoén-deszaturaz gén
csendesitése utan harom héttel. A csendesitéshez hasznalt konstrukci6 leirasat lasd a szovegben.
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5.4. Uj tudomanyos eredmények
1. A P. syringae pv. syringae HR-negativ mutansaval kivaltott altalanos védekezés (BR)

képes mérsékelni egy késObbi dohdny mozaik virussal torténd feliilfertézés tiineteit
késleltetni, illetve mérsékelni kompatibilis virus-novény kapcsolat esetén, valamint
csokkenteni a HR nekrozisok szamat inkompatibilis kapcsolatnal. A BR szintén gatlo
hatassal van a TMV replikéaciojanak mértékére.

2. Hidrogén-peroxidot ellensulyozé antioxidans gének indukalodnak a BR késoi
stddiumaban (48 hpi) TMV feliilfertézés esetén, ami hozzajarulhat a virus hatdsara
kialakul6 1éziok visszaszoritdsdhoz.

3. Tobb, kutatocsoportunk altal kordbban azonositott, elsdsorban jelatviteli folyamatokhoz,
illetve fehérjeanyageseréhez kapcsolhatdé BR-gén transzkripcids aktivitasanak idébeli
valtozasat sikeriilt nyomon koventiink. Igy megallapithaté, hogy a BR ideje alatt melyik
gén termékei mely id6szakaszokhoz kothetdk.

4. Hat kiilonboz6 jelatviteli utat gatolva megéllapitottuk, hogy a foszfolipaz-A2 és -D
utvonal gatlasa jellemzden korai valtozasokat eredményezett az altalunk vizsgalt 16 BR
markergén transzkripciés mintdzataban, a foszfolipaz-C gatlasa ugyanakkor inkabb kései
génexpresszios eltérésekhez vezetett.

5. Hét kiilonféle hatasu proteinazgatld vegyiilet segitségével kimutattuk, hogy a fehérjék
lebontasaban részt vevd faktorok jellemzden negativ regulatorai a BR soran dohanyban
fellépd korai transzkripcios valtozdsoknak. Hasonld kisérletben tizenkét proteinaz
inhibitor felhasznalasaval megallapitottuk ugyanakkor, hogy a proteinlebontasban
érintett faktorok serkentik az Arabidopsis levelek BR soran bekovetkezé késébbi
kallozbeépiilését.

6. Burgonya cDNS chip felhasznalasaval jellemeztiik 6t jelatviteli Uit gatlasanak hatasat a
BR korai (6 hpi) transzkripciés mintazatara, kimutatva 99 BR-ben érintett gén
szabalyozasanak kapcsolatat az emlitett 6t jelatviteli ut valamelyikével.

7. Novényi aktiv proteinaz méréssel alatamasztottuk, hogy egy feltételezett papain-szeri
(cisztein-) proteinaz feldtisul a dohanylevelekben a BR ideje alatt.

8. Arabidopsis mutansok vizsgalatanak segitségével azonositottunk két Szerin-proteinaz
gént (karboxipeptidaz és szubtilaz), amelyek valoszintileg pozitiv regulator szerepet
toltenek be Arabidopsisban a BR alatt.

9. A SVISS-t (satellite virus-induced silencing system; szatellitvirus indukalta
géncsendesités rendszere) alapul véve uj TMV szatellit virus (STMV) expresszios- €s

csendesitd konstrukciokat fejlesztettiink ki funkcionalis genomiakai vizsgéalatok céljara.
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6. Kovetkeztetések és javaslatok

6.1. A baktériumok altal kivaltott altalanos rezisztencia virusfert6zés lefolyasara

gyakorolt hatasa
Kisérleteink azt mutattak, hogy az altalunk hasznalt altalanos védekezést kialakito, de HR-t

nem okozd baktériummal elOkezelt levelekben a virus altal kivaltott tiinetek mérséklodtek
(kompatibilis kapcsolat), illetve a virus okozta hiperszenzitiv valaszként megjelend nekrédzisok
szama is csokkent. Emellett azt is megallapitottuk, hogy a virus RNS mennyisége, azaz a virus

replikacioja is mérsékeltebb volt a baktériummal eldkezelt szovetekben.

Ennek hatterében az allhat, hogy a kiilonboz6 tipust (baktérium, gomba, virus) koérokozdkra
adott védekezési reakciok kozott is sok hasonldsag van — sét, az abiotikus és biotikus stresszekre
adott valaszok is tartalmaznak atfedéseket. Erre j6 példa a sebzésre mint mechanikus stresszre adott
ndvényi valasz, amely részben megegyezik a patogénekre adott reakciokkal (Cheong, 2002). Ez
magyarazatot ad arra is, hogy kisérleteinkben a kontrollként vizzel torténd injektalds miért adott

hasonl6 — bar gyengébb — valaszt, mint a baktériumos kezelés.

A védekezési reakciok efajta atfedése miatt lehetséges, hogy a baktérium a virus elleni
védekezési folyamatokat is aktivalja. Ennek lehet az a magyarazata, hogy a novények esetében még
nem fejlédott ki az egyes korokozokra adott specialis valasz képessége. De elképzelhetd az is, hogy
a novény szempontjabol ez a stratégia bizonyult hatdsosabbnak, hiszen az egyik stresszfaktor
megjelenése lehetdséget adhat mas faktorok érvényesiilésére (pl. a sebzés a koérokozok
megtelepedésére €s felszaporodasara). Ez a fajta altalanos valasz azonban nem tarthat6 fenn sokaig,
hiszen nagy energiaigénye folytan kimeritené, és mas stresszekkel szemben védtelenné tenné a
novényt. Az eddigi vizsgéalatok is azt mutatjak, hogy az altalanos védekezési folyamatok korai,

sz¢éleskorll szakasza csak atmeneti; kb. egy napon beliil lezajlik.

