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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 soran kiilonb6zé védekezési

mechanizmusokat fejlesztettek ki a mikroorganizmusok ellen.

2. Irodalmi attekintés
Kirdly és mtsai. (2007) a ndvényi rezisztenciaformdkat attekintd szemlecikkiikben a

védekezési mechanizmusokat két 6 osztalyra bontjak: érokiott (innate, “velesziiletett’) és szerzett

(acquired) védekezésre.

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 HR — hypersensitive response; hiperszenzitiv reakcio). Ebben a

felosztasban a nem-specifikus csoportban kap helyet az altalanos védekezés (BR - basal resistance).

A nevezéktan nem egységes. Boller és Felix (2009) példaul a PTI-vel (PAMP-triggered
Immunity)? feleltetik meg a BR-t, egyben utalva arra, hogy az irodalombél kiszoruloban van a basal

resistance elnevezés.

A BR-re jellemz0, hogy szdmos mikroorganizmus, patogének €s szaprofitak egyarant
képesek indukalni (Burgyan és Klement, 1979). A hiperszenzitiv reakcidt viszont kizarolag €106,
aktiv anyagcserét folytato korokozok képesek eléidézni. Az altalanos rezisztencia a HR-rel
ellentétben tiinetmentes, ezért a jelenlétét csak kozvetve lehet érzékelni, példaul azaltal, hogy egy

masodik, un. ,,challenge” fert6zés soran a HR nekrozis elmarad (Klement és mtsai., 1999).

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-kérokoz6d dohanyt) vagy a gazdandvénye egy rezisztens fajtajat
tamadja meg. Ilyenkor a fert6zott novényi szovet elhal. A novény ellenallosagat és a korokozo

patogenitasat ¢és fajtaspecifitasat is gének hatarozzdk meg, ezért a HR-t a kérokozo és a novény

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).



génjeinek (pontosabban azok géntermékeinek) kolcsonds kapcsolatrendszere hatdrozza meg

(Klement, 1982).

A sejt halalahoz vezetd folyamatok a HR soran szabalyozottan mennek végbe. Az ilyen
eléore meghatarozott modon végbemend sejtpusztulast programozott sejthaldlnak (PCD —
programmed cell death) nevezziik. Szemben a passzivan elszenvedett sériilésbdl ered6 nekrozissal,
a PCD kialakulasahoz a sejt aktiv kozremiikodésére (pl. fehérjeszintézis) van sziikség. (Gilchrist,

1998).

2.2, Altaldnos rezisztencia (BR - basal resistance)
Amig a hiperszenzitiv reakcido egy kizarolag 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. szaporodas, korokozasban részt vevd gének datirdsa stb.) blokkolasan
keresztiil torténhet. A BR nem csak a korokozo szaporodasat képes gatolni, hanem — inkompatibilis
kapcsolatokban — a HR kialakulasat is. (Bozso és mtsai., 1999; Klement és mtsai., 1999; Klement és
mtsai. 2003)

Eppen a jol megfigyelheté HR gatlas az, amivel a BR megléte igazolhato. Ha egy HR
kivaltasara alkalmas baktériummal fertzziik feliil a novényt, a nekrotikus 1éziok elmaradasa jelzi a

BR miikodését. (Klement és mtsai., 1999, Klement és mtsai., 2003).

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

eldidézni, a BR-t olyan bakterialis eredetli molekularis mintazatok valtjak Ki, amely altalanosan
eléfordulnak a prokaridtakban. Ilyen molekuldnak bizonyult példdul a Gram-negativ baktériumok
feliiletét borito lipopoliszacharid (LPS). A tisztitott LPS (Newman ¢és mtsai., 1995), illetve LPS-
fehérje-komplex (Mazzuchi és Pupillo, 1976) képes BR-t eldidézni. De erre mas baktérium eredetii

molekulak is alkalmasak, mint pl. az ostorokat felépit6é fehérje, a flagellin (Felix és mtsai., 1999).

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 mikrobékhoz kothetd
molekularis mintazatokat (MAMP — microbe associated molecular pattern, pl. flagellin, LPS, EF-
Tu) a novényi sejt hasonld modon 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. A BR alatt bekovetkezo sejtfizioldgiai és ultrastrukturalis valtozasok
A BR soran megfigyelhet6 a sejten kiviili és ezzel egyidejiileg a sejten beliili pH valtozasa

(Baker és mtsai., 1990), a Ca®" (Grant és Mansfield, 1999) be- és a Cl ionok kidramlasa
(Niirnberger ¢és mtsai., 1994), valamint az aktiv oxigénformak atmeneti felszaporodasa (Baker és

Orlandi, 1995).

A baktériumok tapadasanak helyén a sejtfalak megerdsddését, €s a sejtfal és a sejtmembran
kozott egy un. papilla 1étrejottét lehet megfigyelni (Politis és Goodman, 1978; Ott és mtsai., 1997).
Ezeken a helyeken tobbek kozott kalloz beépiilése torténik, de a lignifikacios folyamatok is
megerdsddnek (Brown ¢és mtsai., 1998). A biotikus stresszen kivil a kallozlerakodas
kiséréjelensége lehet a mechanikus stressznek is (Jaffe és mtsai., 1985). S6t, a plazmodezmékba
torténd kallozbeépiilés akar a virusok plazmodezmékon keresztiili (sejtrdl sejtre torténd mozgésat)

is megakadalyozhatja (Radford és mtsai., 1998; Scholthof, 2004; Dong X., 2005).

2.2.3. A BR alatt megvaltozott aktivitast mutato, jelatvitelben, illetve fehérjebontasban szerepet
jatszé gének

Az ebben a dolgozatban ismertetett munkak koézvetlen elézményeként kutatécsoportunkban
tobb mint 160 olyan dohdny gént sikeriilt elkiiloniteni szubtrakcidos modszerrel, amelyek a BR alatt

megvaltozott aktivitast mutatnak (1. abra). Ezek tobb mint tizede a jelatviteli folyamatokhoz, 7%-a

pedgi a fehérjeanyagcseréhez kothetd (Szatmari és mtsai., 2006).
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1. abra. A BR soran megvaltozott aktivitast mutatd gének funkcio szerinti aranya (Forras: Szatmari, 2008)

Az egyik fontos sejten beliili (masodlagos) hirvivé a kalcium-ion. Ennek sejtplazmaba

aramlasa a kalcium-ioncsatorndkon kiviil torténhet példaul sebzésen vagy a plazmodezmakon
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keresztiil. A kalciumon kiviil szerep juthat a mitogén-aktivalt kinaz kaszkddoknak (MAPKKK
(vagy MEKK) — MAPKK — MAPK — transzkripcios faktor). Ezeket altalaban egy GTP-koto
fehérje inditja a jelenleg ismert PAMP-ok nagy részének hatasara De a folyamatban fontos szerepe
lehet a kiilonb6zé foszfolipazoknak [foszfolipaz-Al (PLA1), a foszfolipaz-A2 (PLA2), a
foszfolipaz-C (PLC) és a foszfolipaz-D (PLD)] is. (Trewavas, 2000; Pitzschke és mtsai., 2009). A
védekezés sordn 1étrejovo kiillonbozo géntermékek egyensulyban tartdsa szintén fontos szabalyozo
elem (Trewavas, 2000).

A fehérjék lebontasa az ubikvitin iuton, proteoszéma 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
megtalalhatéak. 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 ¢és mtsai.,, 2004), illetve a baktériumok ellen adott védekezési

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

A védekezési folyamatokban elsdsorban a cisztein-protedzoknak van fontos szerepiik. A
mintegy 140 ndvényi cisztein-protedz koziil soknak azonositottdk mar a patogének tdmadasara adott
valaszként kialakulé programozott sejthalalban (PCD — programmed cell death) betdltott
funkcigjat. Ebbe a korbe tartoznak a kaszpaz-1-szerii fehérjék, amelyekhez hasonlo kaszpéaz az allati
sejtekben is az apoptdzis szabalyozo folyamataival hoztak Osszefliggésbe. Szintén a PCD-vel
hozhatok Osszefliggésbe az allati kaszpaz-1 enzimmel sok strukturalis hasonldsagot mutatd ndvényi
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).