Azt, hogy a baktérium indukalta BR milyen mdédon gatolja a virust és az altala kivaltott
tiineteket csak feltételezni tudjuk. Ez torténhet a virusreplikaci6 vagy a virusterjedés
akadalyozasaval. A virusmennyiség gatlasa végbemehet pl. a virus replikaci6 akadalyozasanak vagy
a virus RNS lebontasanak segitségével. Ennek eszkoze lehet a virusok elleni védekezésben fontos
szerepet jatszo géncsendesités ,,silencing” jelensége (Waterhouse €s mtsai., 1999). Arra azonban
tudomdsunk szerint nincs irodalmi adat, hogy a baktérium altal kivaltott altalanos védekezés
aktivalja-e a silencing mechanizmust vagy annak egyes elemeit. A virus terjedésének gétldsdban
nagy szerepe van a plazmodezmak atjarhatosaganak szabdlyozasanak. Az atjarhatdsadgot tobbek
kozott a kalloz plazmodezmékban torténd lerakddasa befolyasolja (Roberts €s Oparka, 2003; Beffa

¢s mtsai., 1996; Wenlong és mtsai., 2012). Az ismert, hogy a baktérium kivaltotta altalanos
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védekezés soran a baktérium tapadasdnak helyén a sejtfal és a sejtmemebran kozott kiillonb6zo
sejtfalerdsité anyagok, igy kalléz lerakodéasa figyelhetd meg (Brown mitsai. 1998). Azt is
megallapitottak, hogy ha ez a sejtfalarésité folyamat igy a kalléz lerakodéasa gatolt, akkor az
egyébként szaporodasaban gatolt baktérium osztodhat (Debroy és mtsai., 2004). Elképzelhetd, hogy
a baktérium altal kivaltott altaldnos védekezés soran aktivalodo kalldz-szintetizdlo rendszer a
plazmodezmak eltomésével a virus terjedését is gatolja. A virus replikacidogatlasanak egy harmadik
lehetséges modja, hogy a gazdandvényben gatlodik az olyan fehérjék szintézise, amely a
virusreplikdciohoz vagy terjedéséhez sziikséges (Lee és mtsai., 2001; Yamanaka és mtsai., 2000).
Az is lehetséges, hogy a baktérium indukalta altalanos védekezés nem aktival olyan folyamatokat,
amelyek a virus kozvetlen gatlasdban részt vesznek, hanem csak olyan allapotba hozza a novényt,
amely sordn a kés6bbi virusfertézésre gyorsabban valaszol (gyorsabb, nagyobb mérvii génaktivitas
novekedés stb). Ez egy viszonylag jol ismert jelenség melyet ,,priming”-nak vagy érzékenyitésnek

is szoktak nevezni (Conrath és mtsai., 2002).

Az eredményeink azt mutattak, hogy a virus altal kivaltott nekrotikus tiinetekhez és a virus
replikacidjahoz hasonldéan a virus indukalta ndvényi génaktivitdsok is tobb esetben gatlodtak
azokban a mintakban, ahol az altalanos rezisztenciat el6z6leg a HR-negativ P. syringae pv. syringae
hrcC baktériummal aktivaltuk. Az altalunk vizsgalt gének koziil az orto-metil-transzferazoknak
kardinalis szerepe van a fenilpropanoid Ut kumarinokhoz és a ligninek kiilonbozd alegységeihez
(monolignolok) vezetd 1épéseiben (Maurey és mtsai., 1999). A virusok és gombdk elicitoraival
sikertilt kivaltani az orto-metil-transzferazok intenziv termelését. (Pakusch és mtsai., 1989; Schmitt

¢s mtsai., 1991; Pellegrini és mtsai., 1994).

Némiképp hasonld dinamikat figyeltiink meg az epoxid-hidrolaz esetében is, amelyre azért
is esett a valasztasunk, mert Guo ¢és mtsai. (1998) Kkifejezetten a TMV-vel szembeni
rezisztenciavalasszal hoztak Osszefiiggésbe ennek a génnek az aktivitasvaltozasat N. tabacumban.
Persze az epoxid-hidrolazoknak novényi és allati szervezetekben egyarant fontos szerep jut: az
epoxidok egy részének DNS- és fehérjeroncsold természete van (Murray és mtsai., 1993). Az
epoxid-hidrolazok ezt a karos hatast segitenek kivédeni azaltal, hogy az epoxidok diolla alakulasat

katalizaljak (Oesch, 1973).

Ezek a mérséklédo génaktivitasok arra utalhatnak, hogy ezeknek a géneknek az atirodasa itt

a valaszreakcionak inkabb kovetkezménye, mint oka.

Az antioxidans enzimek aktivitasvaltozasa viszont azt sugallja, hogy a hidrogén-peroxid
mennyiségének esetleg szerepe lehet a tiinet kialakitdsaban. Az aktiv oxigénformak kiilonb6z6

fajtai, igy a szuperoxid és a hidrogén-peroxid szamos fontos szerepet jatszanak a rezisztencia
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valaszok kialakulasaban. Jelenlétiikkel ¢és reakcidképességiikkel hozzajarulhatnak a nodvényi
sejthalal indukalasdhoz, emellett jeltovabbitd szerepiik is ismert, s6t kozvetleniil is gatolhatjak a
koérokozok ¢és egyéb mikroorganizmusok aktivitasat (Baker ¢és Orlandi, 1995). Tulzott
felszaporodasukat, az egyensulyi helyzet fenntartasat szamos enzimatikus és nem-enzimatikus
antioxidans szabalyozza (Addm és mtsai., 1995). A virus okozta nekrotikus tiinetek és a virus
replikacidjanak gatlasa egyébként sokszor elvalik egyméstél. A HR gatldsa nem feltétleniil jar
egylitt a virusterjedés gatlasaval. Az N génnel rendelkezé ndvényekben a virusok akkor is
lokalizalodnak, amikor a HR-es nekrozisok elmaradnak (Mittler €s mtsai., 1996), illetve a nekrdzis

kiprovokalasa nem feltétlentil akadalyoza a virus replikaciojat (Hafez, 2005).

Vizsgalatainkban a kataldz és a dehidroaszkorbat-reduktaz gének aktivitasa a baktériummal
¢s virussal is fertdzott szovetekben jelentésen emelkedett, mig a csak virussal, illetve vizes
elokezelést kovetden virussal fertdzott mintdkban csokkent. Ezek a valtozasok azt sugalljak, hogy a
baktériummal eldkezelt szovetekben a virusfert6zés egy szakaszaban a hidrogén-peroxid lebontasa
jelentdsebb lehet, illetve az alacsonyabb szuperoxid-diszmutaz aktivitas folytdn termelddése is
mérsékeltebb. Ami igy egyiitt (ha az enzimaktivitas szintek is kovetik a génaktivitas valtozasokat) a
baktériummal el0kezelt szovetekben a hidrogén-peroxid szint csokkenéséhez vezet. A hidrogén-
peroxid fizioldgias koncentracidban dnmagéaban ugyan nem tud novényi sejthalalt kivaltani, de mas
molekulakkal pl. a nitrogén-monoxiddal egyiitt igen (Delledonne és mtsai., 1998). Az alacsonyabb
hidrogén-peroxid szint igy gatolhatja a sejthalal kialakulasat (a nekrozisok létrejottét), de mas
modon — pl. mas védekezési folyamatok szignalmolekuldjaként — is megvaltoztathatja a védekezési

reakcio kimenetelét (Hafez, 2005).

Ahol a BR kivaltasa utan hat oraval fertéztilk felill a novényeket, erételjes HR gatlas
jelentkezett. Az elékezelések utan egy nappal feliilfert6zott novények esetében szintén erbteljes volt
a HR gatlasa, itt azonban tobb helyen nemcsak a baktériummal, hanem a vizzel eldkezelt
levélfeleken is megfigyelhetd volt a gatlas kialakulasa. Ennek a jelenségnek valdsziniileg az az oka,
hogy az injektalasbol szarmazo fizikai stressz erdteljesebben indukal olyan folyamatokat, amelyek a

BR egy késdi szakaszara jellemzdek.

A szimultan fertdzésben részesiilé novények alsé leveleinek erdteljes nekrotizalédasa arra
enged kovetkeztetni, hogy a névény nehezen toleralja az egy idében fellépd kiilonbozo biotikus és
abiotikus stresszfaktorok hatasait. Mivel a gyokérnyaktol felfelé haladva a szovetek kora csokken,
megallapithatd, hogy ez a tolerancia a fiatal levelekben nagyobb, mint az iddsebbekben. Lathatd
volt, hogy azok a levélfelek, ahol vizes kezelést alkalmaztunk, jobban toleraltak a kombinalt
fertGzést, hiszen ezek a teriiletek a virusfertdzés mellett csak ozmotikus és mechanikai stressznek

voltak kitéve, mig a masik levélfél ezeken feliil a baktériumok okozta stresszel is szembesiilt.
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Ott, ahol a baktériumos fertézés a TMV fertdzést kovette, szintén megfigyeltiink HR -gatlast
bizonyos esetekben. Ez vélhetéen arra vezethetd vissza, hogy az elsé Ujonnan szintetizalt virus
RNS-ek az inokulalast kdvetden 6-8 oraval jonnek létre a ndvényben (Ishikawa és mtsai., 1991),
tehat kortlbelil akkor, amikor kisérleteinkben a baktériumos feliilfertézést végeztik. Az
eredményeinkbdl igy arra kovetkeztethetiink, hogy a baktérium altal indukalt BR-nek még akkor is

van HR-gatl6 hatasa, amikor a virusreplikacid folyamata mar beindult.

A ndvényben Ujonnan szintetizalt virus RNS-ek 6-8 oraval a fert6zést koveté megjelenése
(Ishikawa ¢és mtsai., 1991) magyarazatot adhat arra is, hogy a TMV fertézés utan 24 oraval
kialakitott BR mar miért nem képes nem képes megakadéalyozni a virus indukdlta HR 1étrejottét.

Ekkorra ugyanis mar beindul a ndvény virussal szembeni hiperszenzitiv valaszanak indukcioja.

6.2. A BR soran megvaltozott aktivitast mutato jelatviteli folyamatokban és
protein lebontasban részt vevo gének vizsgalatai

6.2.1. Jelatvitellel kapcsolatba hozhaté gének aktivitasanak valtozasai a BR alatt

A dolgozat Eredmények fejezetében példaként hozott MAP-kindz génekhez hasonldan
szamos gén aktivitasa kifejezetten a BR-t kivaltd baktérium hatdsara emelkedett erdteljesebb
mértékben a kezeletlen kontrollhoz képest, mint a vizes alfertdzésben részesitett ndovények

ugyanezen génjei.