2.3. Virussal kivaltott géncsendesités (VIGS - Virus Induced Gene Silencing)
A funkcionalis genomikai vizsgalatokban a VIGS rendszer elénye a transzgénikus

novényekkel szemben, hogy lényegében barmilyen gén csendesitésére alkalmas. A rendszernek ez a
nagyfoku rugalmassdga akkor valik igazan hasznossa, amikor olyan géneket vizsgalatara van
sziikség, melyek fenotipikus megnyilvanuldsa csak a megfeleld kornyezeti allapotok elérése esetén
valna nyilvanvaléva. Emellett a segitségével megsporolhatoak a transzgén ndvények eldallitasa
soran elkeriilhetetlen 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 névénybe. Az utobbi segiti a

szatellitvirus mozgasat a novényen beliil. Az un. SVISS (satellite virus induced silencing system —
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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 altalaban a
segédvirus hatasara kialakuld tiinetek mérséklédésében jelentkezik. Jollehet, olykor — bizonyos

gazdakon — megfigyelhetd a tlinetek stlyosodasa is (Roossinck és mtsai. 1992).

3. A megoldando feladatok ismertetése

Az itt ismertetett munkak harom f6 csoportra oszthatok:

1. Vizsgéltuk a baktériumok 4ltal kivaltott BR hatast egy késdbbi virusfertdzés lefolyasara.
Inkompatibilis dohany-dohany mozaik virus (TMV) kapcsolatban az esetleges HR-galtlast,
kompatiblis kapcsolatban pedig a BR virustiinetekre gyakorolt hatast vizsgaltuk. Mindkét
kapcsolat esetén kovettik a virus replikdcidjanak mértékét is. Ezeket a munkékat
kiegészitettiik bizonyos novényi védekezésben szerepet jatsz6 gének BR alatti
aktivitasvaltozasanak vizsgalataval.

2. A kutatocsoportunk altal korabban meghatarozott, BR soran megvaltozott aktivitast mutatd
fehérje-bontasban, illetve jelatvitelben szerepet jatszo gének transzkripcids valtozasait
kovettiik nyomon, kiegészitve funkcionalis vizsgalatokkal.

3. Modszereket dolgoztunk ki tovabbi funkcionalis genomikai vizsgalatok elvégzéséhez.
(Géncsendesitésre alkalmas konstrukcio készitése, novényi proteindz aktivitds mérése,

szovetfestési eljaras kallozkimutatashoz.)

4. Anyag és modszer

4.1. Felhasznalt novények

A kiilonboz6 kisérletekhez modell névényként Arabidopsis thaliandt és dohanyt (Nicotiana
tabacum L.) hasznaltunk a vizsgalatok targyatol fliggéen. A dohanyokat tiveghazban neveltiik. A
kisérletekhez altalaban a 1,5-2 honapos novények voltak alkalmasak. A N. tabacum L. 'Samsun’ nn
nem, mig a N. tabacum L. Xanthi' NN fajta hordozza a TMV rezisztenciaért felelés N-gént. Az
elébbit a kompatibilis, az utobbit az inkompatibilis TMV-névény kapcsolatok vizsgalatanal
hasznaltuk. Arabidopsis thaliana névények koziil egyarant hasznaltunk Col-0 Skotipust és ennek
olyan mutansait, amelyekbdl az A&ltalunk vizsgalni kivant tulajdonsagokért felelds gének

hianyoznak. A mutansok magvait a Nottingham Arabidopsis Stock Centre-bdl (NASC) rendeltiik.



4.2. Felhasznalt baktériumok

A BR kivaltasahoz Pseudomonas syringae pv. syringae hrcC mutans HR-t nem indukalo
baktériumot hasznaltunk. A baktériumokat 50 pg /ml kanamycinnel kiegészitett King's B taptalajon
(King és mtsai, 1954) tenyésztettiik 27 °C-on egy éjszakan at. A taptalajrél vett baktériumokat
vizben szuszpendaltuk. A baktériumszam 0,19-0,21-es OD értékre (kb. 108/ml) vald beallitasat
denzitométerrel végeztiik. A proteindzok hatdsanak 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 DH50 baktériumok felhasznalasaval allitottuk el6. Egyes géncsendesitéses
kisérleteknél a géncsendesitést gatlo un. HC-Pro silencing supressort hordoz6 Agrobacterium
tumefacienst hasznaltunk (Wydro és mitsai.; 2006). Lumineszcenciat mutatd lux-gént kifejezd
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (Fan és mtsai., 2008) baktériumokat hasznaltunk
Arabidopsis mutansokkal végzett kisérletekben, ahol a cél a baktériumszaporodas mértékének

meghatarozasa volt.

4.3. Felhasznalt virusok

A BR virusfert6zés lefolyasara gyakorolt hatasanak vizsgélata soran dohdny mozaik virust
fertéztilk a novényeket. A géndcsendesitéshez TMV-U2 torzset, ennek modositott szatellitvirusat,
STMV-t hasznaltunk.

4.4. A novények kezelésénél felhasznalt kémiai anyagok

A proteindzok a BR soran betoltott szerepének vizsgalatahoz az adott proteinaz bontd
hatasat gatld szert hasznaltunk. Hasonloan — mas kisérletsorozatok esetében — olyan anyagokat is
hasznaltunk, amelyek bizonyos jeldtviteli folyamatok kulcsmolekuldit gatoljak. Hogy
meggy0zddhessiink arrdl, hogy a vizsgdlataink eredményei milyen mértékben tudhaték be a
baktériumfertozésnek, illetve a fecskendezésbol adodd ozmotikus, illetve mechanikai stressznek,
ezekben a kisérletekben kontrollként a baktériumszuszpenzio 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 olddszer

megfeleleld higitadsat hasznaltuk.

4.5. Kezelések és mintavétel

A vizsgalatokhoz teljesen kifejlett leveleket hasznaltunk. Torekedtiink arra, hogy az egyes
kisérletekben a levelek nagyjabol azonos kortiak legyenek, azonos levélemeletrél (dohany) vagy a
télevélrozsa hasonlo fejlettségii leveleibdl (Arabidopsis) szarmazzanak. A mintakat két vagy tobb
azonos modon kezelt ndvény(i szovetrész)bdl keverve vettilk. Amennyiben a kisérlet lehetdvé tette
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(illetve megkovetelte), hogy egyazon levélen, a masodlagos levélerek altal hatarolt levéllemez-
részeken kiillonbozo kezeléseket is végrehajtsunk, ligyeltiink arra, hogy a kiilonboz6é kezeléseket
kiilonboz6 fejlettségli levéllemez-teriileteken végezziikk, majd az ezekbdl vett mintadkat még a
feldolgozas el6tt keverjilk. RNS-kivondshoz a mintavétel utdn a ndvényi részeket folyékony
nitrogénben villamfagyasztottuk, majd -70 °C-on taroltuk tovabbi feldolgozasig. A
klorofillkivonassal jard szovetfestési eljarashoz a ndvényi részeket levétel utan azonnal 70-96 %-0s

etanolba helyeztiik.

4.5.1. A névény befecskendezése (infiltracidja)

A novény 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 fecskendével
infiltraltuk.

4.5.2. Virusfertézések kivitelezése

A BR virusfertdzés lefolyasara gyakorolt hatasanak vizsgalatakor a fert6zéshez Nicotiana
tabacum L. 'Samsun' nn ndévényekrdl vett fiatal mozaikos leveleket hasznaltunk. A leveleket
mozsarban csapvizzel homogenizaltu, majd az igy nyert szuszpenzidt egyszerhasznélatos vinil-
kesztyliben kézzel vittiik fel a fertdzendd levelek felszinére. A finom dorzsolés hatasara letéredezd

ndvényi szOrdk utdn marado seb elegenddnek bizonyult a virus ndvénybe jutdsahoz.

Mivel a kompatibilis dohany-TMV kapcsolat esetén szamolni kell a virus névényen 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. A HR gatlas
vizsgélatanal (inkompatibilis novény-koérokozo kapcsolat) a levelek egyik felét vizzel, a masikat

baktériumszuszpenzidval kezeltiik eld, majd a teljes levélfeliiletet fertdztiik virussal.
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,
kerdmiamozsarban homogenizaltunk, majd kereskedelmi forgalomban kaphatd RNS-tisztito
termékkel (Total RNA Extraction Miniprem System — Viogen) vontuk ki beldle az RNS-t a gyarto
utasitasait kovetve. A folyamat soran DNéz-kezelést is alkalmaztunk (RNase-Free DNase Set,
Quiagen), hogy elkertiljiik az esetleges DNS szennyezés zavar6 hatasat a késobbi valos idejii PCR

vizsgalatokban. Mintanként 2,5 ug RNS felhasznalasaval RevertAid H Minus First Strand cDNS



Synthesis Kit (Fermentas) segitségével cDNS-t irtunk a gyartd utasitdsait kovetve. A vizsgalatok

jellegétdl fiiggden random hexamer primert, illetve oligo (dT) primert hasznaltunk az atirashoz.