Tapasztalatunk szerint mind a viz, mind a baktérium hatassal volt szinte az Gsszes gén
kifejezddési szintjére. Jollehet, eltérés mutatkozott, hogy ez az eltérd aktivitds a fertézést kdvetd

mely id6pontokban volt meghatarozo.

A MAP-kinazok esetében — talan meglepd moédon — nem a fertézést kovetd korai
idépontokban haladta meg a ,,BR-es” mintdkban mért érték a ,,vizesekét”. Ennek oka lehet az, hogy
az erds ozmotikus hatidsbol szarmazd stressz ugyanazokat a jelatviteli Utvonalakat inditja el. A
fertdzés késobbi szakaszdban azonban mar eldtérbe keriilhetnek olyan folyamatok, amelyek a

baktériumra specifikus valaszt eredményeznek.

Olyan génekkel is talalkoztunk — mint példaul egy receptor-szerli protein kinaz, illetve
annexin-szera fehérje génjei — amelyek kifejezddési szintjei (bizonyos idépontokban) magasabbak
voltak a csak vizzel kezelt novényekben, mint a baktériumos fertézést kapokban. Ezek a mérések
egyfajta negativ szabdlyozasi mechanizmusra vilagithatnak ra. Az altalunk vizsgalt annexin-szerti
fehérje génjének a fertdzés 24. o6rdjaban mért (vizes kontrollhoz képesti) alacsony szintje a

foszfolipaz-A2 (PLA2) vagy -C (PLC) altal szabalyozott jelatviteli utak fokozott aktivitasara
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engedhetnek kévetkeztetni,? kiilondsen annak fényében, hogy allatoknal igazolt az annexinek

foszfolipaz-A2 gatlo hatasa (Parente és Solito, 2004).

6.2.2. Jelatvitel-gatlok hatasa a génkifejezédések valtozasara a BR alatt
A novények baktériumokkal szembeni védekezésével kapcsolatba hozhatd jelatviteli

utakban kulcsszerep jut a foszfolipaz-A2, -C és D molekuldknak (Trewavas, 2000; Laxalt és
Munnik, 2002). Kisérleteinkben ezeket arisztolochiasavval, neomicin-szulfattal, illetve n-butanollal
gatoltuk. Lantan-kloridot hasznaltunk a kalcium-bedramlas akadalyozasahoz, K252-at a

foszforilacio, MG115-6t pedig a proteoszoémak mitkodésének gatlasahoz.

Kiilonbozd, BR-folyamatokhoz kothetd gének kifejezddési szintjének valtozésait vizsgalva
olyan fert6zés utani idopontokat azonositottunk, melyekben az adott gatloszerek hatasara a vizsgalt
gének eltérd aktivitdst mutattak a BR alatt mért értékekhez képest. Szamos gén vizsgalatanak

egybevetésével bizonyos a gatolt folymatok idObeli karakterisztikaja rajzolodott ki.

Az, hogy a jelatviteli géneknél az arisztolochiasavas €s butanolos kezelések tobbnyire a 3 és
6 oras idépontokban okoztak feltling eltérést a BR-ben mért értékekhez képest, alatdmasztja, hogy a
foszfolipaz-A2 ¢és a foszfolipaz-D a fertdzést koveté korai idopontokban jatszanak szerepet.
Megéllapithatd tovabba, hogy tobb kinaz és az annexin-szerii fehérje a legtobb BR alatt aktivalodo
jelatviteli utban szerepet tolt be. Bizonyos annexinek kulcsszerepet jatszanak a sejtplazmaban
talalhaté foszfolipaz-A2 gatlasaban (Kim és mtsai., 2001). Igy az, hogy az annexin-szerii fehérje
génjének aktivitidsara minden gatlészer hatassal volt (nem csak a PLA2-¢!), bizonyitékul szolgalhat
a jelatviteli utak kozotti szoros kapcsolatra. Az egyik ,,0sszekoté kapocs™ akar maguk az annexin-
szeri fehérjék is lehetnek, figyelembe véve — az egyébként foszfolipaz-C-vel Osszefiiggésbe
hozhat6 — foszfatidil-inozitolhoz (Laxalt és Munnik, 2002) valé erds kotoéképességiiket (Hoshino és
mtsai., 1995).

A jelatvitelben szerepet jatsz0 molekuldk génjeinek aktivitdsan kiviil olyanokét is
vizsgaltuk, amelyeket korabban az altalanos védekezéssel hoztunk Osszefiiggésbe. Az, hogy az
arisztolochiasav a fert6zést kovetéen végig befolyassal volt a hosokk fehérje, és a sejtfalak fontos
strukturalis elemeként szolgald glicin-gazdag fehérje (Ringli és mtsai., 2001) kifejezédésére, jelzi,
hogy a foszfolipaz-A2 a MAP-kindz kaszkddokon tual is meghatdrozd szerepet jatszik a

sejtvédelemben.

A PLA2-vel és a PLD-vel szemben a PLC szinte minden vizsgalt gén kifejez6désére a

fertdzést kovetd késoi idopontokban hatott, ami azt sejteti, hogy a PLC altal iranyitott jelatvitel

2 V6. 6.2.2. pont!
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szerepe a védekezési folyamatok fenntartdsaban lehet jelentds. Irodalmi adatok alapjan tobb olyan
novényi valaszhoz is a foszfolipazok altal szabalyozott Gtvonalak vezetnek, amelyeknek szerepiik
lehet a BR alatt a mikroorganizmusok lekiizdésében. Igy példaul a reaktiv oxigénforméak
felszabaditasa (v0. 2.3. abra — Laxalt és Munnik, 2002) vagy az antimikrobialis hatast masodlagos

anyagcseretermékek termelése (Zhao és mtsai., 2005).