4.6.2. Génkifejezddés vizsgalata valds idejii PCR-rel

A novényi mRNS-r6l késziitl cDNS-t valos idejii PCR vizsgalatnak (Opticon MJ Real Time
PCR) vetettiik ala. Egy PCR reakciohoz 15 pl reakcidelegyet hasznéltunk, amely 2,5 ul tizszeresre
higitott cDNS-bd6l, 1,5-1,5 ul inditdszekvenciabol (3 uM), 2ul vizbdl és 7,5 ul reakcidomixbdl (1Q
SYBR Green 2x Supermix; Biorad) kevertink. A kapott adatokat a dohanyban konstitutivan
kifejez6dd aktin gén kifejezddési szintjére normalizaltuk. Az igy meghatarozott génkifejezddési

értekeket a kezeletlen novényekbdl (kontroll) szarmazé eredményekhez viszonyitottuk.

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 rdzatas kdzben
jégen inkubaltuk, majd két percig 13 000 percenkénti fordulaton centrifugaltuk. 25 pl feliiliszobol,
24,75 ul pufferbdl és 0,25 pl protedz szubsztratbol egy méréshez sziikséges reakcidomennyiséget
pipettaztunk Ossze egy 96-0s real time PCR lemez egy-egy zsebébe. Negativ kontrollként a
reakcioelegybdl a novényi mintat kihagytuk, helyette pufferrel egészitettiik ki 50 pl-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 ¢cDNS cimkézést, a hibridizaciot és az adatok normalizalasat a
TIGR Potato Functional Genomics Project végezte a mintegy 12 000 burgonya gént tartalmazo
TIGR Potato 10K cDNA Array felhasznalasaval.l A burgonya chip felhasznaldsat a dohany ¢és a
burgonya kozotti nagyfoka genetikai hasonlosag tette lehetévé. A TIGR altal normalizalt adatokbol
az ismétléseknél fellépd eltérd génkifejezddési szintek rangsoranak mértani kdzepén alapuld Un.
termék rangsor-analizissel (rank product analysis; Breitling és mtsai., 2004) valasztottuk ki azokat a
géneket, amelyek miikodését a kezelések szignifikansan serkentették vagy visszavetették. Azokat a
géneket tekintettiik megvaltozott aktivitasinak, amelyekben a valtozas mértéke meghaladt az 5%-

os, véletlenszerii permutaciobol is el6alld hibahatart.

! Az alkalmazott protokoll a http://www.jcvi.org/potato/sol_ma_protocols.shtml oldalon talalhaté.
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4.7. Kalléozkimutatas

4.7.1. Kall6zfelhalmozddas meghatarozasa szovetfestéssel
A sejtfalakba ¢épiild kall6z kimutatasdhoz anilin-kéket hasznaltunk (Currier, 1957), amelyet

150 mM koncentracioju pH 9,5 kémhatasu Ko,HPO, pufferben vettiink fel 0,1%-0s koncentracioban.
A forrasban 1év0 etanollal szintelenitett A. thaliana leveleket 1,5 ml Grmértékii 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. A kiilonb6zd kezelésekben részesitett

novényekbdl készitett preparatumokon a fluoreszcencia mértékét, a kallozbeépiilési gocok szamat,
méretét, elhelyezkedését az igy késziilt fényképeken szabad szemmel vizsgaltuk. A megfigyeléseket
egy oOtfokozati skalan osztdlyoztuk (erds csokkenés, enyhe csokkenés, valtozatlan, enyhe
novekedés, erdés novekedés). Kontrollnak a vizzel, illetve csak inhibitorral kezelt mintakat

tekintettik.

4.8. Proteinaz-aktivitas mérése dohanyban

A proteinaz-aktivitds méréséhez a SensoLyteTM Red Protease Assay gyari készletet
(AnaSpec Co., San Jose, CA, USA) hasznéltuk. A vizsgadlatokhoz a gyartdo altal megadott
osszetételll puffereket készitettiik el. A valds idejli PCR vizsgalatokndl is hasznalt berendezéssel
végeztiik a proteinaz-aktivitas méréseket, dtpercenkénti leolvaséssal, Aexcitacios = 546 NM €S Aemisszios

=575 nm egy 6ran keresztiil.

4.9. A géncsendesitéshez kapcsolddo anyagok és modszerek

Szatellitvirussal kivaltott géncsendesitési rendszert (SVISS - satellite virus-induced
silencing system; Gosselé és mtsai., 2002) hasznaltunk. A felhasznalt szatellitvirus (STMV) a
dohanymozaik virus U2 torzse (TMV-U2) volt. Az STMV-t tartalmazé pVE349 plazmidba olyan
szekvenciadkat tudunk elhelyezni Pstl és Notl hasité enzimek segitségével, amelyek az altalunk
vizsgalni kivant gének csendesitését eredményezik. A restrikcios emésztést az endonukledzokat és a
hozzajuk tartoz6 puffereket gyartd cég (Fermentas) utasitasainak megfelelden végeztik. Ezt

kovetden a ligalas T4 DNS ligazzal tortént egész €jszaka 4 °C homérsékleten. Az in vitro

4.9.1. Plazmidtisztitas
Egy ¢jszakan at folyamatosan forgatott, 37 °C-on folyékony LB taptalajon felszaporitott E.

coli baktériumokbol a kivant plazmidot Miniprep Express'™ (Biol01, Vista, CA, USA) készlet

segitéségével tisztitottuk a gyartd utasitasainak megfelelden.
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4.10. Dohanyban a BR soran aktivitast mutato gének ortoldgjainak keresése

Arabidopsisban
Dohanyban aktivitdst mutatdé — fehérjebontasért és jelatvitelért felelés — géneket

Arabidopsisban is kerestiik. A munka soran a SeqMan (LaserGene) programot, a Genevestigator
(Zimmermann és mtsai., 2004) adatbazist és a SALK intézet honlapjan elérhet6

(http://signal.salk.edu/cqgi-bin/tdnaexpress) géntérképezé alkalmazast hasznaltuk fel.

4.11. A pVE349 plazmid bazissorrendjének meghatarozasa
A pVE349 kddjelt plazmid bazissorrendjét a plazmid vektor szabadalmi leirasa (Metzlaff

¢s mtsai., 2003) és Gosselé és mtsai. (2002) cikke alapjan rekonstrualtuk in silico a SeqBuilder
7.0.0 program segitségével (DNASTAR, Madison, USA).

4.12. Statisztikai mddszerek
Az ismételt kvantitativ vizsgalatok eredményeit atlagoltuk és ezeket fliggetlen mintas

(heteroszcedasztikus) t-probaval Osszehasonlitottuk. A konfidencia intervallumot p>90%-ban
hataroztuk meg. Az adatokat — a szdérasok feltiintetésével — a hatékony megjelenités szempontjabol

legalkalmasabb diagramtipusokon abrazoltuk.

5. Eredmények

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

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

A baktériumfert6zés utan mind a hat, mind a huszonnégy o6raval dohany mozaik virussal
(TMV) feliilfert6zott névényeken csak kisebb mértékli mozaikosodas volt megfigyelheté a vizzel
elékezelt, illetve a kezeletleniil hagyott kontrollndvényekhez képest (dbran nem jeldlve). Ebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a vizzel vald injektalasnak is van hatédsa a tlinetek kialakuldsara, még ha az

kisebb mértéki is a baktériumfertdzés esetén tapasztaltnal.

5.1.2. A virusreplikacié gatlasanak vizsgalata (kompatibilis dohany-TMV kapcsolat)
A dohanyndvények inokulalt leveleiben a baktérium altal kivaltott BR hatasara a TMV RNS

kifejez6dési szintje a virusfertdzést fertézést kovetd masodik napon jelentds emelkedést mutatott,
majd a harmadik napon erdteljesen csokkent a fertdzést hat oraval (2. dbra), illetve 24 6rdval (dbran

nem jelolve) az el6kezelések utan elszenvedd ndvényekben.
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TMV RNS mennyiségének valtozasa
(6 oras feliilfert6zés)
. 100000
E 2 1000
€z
£ 8
§ % 10
& 2 0,1
25
€8 0001
[T 4 Py . sz P .
£ ;& A TMV fert6zés utdan eltelt 6rak szama (hpi)
g (=
‘E 5 BTMV mviz+TMV  ® hrcC+ TMV

2. abra. A TMV mennyiségének valtozasa Samsun nn ndévény inokulalt leveleiben az id6 fliggvényében kontroll (csak
TMV kezelés), vizzel el6kezelt [Viz + TMV] és P. syringae hrcC HR-negativ baktériummal el6kezelt [hrcC + TMV]
ndvényben. A virusos feliilfertdzések hat draval kovették a baktériumos eldfert6zést. Az ordinata a virusfertozéstol eltelt
1d6t jeloli, az abszcissza pedig a virus, valos idejit PCR moédszerrel meghatarozott RNS kifejezddési szintjét, logaritmus
skalan.

5.1.3. A virus okozta HR gatlasanak vizsgalata (inkompatibilis dohany-TMV kapcsolat)

Azoknal a novényeknél, ahol az eldkezelésektdl 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 szembedtld volt. Nem csak a 1éziok szdma, de azok mérete is jelentdsen eltért az
egyes kezeléseknél. Az eldkezelések utan egy nappal feliilfertézott novények esetében szintén
erdteljes HR-gatlas mutatkozott, amely azonban nem csak a baktériummal, hanem a vizzel el6kezelt
levélfeleken is markdnsan megmutatkozott. A nekrozisok mindkét eldkezelés hatasara 1 mm

koriiliek voltak (3. ébra).

[ S

3. abra. A baktériumok altal kivaltott BR HR-gatl6 hatasanak 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 jelit vizzel,
a C jeliit pedig P. syringae pv. syringae hrcC baktériumszuszpenzioval fecskendeztiik be hat 6raval a TMV fertézés
elétt. Az abran bemutatott levelekhez hasonld megjelenés volt megfigyelhetd a kisérletbe vont tobbi ndvényen is.
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5.1.4. A virusreplikacio gatlasanak vizsgalata (inkompatibilis dohany-TMV kapcsolat)
A virusreplikacié gatlasanak vizsgalatdhoz az eldkezelésket kovetden hat oraval fertdztiik

feliil a novényeket TMV-vel. Az eredményeket bemutatd 4. abran megfigyelhetd, hogy a virus RNS
mennyisége a novényben mindhdrom kezeléstipus esetén folyamatosan emelkedik, azonban az
emelkedés mértéke eltéré. A kontroll (csak TMV-vel fert6zott) novényhez képest a baktériummal
elékezelt novényekben kisebb mértékii a virusszint novekedése. A vizzel elokezelt mintdkban is

megfigyelheté ugyanakkor a virusreplikacio kisebb mértékii gatlasa.

A TMV RNS mennyiségének valtozasa

10000

1000

100

10

24 éra 36 6ra 72 6ra

T

0,1
A TMV fert6zés utan eltelt 6rak szama

A virus mennyisége a dohany aktin gén
kifejez6déséhez viszonyitva

ETMV mviz+TMV hrcC + TMV

4. abra. A TMV mennyiségének valtozasa Xanthi NN ndvényben az id6 fliggvényében kontroll (csak TMV kezelés)
[TMV], vizzel elékezelt [viz + TMV] és P. syringae hrcC HR-negativ baktériummal el6kezelt [hrcC + TMV]
névényben. 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 mintdkbol bizonyos ndvényi

védekezésben szerepet jatszo gének aktivitasanak valtozasat is vizsgaltuk. Azt tapasztaltuk, hogy
ezek koziil két antioxidans szerepet betoltd gén (katalaz és dehidro-aszkorbat reduktaz) kifejezddési
szintje is a fertézést kovetd 48. oraban jelentdsen megemelkedik a hrcC baktériummal el6kezelt
mintakban. Ez az emelkedés azonban nem tartds, a 72. 6raban mar ennek az értéknek kozel a felére

esik vissza. (5. abra).
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5. abra. Katalaz (NtCAT) és dehidroaszkorbat-reduktaz (NtDHAR) dohanygén transzkripcidjanak valtozasa Xanthi NN
névényben az id6 fliggvényében a kontroll (csak TMV kezelés [TMV]; vizzel el6kezelt [viz+TMV] és P. syringae hrcC
HR-negativ baktériummal el6kezelt [hrcC+TMV] novényben. Az ordinata a virusfertézéstol eltelt idot jeldli, az
abszcissza pedig a gén transzkripcidjanak mértékét jeloli a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva. Az abra két fliggetlen,
hasonld eredményt mutato kisérlet reprezentativ eredményét mutatja be.

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 munkéiban nagy szdmban azonositott olyan géneket, amelyek a
BR soran aktivalédnak dohanyndvényben. Ezek kozott szamos olyan szerepelt, amelyek a sejten
beliili jelatviteli folyamatokban vesznek részt (pl. MAP-kinazok, foszfatazok, receptor-jellegii
kinazok, Ca2+-jelétvitelben szerepet jatszd fehérjék, hormonszintézis-gének). A 6. dbran néhany
jellemzd génaktivitas valtozast mutatunk be.

A MAP3K kinaz jellemzéen a korai id6pontban (6hpi) mutatott nagyobb aktivitist a
kontrollhoz képest. Valosziniileg a védekezés beinditasaban jatszhat szerepet. Mas gének — igy a
MAP-kinaz vagy a receptor-szerl protein kinaz génjei — a késébbi idépontokban (pl. MAP-kinaz:
24 ¢s 72 hpi; receptor-szerli protein kinaz: 48 hpi) mutattak a kontroll vizzel kezelt levélszovethez

képest nagyobb aktivitdst a BR alatt. Olyan géneket is talaltunk, amelyekben épp a baktériumos
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fertézés hatasara csokkent a transzkricpio a vizes kezelésen atesett mintaban mérthez képest (pl.

annexin-szeru fehérje: 24 hpi).

MAP3K-szer(i protein-kinaz gén MAP-kindz gén
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6. abra. Kiilonb6z6, BR-hez kothetd jelatvitelben részt vevd gén kifejez6dési szintjei P. syringae pv. syringae hrcC
(piros vonal), illetve vizzel (kék vonal) infiltralt névényekben mérve a fertézést6l eltelt orak (hpi — hours post
inoculation) fiiggvényében. A fiiggbleges tengelyen relativ génkifejez8dési szinteket mutatnak: a viszonyitéasi alapot
egyrészt a ndvényi aktin gén, masrészt pedig a kezeletlen kontrollngvényekben mért génkifejez6dési szint adja.

5.2.2. Jelatvitel-gatlok hatasa a génkifejez6dések valtozasara a BR alatt
Vizsgalataink sordn a dohanynovények kezelését a fentiekben leirt baktériumszuszpenzio €s

a vizes injektalas mellett olyan gatloszerekkel is kombinaltuk, amelyek a munkank szempontjabol
fontosabb jelatviteli Gitvonalak egyes elemeit képesek blokkolni, igy a kalcium-bedramlast (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. Ezen kezelések tizenhat BR marker gén aktivitasanak valtozasara gyakorolt
hatéasat vizsgaltuk. Azokat a fert6zés utani idépontokat, amelyekben az adott gén aktivitasa eltérést
mutatott a tiszta, illetve az inhibitorral is kiegészitett baktériumszuszpenzioval vald kezelés kozott
egy matrixba rendeztiik (1. tablazat). Megallapithaté volt, hogy egyes folyamatok Kifejezetten a
fertdzést kovetd korai idopontokban befolyasoltdk az egyes gének aktivitasat (pl. a foszfolipaz-A2 a

MAP-kinaz, a MAP3K, az annexin-szerli és a PTS-fehérjét), mig mésok inkabb a késdbbi mérési
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id6épontokban (pl. foszfolipaz-C gatldsanak hatasa a MAP-kinéazra és a receptor-szerii kindzra). Volt
azonban olyan kapcsolat is, amely a vizsgalt iddpontokban mindeniitt eltérést mutatott (foszfolipaz-

A2 gatlasanak hatasa a hosokk transzkripcios faktor génkifejezddési szintjére).