Az ubikvitin/proteoszoma lebontasi mechanizmusra, valamint cisztein-proteinazon alapuld
fehérjebontasra a dolgozat munkaanyaganak lezarasdig egyelére a PLD hatasat vizsgaltuk. Ez
alapjan ugy tinik, a ,bontasra itélt” fehérjék ubikvitinizacidja mar a fertézést kovetd korai
id6pontban megkezdddik — legalabbis ami a PLD utvonaldhoz kapcsolhatd. Ugyanakkor a PLD-nek
csak valamivel késdbbi (12. ordban) van szerepe az altalunk vizsgélt cisztein-proteindz ¢s a

proteoszoma egyik alegységének génjére.

A fertdzést kovetd 6. 6radban vett mintakbodl készitett microarray moédszerrel késziilt
vizsgalat tovabb ersitheti az el6zéekben ismertetett megallapitasainkat. Igy, figyelembe véve a
génaktivitasok valtozasanak irdnya szerinti csoportositdsunkat, arra a megéllapitasra juthatunk,
hogy tobb kulcsfontossagt jelatviteli elem vélhetden vagy azonos, vagy szorosan kapcsolodo
utakban szerepel. Ilyen példaul a PLA2 és a protein kindzok. De szorosan kapcslodik a PLC utvonal

is a fehérjelebontashoz.

A teljesebb kép kirajzolodasa érdekében érdemes lehet a jovOben a tobbi jelatvitelgatlo szer

hatasat is vizsgalni legalabb a fent emlitett gének kifejezédésére.

6.2.3. Proteinaz-gének aktivitasanak valtozasa a BR alatt
A proteinaz-gének kifejezddési szintjeinek vizsgélatakor hasonlé moddszertant kovettiink,

mint a jelatvitelben szerepet jatszokkal kapcsolatos munkdk soran. Az Eredmények fejezetben egy
cisztein-proteinaz (a védekezéssel szorosan kapcsolatba hozhatd proteinazcsoport tagja — van der
Hoorn, 2008), egy ubikvitin-koté fehérje és egy proteoszoma-miikddéshez kapcsolodd gén
aktivitasvaltozasat hoztam példaként.

Hasonloan a 6.2.1. pontban ismertetettkez, itt is kétféle szabalyozast vélhetiink felfedezni.
Mig a szoban forg6 cisztein-proteinaz a baktérium altal kivaltott BR alatt a vizes kontrollhoz képest
azonos szinten (3., 6. 6ra) vagy erdsebben (24., 48. ora) expresszaldodott, addig a masik két gén
aktivitasi szintje egyfajta ingadozast mutat. Ugy tiinik, a fertézést koveté 6. oraban ezeknek a
miukodése inkabb gatolt a BR alatt, mig fokozott miikodésiikkel inkabb a BR késobbi szakaszaiban

vesznek részt a nem kivant fehérjék bontasaban.
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Az ubikvitinaci6 ¢€s a proteoszoémak miikodése szoros kapcsolatban all egymassal (Dielen ¢€s
mtsai., 2010), igy nem csoda, hogy azonos idépontokban azonos mddon tér el az aktivitasuk is a

baktériummal és a csak vizzel infiltralt mintakban.

6.2.4. Proteinazgatlok hatasa a génkifejezddések valtozasara a BR alatt
Szamos proteindzgatloval végeztiink vizsgalatokat, melyek jelentOs része az egyébként is

védelmi szerepeket betdltd cisztein-proteinazok, illetve szerin-proteindzok (van der Hoorn, 2008.,
Baek és Choi, 2008) koziil keriiltek ki. Ezen irodalmi adatokat vizsgalataink is megerdsiteni
latszanak: legmarkéansabb kiilonbségeket a génaktivitasok valtozasaban (a BR, illetve a megfeleld
inhibitorral kiegészitett BR-t kivalto baktériumszuszpenzidval elért hatas kozott) épp e két csoportot

gatlé szerek adtak.

A fertézést kovetd hatodik ordban végzett mérések ugyanakkor azt is alatamasztjak, hogy
bizonyos folyamatokban mas csoportba tartozd proteinazoknak — pl. metalloporteindzoknak — is
fontos szerepiik lehet. A metalloproteinazok szerepét mar csak azért is érdemes megfigyelni, mert
tobb jelatvitelhez kotheté gén esetében (MAP kinaz, annexin-szeri fehérje) kifejezetten a
baktériumszuszpenzié nélkiil adott inhibitoruk, a fenantrolin volt az, amely magasabb
génkifejezOdési szintet eredményezett, mint hogyha BR-t Kivalto P. syringae pv. syringae hrcC is
lett volna a fecskenddben. Mindkét példaként hozott gén esetében megfigyelhetd volt, hogy az
inhibitor-baktérium kombinalt kezelésben részesiilé novényekben ezen gének aktivitasi szintje
kozel azonos volt a csak baktériummal fertzott, BR allapotba hozott novényekben mérttel. Ez
utalhat esetleg arra, hogy a metalloproteazok negativ regulécids szerepet toltenek be ezekben a
jelatviteli folyamatokban. FErdemes ugyanakkor megyjegyezni, hogy a cisztein-proteinzként

adagolt cink-klorid is kivaltott hasonld hatasokat tobb jelatviteli gén kifejezédésére is.