1. tablazat. A bal sz¢élsé oszlopban talalhaté gének aktivitdsara a tablazatban jelzett idépontokban hatassal volt a
fejlécben felsorolt jelatviteli folyamatok gatlasa. Az iiresen hagyott mezdkben az adott génnél az adott kezelés hatasara
egyik kezelés utani vizsgalt id6pontban sem volt eltérés a csak baktériummal, illetve a baktérium és a gatloszer
kombinacidjaval végzett kezelés hatasa kozott. (A fertdzéstol eltelt idd draban értendd, a n.a. jeldlésii mintaknal nincs
adat.)

K6’1IC|um,- 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
o 6 24 6-24
PTS-fehérje 3-6
Annexin-szerii 1
fehére 6 3 6-12 /5-6 6 3-12
SPL 12
Hésok-fehérje n.a. 15-48 n.a.
Fahéjsav-4- _
hidroxiliz n.a. 3-6 6 n.a.
Epoxid- .
hidroldz n.a. 3-6 48 12 n.a. 3-12; 48
?rto'me“," n.a. 3-6 3-6 n.a.
ranszferaz
oein-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.
;Jb',k‘.““”'k"t" n.a. n.a. n.a. 3 n.a. n.a.
ehérje
proteoszoma 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 idépontokban (12 6raig) volt hatasa. Kivétel ez alol a
glicin-gazdag fehérje génje, mely még a fert6zést kovetd 48. oraban is aktivitasbeli eltérést mutatott
a gatloszerrel kiegészitett mintdkban a BR-hez képest. Ezzel szemben a foszfolipaz-C gatlasa, ugy
tlinik, a kiilonb6z6 BR-génekre kiilonb6zd iddpontokban volt hatéssal: a fertdzést kdvetd 6. ordban
gatolta a glutation-S-transzferaz, a 24. draban a glicin-gazdag fehérje, és a 48. draban 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
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.
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Ugyanakkor az infiltraciot kovetd 24. oraban a génaktivitas szintje mindkét minta esetében kozel

azonos Volt.

5.2.3.Jelatvitelgatlok génkifejez6désre gyakorolt hatasanak vizsgalatai microarray médszerrel
A fertézést kovetd hatodik orabol vett mintdkban nagyszamu gént vizsgaltunk cDNS

microarray moddszerrel. 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 szignifikdnsan valtoztattak
kifejez6dési szintjiiket (Szatmari A. és Bozsé Z. nem publikalt adatai). A vizsgalatokban négy
kiilonb6z6 jelatviteli-, illetve egy fehérjelebontast és kozvetve a szignal folyamatokat gatld
vegyiiletet hasznaltunk (LaCl3 — kalcium-ion bearamlas; arisztolochiasav — foszfolipaz-A;

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

Az 547 BR-hez kothetd gén 18%-arol (99) allapitottuk meg, hogy a fert6zést kovetd hatodik
ordban a jelatvitel-gatlok befolyasoljak a miikodését. Az 2. tablazatban vetettiik Gssze két-két
kezelés hatasat kiilonbozo gének aktivitasavaltozdsanak iranyara. Az aktivitdsvaltozasok irdnya
tobbnyire azonos volt a kiillonb6zd kezelések hatasara. A legtobb azonos iranyba aktivalodo gént a
protein kindzok, illetve a foszfolipaz-A2 gatlasdnak Osszevetésekor taldltunk (28 gén). A
foszfolipaz-C ¢és a proteoszomak gatldsakor szintén nagy szamu (17) gén véltoztatta meg

aktivitdsanak irdnyat ugyanolyan irdnyban.

2. tablazat. A BR soran megvaltozott aktivitast mutatd gének atirddas-valtozasainak iranya jelatvitelgatlok hatasara a
microarray eredmények alapjan. Két-két kiilonb6zo folyamat gatlasanak hatdsara azonos iranyba valtozo aktivitast
mutatd gének szamai pirossal, az ellentétes iranyuak z6lddel vannak jeldlve.

K‘?IC'um,_ Foszfolipaz-C | Foszfolipaz-A2 Prf) t?m Proteoszoma
bearamlas kinaz
Kalcium-
bearamlas >
Foszfolipaz-C 0 §
)
Foszfolipaz-A2 0 0 o
H
Protein kinaz 2 2 0 g,
<
Proteoszoma 0 0 1 5
Ellentétes irany

5.2.4. Proteinaz-gének aktivitasanak valtozasa a BR alatt
A jelatvitelben szerepet jatszo gének vizsgalatdhoz hasonldéan tanulmanyoztuk a protein

lebontasban szerepet jatszokat. A harom bemutatésra kivalasztott gén koziil egy cisztein-proteinaz,
valamint egy proteoszoma d&-alegység génje a fertdzést kovetd 12., mig egy ubikvitin-kotd fehérje
génje a kezeléseket kovetd 3. ordban mutatott eltérést a BR-t kivaltd baktériumszuszpenzidval,
illetve a vizzel infiltralt mintak k6zott.
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Legmarkansabb kiilonbséget a vizes kontroll és a baktériummal infiltralt n6vényi mintdkban
mért értékek kozott a cisztein-proteinaz esetében kaptunk. Ez a cisztein proteindaz késéi szerepét
jelzi a BR alatt. Olyan géneket is sikeriilt azonositani, amelyek — legalabbis bizonyos korai
id6épontokban — csokkent aktivitast mutattak a BR alatt a vizes kontrollhoz viszonyitva. Ilyen volt
példaul egy ugyanazon lebontasi mechanizmus, kiilonb6zd pontjaiban szerepld ubikvitin-kotd

fehérje, valamint egy proteoszéma alegység-gén is (7. abra).

cisztein-proteinaz gén ubikvitin-koto fehérje gén
_ 14 . 35
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proteoszoma 6-alegység gén
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7. abra. Néhany gén kifejez6dési szintjei P. syringae pv. syringae hrcC (piros vonal), illetve vizzel (kék vonal) infiltralt
novényekben mérve a fert6zéstél eltelt orak (hpi — hours post inoculation) fiiggvényében. A fliggéleges tengelyen
relativ génkifejez6dési szinteket mutatnak: a viszonyitasi alapot egyrészt a ndvényi aktin gén, masrészt pedig a
kezeletlen kontrollnévényekben mért génkifejezddési 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

szuszpenziojaval egyiitt valamely proteinaz gatloszerét is a novénybe fecskendeztiik. A kezeléseket
kovetd hatodik oOrdban vett feldolgozott mintdkban valds idejii PCR segitségével mértiik a
génkifejez6dés valtozasat. A vizsgalatba bevont legtobb gén esetében azt tapasztaltuk, hogy
kifejez6dési szintjeik tobbnyire magasabbak voltak a BR korai szakaszaban a legtobb gatloszerrel
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valo kezelés hatasara, mint azok alkalmazéasa nélkiil. Kiilondsen igaz volt ez az Osszefiiggés a

cisztein- és szerin-proteazgatlok hasznalata esetén.

A vizsgalt 14 gén aktivitdsvaltozdsat vizsgalva kiilonbozd irdanyu valtozdsok voltak

megfigyelhetbek az inhibitorok hatasara. Példaul az orto-metil-transzferaz esetén a
metalloproteindz-gatld fenantrolin 6nmagéaban nem okozott eltérést a gén kifejezddésében a vizes
kontrollhoz képest, ugyanakkor a hrcC szuszpenziot kiegészitve jelentGsen csokkentette az
expressziot. Ugyanakkor ez a gatlészer az annexin szerii fehérje génjét Onmagdban ndvénybe
fecskendezve serkentette, baktériumszuszpenzidval egyiitt azonban nem eredményezett szamottevd
valtozast. A cisztein proteindzokat gatld cink-kloridnak mindkét kezeléskombinacidoban hatésa volt
az OMT gén aktivitasara, mig az annexin-szeri fehérje génkifejezodését csak kevéssé érintette (8.

abra)

orto-metil-transzferaz gén annexin-szer(i fehérje gén
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8. abra. A BR korai szakaszaban (fertézést kovetd 6. ora) két, a védekezésben kulcsszerepet jatszo gén aktivitasanak
alakulasa kiilonboz6 proteazgatlok hatasara. A vizsgalt gének kifejezddési szintjét a dohanyban konstitutivan kifejez6dé
aktin génkifejezddési szintjéhez viszonyitva abrazoltuk (fliggdleges tengely). Az egyes gatloszereket a vizszintes
tengelyen tiintettiik fel (fenantrolin: metalloproteindz, pepsatinA: asparaginsav-proteinaz, leupeptin: cisztein— és szerin-
proteinaz, bestatin: aminopeptidaz, E-64d és cink-Klorid: cisztein-proteinaz, AEBSF: szerin-proteinaz). A kontroll
mintak értékei fekete, a csak inhibitorral kezelteké z6ld, az inhibitor-hrcC mutans keverékkel kezelteké piros szinnel
kertiltek jelolésre. A masodlagos fiiggéleges tengelyen a t-probak szignifikancia szintjeinek értékei lathatéak (az
inhibitoros kezeléseket a vizes kontrollal, az inhibitor + hrcC kezeléskombinaciot a hrcC kontrollal vetettiik Gssze). A
konnyebb attekinthetdség érdekében az abran a szérasok nem szerepelnek. Ezek értéke 8-15% ko6zott mozgott.