6.2.5. Sejtfali kall6zbeépiilés valtozasa a proteinazgatlok alkalmazasanak hatasara
Azt, hogy a proteinazgatlok adagolasa bizonyos folyamatokra géatlo-, mig mésokra serkentd

hatassal volt, nem csak génszinten figyeltiik meg. A sejtfali kallozbeépiilés mértékénél szintén
mutatkozott hasonlo eltérés. Tapasztalataink alapjan ezeknél a vizsgalatokndl csak a cisztein-, és
szerin-proteinazok gyakoroltak barmiféle hatast a kallozberakodasokra a kontrollokhoz képest.
Megjegyzendd ugyanakkor, hogy a 10-fenantrolinos kezelésben is részesiildé novények levelei a

vizsgalat legkorabbi idejére (fertézést kdvetd 24. orara) is teljes egészében nekrotizalodtak.

Az, hogy — kisszamu kivételtdl eltekintve — a 24. és 48. oraban vett mintakban is hasonlo
volt a kallézbeépiilés mértékének iranya az egyes kezelések hatasara jelzi, hogy a sejtfal
megerdsitése az altalanos védekezés viszonyain beliil hosszabb tavu folyamat, és ebben bizonyos

proteindz tipusok mindvégig fontos szabdlyozo szerepet jatszanak.
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A modszer pontatlansaga miatt az e pontban ismertetett vizsgalatok nem tették lehetdveé az
egyes proteindzok kall6zbeépiilésben vald szerepének pontos tisztdzasat. A modszer finomitasara

tett torekvéseinket a Modszertani munkak alfejezetben ismertetem.

6.3. Az egyes gének funkcionalis vizsgalataihoz kidolgozott mdédszerek
értékelése
6.3.1. Proteinaz-aktivitas mérése

Legfrissebb kutatdsi iranyaink ko6zott szerepelt a ndvényekben a BR alatt aktivan miikodo
proteindzok mérésének lehetdsége. Ehhez olyan modszert valasztottunk, amely nagy mintaszam
mellett is kellé hatékonysaggal miikddik és kihasznalja a laboratoriumunk meglévd infrastruktirajat

(valos idejii PCR berendezés).

Az 5.3.1. pontban ismertetett eldkisérleteink alapjan a kazeinhez kapcsolt fluoreszcens

markeren alapul6 technika igéretes modszernek bizonyult.

Az eclékisérletek soran a felhasznalt Sensolyte™ Red Protease Assay Kitet gyartd cég
protokolja alapjan — az egyébként cisztein-proteindzok kozé tartozd — papain enzim aktivitdsanak
méréséhez hasznalando puffert hasznaltuk. A dohanyt megbetegiteni képes P. tabacival fert6zott
mintak esetében megfigyelhetd volt, hogy a proteinaz szint elmarad a kontrollok, illetve a legfeljebb
BR kivaltasara alkalmas hovel elolt P. tabacival valamint P. syringae pv. syringae hrcC
baktériummal infiltralt levelekben mértekhez képest. Az erdsen nekrotiazlddo levelek miatt az aktiv
koérokozoval fert6zott levelekbdl csak a 12. 6rdig tudtunk mintat venni, de a tobbi kezelést
folytattuk a 48. oraig. Itt azt tapasztaltuk, hogy a vizzel kezelt levelekben a proteinaz aktivitasanak

mértéke alabbhagy a tobbi kezelésnek alavetett mintdkhoz képest.

A feldolgozott mintakat kiilonb6zd proteinazgatlokkal kiegészitve megallapitottuk, hogy a
ciszetin-proteinazokat is gatlo hatassal®* rendelkezé inhibitorok gatoltak a vizsgalt proteinazunk

mitkodését.

A modszerrel eddig végzett kisérleteink igy az mutatjak, hogy a BR alatt a génkifejezddések
szintjén jelentkez6 fokozott cisztein-proteindz aktivitds a ténylegesen mitkodoé enzimek tekintetében
is érvényre jut.

6.3.2. BR kimutatasa anilin-kék szovetfestéssel

Az irodalmi adatok szerint igen régota (Currier, 1957) és széles korben alkalmazzak az

anilin-kék  festéket kalloz kimutatasahoz kilfonféle novények kiilonféle szoveteiben:

24 . . . , . a1z . .
A leupeptinnek cisztein- és szerin-gatld hatasa is van!
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aluminiumterhelésnek kitett gesztenyemagoncok gyokércsucsatol (Hirano ¢és mtsai, 2005) a

paradicsom termétajanak pollentomldjéig (Martin, 1957).

Az, hogy a dohanylevelek anilin-kék szovetfestése nem ad konzekvens eredményt a

kall6zkimutatashoz, meghitsitja, hogy a két novényt ebbdl a szempontbol dsszevessiik.

Az irodalmi adatokat (pl. Jaffe és mtsai., 1985) sikertilt elokisérleteinkkel alatamasztani: a
fizikai érintés szamottevéen serkenti a kalloz megjelenését a levelekben. Ezek a hatasok jelentésen
befolydsolhatjak az érzékszervi vizsgalatokon alapuld, nehezen szamszerlsithetd modszerek
eredményeit. Eredményeink alapjan a nedvesitészerek alkalmazasa nem jelent megbizhato
megoldast erre a problémara.