5.2.6. Sejtfali kallozbeépiilés valtozasa a proteinazgaltok alkalmazasanak hatasara
Arabidopsisban
Arabidopsis novényekben hrcC baktériumszuszpenzioval BR-t valtottunk ki, majd a

fert6zést kovetd 24., illetve 48. ordban anilin-kékel megfestettiik a sejtfalba épiilé kallozt. A
kiilonb6zd proteinazgatlok hatasat onmagukban a vizzel, baktériumszuszpenzio kiegészitéseként
pedig a baktériummal infiltralt levelekben megfigyeltekhez viszonyitottuk. Azt vizsgaltuk, mely
kezelések hatdsara, milyen irAnyban valtozik a kalloz beépiilésének mértéke. Osszességében
megallapithatd, hogy ahol valtozas volt a kontrollokhoz képest, az inhibitorok 6nmagukbani
hasznalata a kall6zbeépiilés fokozddasat, az inhibitorral kiegészitett baktériumszuszpneziods kezelés

pedig a kallozgdocok szamanak csokkenését eredményezte (3. tablazat).
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3. tablazat. A kallozbeépiilés alakulasa kiilonb6z6 proteinazgatlok hatasara 24, illetve 48 oraval a kezelést kovetden. A
csak gatloszerrel kezelt ndvények szdmara a kontrollt a vizzel infiltralt, a baktérium-gatléoszer 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 jelentsen kevesebb kalloz épiilt
be a sejtfalba. (Magyarazatot lasd a szovegben.)

Mintavétel a kezelés utan Mintavétel a kezelés utan
24 oraval 48 oraval
Inhibitor Baktérium + Inhibitor Inhibitor Baktérium + Inhibitor
Pepstatin
Bestatin
E-64d enyhén nétt
AEBSF enyhén nétt
Cink-klorid
TPCK enyhén nétt
E-64 enyhén nétt
Jodo-acet-amid ’———
NEM ‘
Aprotinin ‘
PMSF ‘

5.3. Az egyes gének funkcionalis vizsgalatahoz sziikséges modszerek
kidolgozasa
5.3.1. Proteinaz-aktivitas mérése

Céljaink kozt szerepelt, hogy a proteindzgatlok BR-génekre gyakorolt hatdsainak vizsgélata
mellett a novényekben aktivan miikodd egyes proteinazok aktivitasat is mérjiik az &ltaldnos
védekezés ideje alatt. Ehhez allati és human proteinaz-aktivitds méréshez alkalmazott készletet?
szerettlink volna a sajat kisérleti koriilményeinkhez alkalmazkodva hasznalni. A kiilonb6zo
proteinaz-aktivitasok dinamikajanak méréséhez N. tabacum ’Samsun’ ndvényeket vizzel,
kompatibilis gazda-kérokozo kapcsolat kialakitasara képes P. syringae pv. tabaci
baktériumszuszpenzidval, ugyanezen baktérium hdvel elolt sejtjeibdl, illetve P. syringae pv.

syringae hrcC-bdl késziilt szuszpenzidval infiltraltunk. Kontrollként egyes névényeket kezeletleniil

2 SensoLyte™ Red Protease Assay Kitet (AnaSpec Co., San Jose, CA, USA)
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hagytunk. A gyarto altal papain proteinaz méréséhez javasolt puffer hasznalataval kaptuk az elsé

eredményeket.

A vizsgalt proteinaz aktivitdsanak dinamikéja a kezeléseket kovetd idészakban hasonlo. A
fert6zést kovetd 3., illetve 48. oOrdban igen magas a tobbi id6ponthoz viszonyitva. A
betegségtiinetek kialakitasara alkalmas P. syringae pv. tabaci fertézés utan 12 éraval a proteinaz
aktivitds mértéke szamottevéen lecsokken a tobbi kezelés hatasahoz képest, holott a leveleken
tiineteket csak par oraval késobb lehet megfigyelni. A legnagyobb kiilonbségeket a vizzel kezelt,
illetve a baktériumszuszpenziokkal infiltralt levelekben mért proteinaz-aktivitas értékei kozott a

masodik napon mértiink (9. abra).

Feltételezett papain-szerii proteinaz
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9. abra. Papainnal azonos pH optimummal rendelkezé proteinazok aktivitasi dinamikdja dohanyban kiilonb6z6
kezelések hatasara a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva, egységnyi levéltomegre vonatkoztatva. A vizszintes tengelyen
a fert6zEst6l eltelt orak szama lathatd, a fliggblegesen pedig a proteinaz aktivitassal aranyos relativ fluoreszcencia
értékek. A kezelések leirasat lasd fentebb a szovegben. Az egyes értékek harom minta atlagat jeldlik. A kdnnyebb
attekinthet6ség érdekében a szorasbol szarmazo hibahatarok nincsenek feltiintetve (0,01 és 0,09 kdzé tehetdk).

5.3.2. Arabidopsis modell alkalmazasa funkcionalis genomikai vizsgalatokhoz
Ko6zel nyolcvan (78 db), bizonyos proteinazokra nézve T-DNS mutans Arabidopsis novény

magjat rendeltiink a Nottinghami Arabidopsis Torzsgyljteménybdl a majd ezeket elvetve és ebbdl a
novényeket felnevelve baktériumfertdzésre teszteltik Oket Pseudomonas syringae pv. tomato
DC3000 torzzsel, amely egy lumineszkaldo (Gn. lux) gént hordoz (Fan és mtsai., 2008). A
lumineszcencia valtozasabol igy aranyosan tudtunk a baktériumszam valtozasanak mértékére
kovetkeztetni. Ez alapjan ki tudtunk valasztani néhany olyan mutans novényt, amelyben a
baktérium kivaltotta lumineszcencia az ismétlésekben nagyobb valdsziniiséggel mutatott magasabb
vagy alacsonyabb értéket a kontroll névényekhez képest. Ezeket részletesebb baktériumszaporodasi

kisérleteknek vetettiik ala.
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Az 10. adbran 50-es szammal jelolt (karboxipeptiddz, At1g73270) és a 76-os (szubtilaz,
AT4G10540) mutans novényben szignifikans baktériumszam kiilonbséget tudtunk kimutatni a vad

tipust névényhez képest a fertézést kovetd harmadik napon.
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10. abra. A Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 kompatibilis baktérium sejtszaima vad (Col-0) és protein
lebontasban részt vevé mutans (43, 50, 55, 62, 76) Arabidopsis novényekben. A baktériumokat 10° sejt/ml
koncentracidban injektaltuk a levelekbe, majd a 3. napon levélkorongokat vagtunk ki majd higitasos és tenyésztéses
modszerrel meghataroztuk a szovetben 1év6 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 hasSonlo
eredménnyel.

5.3.3. Agrobacterium vektor konstrukcio létrehozasa az STMV szatellit virus atmeneti
expresszidjahoz névényi szovetben
Az el6z6 pontban ismeretett, Arabidopsisokra alkalmazhaté6 modszer mutansok hianyaban,

dohany esetében csak nehezen lenne megvalésithatd. Eppen ezért itt virus altal kivaltott
géncsendesités (VIGS — viral induced gene silencing) modszerét szerettiik volna bevezetni. Ehhez a
Gosselé és mtsai. (2002) altal kidolgozott, tin. SVISS-t (satellite virus induced silencing system;

szatellit virussal kivaltott géncsendesitési rendszert) illesztettiik a sajat vizsgalatainkra.