A pontosabb mérések érdekében a Kohler és mtsai. (2000) altal alkalmazott
kvantitativ kall6z-fluoreszcencia mérést a sajat vizsgélati igényeinknek ¢és koriilményeinknek
megfelelden alkalmaztuk. Megéllapitottuk, hogy bar kisebb szamu mintdndl a modszer jol

hasznalhato, hatalmas munkaigénye miatt azonban vizsgalataink pontositdsara nem megfeleld.

6.3.3. Arabidopsis modell alkalmazasa funkcionalis genomikai vizsgalatokhoz
Az Arabidopsis mint modell novény hatalmas eldnye tobbek kozott a gyors vegetacios

periodus, a kis méret, a konnyll kezelhetdség, a feltérképezett teljes genom ¢€s persze a
rendelkezésre all6 mutansok szinte barmely génre nézve.

Vizsgalatainkat mar csak azért is célszerli ezekre a novényekre is kiterjeszteni, mert igy a
kiilonboz6 dohanyfajok (pl. N. tabacum, N. benthamiana — Solanacae) mellett egy nem rokon
novénnyel (Brassicaceae) is 0sszevethetdk a mért eredmények. Ez pedig hozzajarulhat ahhoz, hogy
altalanosabb képet kapjunk az altalanos védekezés miikodésérdl a novényvilagban.

Kiilonb6z6 proteindz géneket nem kifejezd Arabidopsis vonalakon végzett eldzetes
vizsgalatok arra vilagitanak rd, hogy a szerin tipusu aktivitassal rendelkezé szubtilaz és
karboxipeptidaz génekre nézve mutans novények sejtkozotti jarataiban szaporodtak legnagyobb
mértékben a kompatibilis P. syringae pv. tomato DC3000 baktériumok. Ez azt sugallja, hogy
funkciojuk vizsgalata a késdbbi kisérletek feladata.

Tovéabbi eredmények fényében remélhetdleg pontosabb kép rajzoldédik majd ki mind az
Arabidopsisban lejatszodéo BR-r6l, mind pedig a dohanynévényekben megismert jelenségekkel valod

viszonyrol.
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6.3.4.Géncsendesités dohanyban (N. tabacum)
A Gosselé és mtsai. (2002) altal kidolgozott SVISS (Satellite virus induced silencing

system) a kutatdsi igényeinknek megfeleléen atalakitott konstrukcidjanak alkalmazasakor szamos
nehézségbe itkoztink. Legnagyobb problémat az in vitro transzkripcioval eldallitott
szatellitvirussal valo koriilményes munka jelentette. Altaldban elmondhaté volt, hogy a kozvetleniil
ezzel az RNS-sel valo fertézés csak szerény eredményeket hozott. A hatékonysag viszont nagyban
javithato volt a csendesités fenotipikus megjelenését mutaté (PDS gén esetén kifehéredd levél)
névényi mintabol nyert inokulummal valé tovabbi passzalassal.

A hatékonysag novelésére az altalunk eldallitott (a megfeleld hasitohelyekkel rendelkezd)
STMV-t tartalmazo Agrobacterium pORE4 plazmid felhasznalasaval készitett vektor konstrukcid

bizonyult a legjobb megoldédsnak.
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7. Osszefoglalas
A novények természetes koriilmények kozott folyamatosan ki vannak téve a kiilonb6zo

mikroorganizmusok jelenlétébdl szarmazo stressz-hatasoknak. Az elleniik vald egyik hatékony
novényi védekezési forma, az un. altalanos védekezés (BR — basal resistance), amely nem jar
lathato tiinetekkel, szemben pl. a latvanyos nekrotikus 1ézidkat el6idézd hiperszenzitiv valasszal
(HR — hypersensitive response). Hiperszenzitiv valaszt csak az adott korokozo (és csak korokozo!)
baktériumra nézve rezisztens novények képesek adni, mig a BR kivaltasara patogén, szaprofita vagy

akar hovel elolt baktérium is képes — eddigi irodalmi adatok alapjan — barmilyen novényben.

Munkaink soran megallapitottuk, hogy a dohanyndvényekben baktérium segitségével kivaltott
BR hatassal van egy késébbi dohany mozaik virus fertdzés lefolyasara: kompatibilis dohany-virus
kapcsolat esetén mérsékli és késlelteti is a megjelend tiineteket, mig inkompatibilis kapcsolatnal a
hiperszenzitiv reakcidval jaro nekrotikus 1ézidk szama és mérete csokken. Mindkét esetben csdkken

a virus replikaciojanak mértéke is.

A BR soran megvaltozott aktivitast mutatd gének funkciondlis vizsgdlata sordn elsdsorban a
jelatvitellel, illetve fehérjeanyagcserével kapcsolatos génekre koncentraltunk. Mddszereink kozott
szerepelt kiilonboz6 gének kifejezddésének vizsgalata a BR kivaltdsat kovetd kiilonbozo
idopontokban (Real-Time PCR). Ezen kiviil vizsgaltunk kiilonb6z6 jelatviteli folyamatokat,
valamint a fehérjeanyagcsere kiilonb6z6 folyamatait gatld szerek hatasat a BR-hez kothetd gének

expresszidjara (Real-Time PCR, microarray).

Ezek soran megallapitottuk, hogy olyan jelatviteli kulcsmolekuldk, mint a foszfolipaz-A2 és a
foszfolipaz-D a legtobb altalunk vizsgalt BR-hez kothetd gén aktivitasat a fertézést kovetd korai
idépontokon tul (6-12 6ra) mar nem befolyasoljak, mig a foszfolipaz-C-nek a késdbbi, 24., 48. orai

idépontokban (is) jut szerep.

Vizsgalati eredményeinket irodalmi adatokkal is egybevetve feltételezhetjiik, hogy a jelatviteli
titvonalak kozott szoros kapesolat figyelhetd meg. Igy vélhetden szoros kapcsolat 4ll fenn a MAP-
kinaz kaszkad ¢€s a foszfolipaz-A2 kozott. De szorosan kapcsolodhatnak egymashoz a PLC utvonal
elemei a fehérjelebontdshoz is. Az annexin-szeri fehérje expresszids szintjének kiilonb6zo
gatloszeres kezelésekre adott érzékeny reakcidja szintén az Utvonalak kozti kapcsolatok meglétét

sejteti.

Mind a jelatviteli, mind pedig a fehérjelebontashoz kdthetd enzimek génjei kozott egyarant
talaltunk olyanokat, amelyek az altaluk érintett BR folyamatokat adott id6pontban vélhetéen

pozitivan (pl. annexin-szerli fehérje, cisztein-proteindz), illetve negativan (pl. szfingozin-1-foszfat-
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lidz) szabalyozzék. Ez a regulacios szerep akar idoben valtozhat is. Legalabbis ezt sejteti pl. az
ubikvitin/proteoszoma lebonté mechanizmusban szerepld gének iddbeli aktivitdsvaltozadsanak

nyomon kovetése.

A proteindzok genomikai vizsgélatait kiegészitettiik olyan eljarassal is, amely a sejtfalba
beépiilé kalloz kimutatasan alapszik. Az ebbdl szarmazd eredmények szintén aldtimasztottak az
irodalmi, illetve egyéb kisérleteinkbdl levezethetd kovetkeztetéseket, miszerint a cisztein- és szerin-
proteinazok fontos szerepet tOltenek be a novényi sejtek baktériumokkal szemben folytatott

harcaban.

Hasonlé megerdsitést kaptunk a névényi aktiv proteinaz-szint méréstol, melyet egyeldre egy —
vélhetbéen papain-szerli — cisztein-proteinazon teszteltiink. Tovabbi kisérletek mas proteinazok

feldiisulasara — vagy éppen apaddsara — is ravilagithatnak.

Munkainkban 1j iranyként vezettiik be a bizonyos proteinaz génekre nézve mutans Arabidopsis

novények hasznélatit. Mely mar az eddigi vizsgalatok alapjén is biztatd eredményekkel kecsegtet.

A készen vasarolt Arabidopsisokkal szemben a dohanyndvényekre adaptalt Agrobacterium
vektor konstrukcio egy TMV szatellitvirus (STMV) felhasznalasaval adhat a jovoben hatékony

atmeneti expresszios eszkozt a kezilinkbe.
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8. Summary
Under natural circumstances plants are constantly exposed to stress factors coming from

different sources of microbes. One of the most potent form of defense against them is the so called
basal resistance (BR). Unlike hypersensitive response, BR fails to produce visible symptoms, such
as necrotic leisons. As widely known, HR can be triggered by pathogens — and pathogens only! —
in plants that are resistant to that certain pathogen. However, BR can be induced either by
pathogens, saprofites or even heat-killed bacteria in any plant — according to the current stance of

Science.

From our research conclusion was drawn that a bacterium-induced BR can affect a TMV
(tobacco mosaic virus) superinfection. In compatible host-TMV interactions symptoms are remitted
and even delayed, while in incompatible relationships HR lesions decrease both in number and size.

Virus replication is also supressed in both cases.

Functional studies of genes of altered activity during BR were carried out focusing mainly on
genes related to signal transduction and protein metabolism. Expression levels of various genes
were measured using Real-Time PCR at different times after BR-inducing infection. Both Real-
Time PCR and microarray techniques were deployed to investigate the effects of inhibitors of
different signal transduction pathways and processes of protein metabolism on known BR-related

genes.

Our results suggested that key signal molecules, such as phospholipase-A2 (PLA2) and
phospholipase-D (PLD) do affect most of studied BR-genes only up to 6-12 hpi (hours post
infection). However, phospholipase-C (PLC) may (also) have a regulatory role even at later times
(even at 24 or 48 hpi).

Results of our studies — in accordance with literature — suggest that signal transduction pathways
are tightly linked. Presumably, a strong connection may occur between MAP kinase cascades and
PLA2. Similar connection is possible between a PLC regulated pathway and protein degradation.
Sensitive response to various inhibitor treatments of an annexin-like protein may imply a link

between pathways.

Genes of both signalling and protein degradation enzymes showed positive (eg. annexin-like
protein, cysteine-proteinase) or negative (eg. sphingosin-1-phosphate lyase) regulatory roles at
given times in BR processes they are involved in. This regulatory role may shift from time to time.
Changes in the direction of expression levels of the ubiquitin/proteasome mechanism may suggest

this conclusion, at least.
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Genomic assays of proteinases were also complemented with a method based on the
indication of cell wall callose deposition. These findings have also supported the idea of cysteine-

and serine-proteinases serving a useful weapon in the plants’ armory against bacteria.

Further support was drawn from measurement of active plant proteinase levels. So far a
putative papain-like enzime (cyteine-proteinase) was studied. Further investigation using this

method may reveal increase (or decrease) in other types of proteinases.

A new direction was pointed out when Arabidopsis plants mutant to certain proteinases were

introduced to our works. Our first trials hold out a promise to further results.

Our newly constructed Agrobacterium vector containing a TMV satellite (STMV) may also

prove to be a useful transient expression tool for tobacco.
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