A fertézéshez sziikséges STMV szatellit virus RNS-t in vitro transzkripcioval allitottuk eld,
ami egyrészt koltséges, masrészt a termelt RNS sériilékeny €s nehezen kezelhetd. Ezeket a
hatranyokat kikiiszobolend6 a szatellit virust (az tires, és a levelek fehéredését okozo PDS (fitoén-
deszaturaz) génszakaszt hordozd valtozatot) egy Agrobacterium binaris vektorba épitettiik (11.
abra). A virust kodolo DNS szakaszt igy az Agrobacterium segitségével a névénybe juttattuk, ahol a

binaris vektorrol irodott at a virus RNS-e.
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11. abra. Az STMV-t kddol6 génszakasz beépitése pORE E4 binaris Agrobacterium plazmidba (részletek a
szovegben). RB: a T-DNS jobb oldali hatdra, LB: a T-DNS bal oldali hatara, MCS: sok kloénozé hely, pPENTCUP2:
névényi prométer, T NOS: terminator, szelekcios marker: novényi szelekcids marker kanamicin, Baktérium szelekcios
marker: kanamicin.

A fertézés utan harom héttel a fiatalabb Samsun ndvényeken az ér mentén a PDS géndarab

altal kivaltott fehéredést tapasztaltuk (12. abra).

12. abra. N. tabacum cv. ,,Samsun” nn ndvény tiveghdzban, erés napfénysugarzas mellett a fitoén-deszaturaz gén
csendesitése utan harom héttel. A csendesitéshez hasznalt konstrukcio leirasat lasd a szovegben.

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-névény kapcsolat esetén, valamint
csokkenteni a HR nekrozisok szamat inkompatibilis kapcsolatnal. A BR szintén gatlo
hatassal van a TMV replikéciojanak mértékére.

2. Hidrogén-peroxidot ellensulyozé antioxidans gének indukélodnak a BR  késéi
stadiumaban (48 hpi) TMV feliilfert6zés esetén, ami hozzajarulhat a virus hatdsara

kialakul6 1ézidk visszaszoritdsahoz.
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Tobb, kutatdcsoportunk altal kordbban azonositott, elsésorban jelatviteli folyamatokhoz,
illetve fehérjeanyagcseréhez kapcsolhatdé BR-gén transzkripcids aktivitdsanak iddébeli
valtozasat sikeriilt nyomon koventiink. igy megéllapithaté, hogy a BR ideje alatt melyik
gén termékei mely idészakaszokhoz kothetok.

Hat kiilonb6zo jelatviteli utat gatolva megallapitottuk, hogy a foszfolipaz-A2 és -D
utvonal gatlasa jellemzden korai valtozasokat eredményezett az altalunk vizsgalt 16 BR
markergén transzkripcidés mintdzataban, a foszfolipaz-C gatlasa ugyanakkor inkabb kései
génexpresszios eltérésekhez vezetett.

Hét kiilonféle hatasu proteinazgatld vegyiilet segitségével kimutattuk, hogy a fehérjék
lebontasdban részt vevo faktorok jellemzden negativ regulatorai a BR sordan dohanyban
fellépd korai transzkripcids valtozadsoknak. Hasonld kisérletben tizenkét proteinaz
inhibitor felhasznalasaval megallapitottuk ugyanakkor, hogy a proteinlebontasban
érintett faktorok serkentik az Arabidopsis levelek BR soran bekovetkezd késébbi
kall6zbeépiilését.

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

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

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

. A SVISS-t (satellite virus-induced silencing system; szatellitvirus indukalta
géncsendesités rendszere) alapul véve 1 TMV szatellit virus (STMV) expresszios- és

csendesitd konstrukciokat fejlesztettiink ki funkcionalis genomiakai vizsgélatok céljara.

6. Kovetkeztetések és javaslatok

6.1. A baktériumok altal kivaltott altalanos rezisztencia virusfert6zés lefolyasara
gyakorolt hatasa
Kisérleteink azt mutattdk, hogy az altalunk hasznalt altalanos védekezést kialakito, de HR-t

nem okozd baktériummal el6kezelt levelekben a virus altal kivaltott tiinetek mérsékldodtek

(kompatibilis kapcsolat), illetve a virus okozta hiperszenzitiv véalaszként megjelend nekrozisok

szama is csokkent. Emellett azt is megallapitottuk, hogy a virus RNS mennyisége, azaz a virus

replikacioja is mérsékeltebb volt a baktériummal eldkezelt szovetekben.
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Ennek hatterében az éllhat, hogy a kiilonb6z6 tipusu (baktérium, gomba, virus) kérokozokra
adott védekezési reakciok kozott is sok hasonlosag van — sét, az abiotikus és biotikus stresszekre
adott valaszok is tartalmaznak atfedéseket. Erre j6 példa a sebzésre mint mechanikus stresszre adott
novényi valasz, amely részben megegyezik a patogénekre adott reakciokkal (Cheong, 2002). A
védekezési reakciok efajta atfedése miatt lehetséges, hogy a baktérium a virus elleni védekezési
folyamatokat is aktivalja. Ennek lehet az a magyarazata, hogy a névények esetében még nem
fejlodott 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 maés faktorok érvényesiilésére (pl. a sebzés a korokozok
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 vizsgalatok is azt mutatjdk, hogy az éltalanos védekezési folyamatok korai,

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

Azt, hogy a baktérium indukalta BR milyen mddon gatolja a virust és az altala kivaltott
tiineteket csak feltételezni tudjuk. Ez torténhet a virusreplikacidé vagy a virusterjedés
akadalyozasaval. A virusmennyiség gatlasa végbemehet pl. a virus replikéacid akadalyozasanak vagy
a virus RNS lebontasanak segitségével. Ennek eszkoze lehet a virusok elleni védekezésben fontos
szerepet jatszO géncsendesités ,.silencing” jelensége (Waterhouse ¢és mitsai., 1999). A virus
terjedésének gatlasdban nagy szerepe van a plazmodezmak atjarhatdsaganak szabalyozasanak. Az
atjarhatosagot tobbek kozott a kall6z plazmodezmdékban torténd lerakodéasa befolyasolja (Roberts és

Oparka, 2003; Beffa és mtsai., 1996; Wenlong és mtsai., 2012).

Az antioxidans enzimek aktivitasvaltozasa azt sugallja, hogy a baktériummal elékezelt
szovetekben a virusfertézés egy szakaszaban a hidrogén-peroxid lebontasa jelentésebb lehet. A
hidrogén-peroxid fizioldgids koncentracidban Onmagdban ugyan nem tud ndvényi sejthalalt
kivaltani, de mas molekulakkal pl. a nitrogén-monoxiddal egyiitt igen (Delledonne és mtsai., 1998).
Az alacsonyabb hidrogén-peroxid szint igy gatolhatja a sejthalal kialakuldsat (a nekrozisok
létrejottét), de mas modon — pl. mas védekezési folyamatok szignalmolekulajaként — is

megvaltoztathatja a védekezési reakcio kimenetelét (Hafez, 2005).

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

6.2.1. Jelatvitellel kapcsolatba hozhat6 gének aktivitasanak valtozasai a BR alatt
A MAP-kinazok génakitivatasanak idobeli valtozasa feltételezhetben visszavezethetd arra,

hogy az erds ozmotikus hatasbol szarmazo stressz ugyanazokat a jelatviteli Gtvonalakat inditja el. A
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fertézés késobbi szakaszaban azonban mar eldtérbe keriilhetnek olyan folyamatok, amelyek a
baktériumra specifikus valaszt eredményeznek. Az olyan gének, amelyek kifejezddési szintjei
magasabbak voltak a csak vizzel kezelt novényekben, mint a baktériumos fert6zést kapdokban,
egyfajta negativ szabalyozasi mechanizmusra vilagithatnak ra. Az altalunk vizsgalt annexin-szeri
fehérje génjének a fertdézés 24. ordjaban mért (vizes kontrollhoz képesti) alacsony szintje a
foszfolipaz-A2 (PLA2) vagy -C (PLC) altal szabalyozott jelatviteli utak fokozott aktivitasara
engedhetnek kovetkeztetni, kiillondsen annak fényében, hogy allatokndl igazolt az annexinek

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

6.2.2. Jelatvitel-gatlok hatasa a génkifejez6dések valtozasara a BR alatt
Az, hogy a jelatviteli géneknél az arisztolochiasavas és 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 idépontokban jatszanak szerepet.
Megallapithaté tovabba, hogy tobb kinaz és az annexin-szert fehérje a legtobb BR alatt aktivalodo
jelatviteli utban szerepet tolt be. Az, hogy az annexin-szer(i fehérje génjének aktivitisara minden
gatloszer hatdssal volt (nem csak a PLA2-¢!), bizonyitékul szolgalhat a jelatviteli utak kozotti
szoros kapcsolatra. Az egyik ,,0sszek6td kapocs” akar maguk az annexin-szer(i fehérjék is lehetnek,
figyelembe véve — az egyébként foszfolipaz-C-vel osszefliggésbe hozhatdé — foszfatidil-inozitolhoz
vald erds kotéképességiiket (Hoshino és mtsai., 1995). Az, hogy az arisztolochiasav a fert6zést
kovetden végig befolyassal volt a hdsokk fehérje, és a sejtfalak fontos strukturalis elemeként
szolgald glicin-gazdag fehérje (Ringli és mtsai., 2001) kifejezddésére, jelzi, hogy a foszfolipaz-A2 a
MAP-kinaz kaszkadokon til is meghatarozo szerepet jatszik a sejtvédelemben. A PLAZ2-vel és a
PLD-vel szemben a PLC szinte minden vizsgalt gén kifejezOdésére a fertdzést kovetd késoi
idépontokban hatott, ami azt sejteti, hogy a PLC altal iranyitott jelatvitel szerepe a védekezési
folyamatok fenntartdsaban lehet jelentds. Eddigi vizsgalataink alapjan gy tlinik, a ,,bontasra itélt”
fehérjék ubikvitinizacidja mar a fert6zést kovetd korai iddpontban megkezdddik — legalabbis ami a
PLD utvonaldhoz kapcsolhatd. Ugyanakkor a PLD-nek csak valamivel késdbbi (12. 6rdban) van
szerepe az altalunk vizsgalt cisztein-proteinaz és a proteoszéma egyik alegységének génjére. A

fert6zést kovetd 6. oraban vett mintakbol készitett microarray modszer eredményeit értékelve, arra a
megallapitasra juthatunk, hogy a PLA2 és a protein kinazok, valamint a PLC ¢és a fehérjebontasi

folyamatok ugyanazon, vagy egymashoz szorosan kapcsolddo utvonalakban szerepelnek.

6.2.3. Proteinaz-gének aktivitidsanak valtozasa a BR alatt
Mig az altalunk vizsgalt cisztein-proteinaz a baktérium altal kivaltott BR alatt a vizes

kontrollhoz képest azonos szinten (3., 6. 6ra) vagy erdsebben (24., 48. 6ra) expresszalodott, addig a

masik két fehérjebontashoz kothetd gén aktivitasi szintje egyfajta ingadozast mutat. Ugy tiinik, a
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fertozést kovetd 6. oOrdban ezeknek a miikddése inkabb gatolt a BR alatt, mig fokozott

miikddésiikkel inkabb a BR késébbi szakaszaiban vesznek részt a nem kivant fehérjék bontasaban.

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

védelmi szerepeket betdltd cisztein-proteinazok, illetve szerin-proteindzok (van der Hoorn, 2008.,
Baek és Choi, 2008) kozil kertiltek ki. Ezen irodalmi adatokat vizsgéalataink is megerdsiteni
latszanak: legmarkéansabb kiilonbségeket a génaktivitasok valtozasaban (a BR, illetve a megfeleld
inhibitorral kiegészitett BR-t kivaltd baktériumszuszpenzioval elért hatas kozott) épp e két csoportot
gatlo szerek adtdk. A fertézést kovetd hatodik oraban végzett mérések ugyanakkor azt is
alatamasztjak, hogy bizonyos folyamatokban mas csoportba tartozd proteindzoknak is fontos
szerepiik lehet. A metalloproteindzokrol feltételezhetjiik, hogy negativ regulacids szerepet toltenek

be az altalunk vizsgalt jelatviteli folyamatokban.

6.2.5. Sejtfali kall6zbeépiilés valtozasa a proteinazgatlok alkalmazasanak hatasara
Tapasztalataink alapjan ezeknél a vizsgalatoknal csak a cisztein-, és szerin-proteindzok

gyakoroltak barmiféle hatast a kallozberakodasokra a kontrollokhoz képest. Az, hogy — kisszdmu
kivételtdl eltekintve — a 24. és 48. oraban vett mintdkban is hasonld 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 szabalyoz6 szerepet jatszanak.

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

Kisérleteink eredményei az mutatjak, hogy a BR alatt a génkifejez6dések szintjén jelentkezd
fokozott cisztein-proteinaz aktivitas a ténylegesen miikk6d6é enzimek tekintetében — legalabbis az

altalunk vizsgalt feltételezett papain-szer(i proteindz esetén — is érvényre jut.

6.3.2. Arabidopsis modell alkalmazasa
Kiilonboz6 proteinaz géneket nem kifejez6 Arabidopsis vonalakon végzett elézetes

vizsgalatok arra vilagitanak rd, hogy a szerin tipusu aktivitassal rendelkezd szubtilaz és
karboxipeptiddz génekre nézve mutdns ndvények sejtkozotti jarataiban szaporodtak legnagyobb
mértékben a kompatibilis P. syringae pv. tomato DC3000 baktériumok. Ez azt sugallja, hogy

crer

funkciojuk vizsgalata a késdbbi kisérletek feladata.
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6.3.3.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. Altalaban elmondhaté volt, hogy a kozvetleniil
ezzel az RNS-sel valo fertézés csak szerény eredményeket hozott. A hatékonysag viszont nagyban
javithaté 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.

7. Osszefoglalas
A novények természetes koriilmények kozott folyamatosan ki vannak téve a kiilonbozo

mikroorganizmusok jelenlétébdl szarmazd stressz-hatasoknak. Az elleniik vald egyik hatékony
novényi védekezési forma, az Gn. altalanos védekezés (BR — basal resistance), amely nem jar
lathat6 tiinetekkel, szemben pl. a latvanyos nekrotikus 1ézidkat el6idézd hiperszenzitiv valasszal
(HR — hypersensitive response). Hiperszenzitiv valaszt csak az adott korokozo (és csak kdrokozo!)
baktériumra nézve rezisztens novények képesek adni, mig a BR kivaltasara patogén, szaprofita vagy

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

Munkdink soran megallapitottuk, hogy a dohanynovényekben baktérium segitségével kivaltott
BR gatlo hatassal van egy kés6bbi dohany mozaik virus fert6zés lefolyasara mind a tiinetek (HR

nekrozisok), mind a virus replik4cioja tekintetében.

A BR soran megvaltozott aktivitast mutatd gének vizsgalatai soran megallapitottuk, hogy olyan
jelatviteli kulesmolekuldk, mint a foszfolipaz-A2 és a foszfolipaz-D a legtobb altalunk vizsgalt BR-
hez kothetd gén aktivitasat a fertézést kovetd korai iddpontokon tal (6-12 6ra) méar nem

befolyasoljak, mig a foszfolipaz-C-nek a késdébbi, 24., 48. orai idépontokban (is) jut szerep.

Vizsgalati eredményeinket irodalmi adatokkal is egybevetve feltételezhetjiik, hogy a jelatviteli
titvonalak kozott szoros kapesolat figyelhetd meg. gy vélhetéen szoros kapcsolat 4ll fenn a MAP-
kindz kaszkad és a foszfolipaz-A2 kozott. De szorosan kapcsoldodhatnak egymashoz a PLC utvonal
elemei a fehérjelebontdshoz is. Az annexin-szerli fehérje expresszios szintjének kiilonbozo
gatloszeres kezelésekre adott érzékeny reakcidja szintén az Utvonalak kozti kapcsolatok meglétét

sejteti. Mind a jelatviteli, mind pedig a fehérjelebontashoz kothetd enzimek génjei k6zott egyarant
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talaltunk olyanokat, amelyek az altaluk érintett BR folyamatokat adott idOpontban vélhetéen

pozitivan, illetve negativan szabalyozzak. Ez a regulacids szerep akar idében valtozhat is.

Novényi aktiv proteinaz-szintet mérve megallapitottuk, hogy egy — feltételezett papain-szerii —

cisztein-proteinaz feldusul a BR soran a dohany leveleiben.

Proteinaz-mutans Arabidopsis novényekben mért baktériumszaporodas mértéke azt sugallja,
hogy két szerin-proteinaz (szubtilaz és karboxipeptidaz) fontos szerepet tolt be a BR soran a

baktériumok visszaszoritasaban.

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

atmeneti expresszios eszkozt a keziinkbe.
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