Egy uj, altalanos védekezéshez hasonld betegség ellenalldésag
élettani és molekularis sajatossagai.

zdrobeszdmolo



Fontosabb roviditések, definiciok

Bs2: Xanthomonas euvesicatoria baktériummal szembeni rezisztencia gén Capsicum chacoense-bdl. A szévegben a
Bs2 tartalmu névényeket is igy jeloljlk.

DB, TLC: direkt bioautografia, antibakteridlis anyag kimutatasa kozvetlenil az anyagot elvalaszté kozegen, pl.
vékonyréteg kromatografias (TLC) lemezen.

DE, "Differentially Expressed", eltéréen kifejez6d6: olyan gének v. fehérjék, melyek bizonyos kezelések kozotti
Osszehasonlitasban kiilénbdz8en viselkednek.

ETI, HR, effektor: 'Effector Triggered Immunity', altaldban (sejthalallal) jaré rezisztencia, ez esetben hiperszenzitiv
reakcio (HR). A névényi sejtfalon és sejthartyan atjuttatott virulencia fehérjék, az un. effektorok okozta valtozasokat
felismeré védelmi rendszer, melynek specifikus elemei az Un. rezisztencia fehérjék (R-fehérjék), ilyen pl. paprikaban a
Bs2.

GDS: "General Defense System", magyar nemesit6k altal leirt, HR-val nem jaré betegség ellenallésag. A recessziv gds
gén felel6s a Xanthomonas vesicatoria-val szembeni sajatsagos rezisztencidaért és tiinetekért. A szovegben a gds
tartalmu névényeket is igy jeloljik.

hrp,hrc gének, T3SS: Az effektorokat a ndvényi sejtbe atjuttatd, specialis injektor apparatus (Type Three Secretion
System, T3SS) szerkezeti fehérjéit és az injektor, mas néven Hrp pilus, kifejez6désének részbeni szabalyozasat kédold
gének. A T3SS mlkodése alapvetd feltétele a korokozd képességnek.

PTI, MAMP: 'Pattern Triggered Immunity', altalanos baktérium sejtkomponensek, Un. mintazatok ('Microbe
Associated Molecular Patterns', réviden 'MAMP') receptoros felismerését kovets Gsi, baktérium gatlé védekezé
mechanizmus, a virulencia effektorok gyakori célpontja. Szoktdk még alap rezisztencianak ('basal immunity') is
nevezni.

XEU: Xanthomonas euvesicatoria magyar torzse.
XS: XEU-ra érzékeny paprika vonal
led, 1e5, 1e6, 1e7, 1e8: 10-es szam a jelzett hatvanyokon.

0, 6, 24 6raban: 0, 6, 24 6raval a fert6zés utan.

Altalanos bevezetés

Ez a pdlydzat a GDS-re mint Uj tipusu rezisztencia mechanizmusara keres valaszokat. A GDS alig ismert azon tul, hogy
az ezzel a tulajdonsaggal bird paprikdkat a Xanthomonas nem betegiti - egy Ujszer(, ezért fontos rezisztencia
jelenségre utalva. Néhdany informacid mar kozlésre kerllt a GDS-rél, de elmondhaté az, hogy a jelenség
vizsgalatanak, megértésének csak az elején tartunk. A mi megkozelitésiink alapkutatasi jellegd, f6 célunk, hogy a
GDS-t elhelyezziik az egyetemes ismeretek kézé, reményeink szerint Uj elemekkel is gazdagitva azokat.

Munkankban hasonld figyelmet forditottunk mindkét partnerre (paprika és Xanthomonas) és arra, hogy "alulrél"
épitkezziink, tehat nagyszamu lehet&ségbdl (molekuldris adatokbdl) kiindulva, azokat a rezisztenciahoz tarsitva
jussunk kovetkeztetésekre, nem pedig Ugy, hogy a betegség rezisztenciat eddig magyarazo, ismert koncepcidkat
teszteljiik. A munka bemutatasanak alabbi felosztasa az alkalmazott mddszertan (sorrendben: tlinettan, (baktérium)
sejtszamlalds, transzrkiptomika, géncsendesités, metabolomika és proteomika) alapjan tortént, ezeken beliil a
hagyomanyos cikk szerkezettel (bevezetés, mddszer, eredmények, megvitatas), hogy minden informacié gyorsan
megtaldlhato legyen.

A kezdd hipotézis az volt, hogy a GDS a PTI extrém erGs formaja, ezért a projekt sordn folyamatosan igyekeztiink a
GDS-t a PTI-vel ill. ETI-vel, ismert rezisztencia formakkal, parhuzamba allitani.



Hangsulyozzuk, hogy ez a munka még nem ért véget. Elemzések vannak folyamatban, tovabbi publikacidk késziilnek,
ezért az adatok egy részét (pl. a molekularis funkcidkra vonatkozéan) az alabbi 6sszegzésbdl visszatartottunk. A mar
kozolt publikacidkra csak roviden utalunk és csillaggal (*) kiilénboztettiik meg a hivatkozasokban ill. a jegyzékben.

Kezelések
Novények:

- gds génnel rendelkez6 dihaploid paprika nemesitési vonal, amelyet kizdrélagossaggal a Budakert Kft. tart fenn,
"GDS".

- gds és Bs2 génnel nem rendelkez6, Xanthomonas vesicatoria-ra érzékeny dihaploid nemesitési paprika vonal,
amelyet kizardélagossaggal a Budakert Kft. tart fenn, "XS".

- Bs2 génnel rendelkezd8, Xanthomonas vesicatoria-ra rezisztens nemesitési paprika vonal, melyet kizarélagossaggal a
Budakert Kft. tart fenn, "Bs2".

- a névények "kozel izogén" vonalaknak tekinthetSk, ami 6sszehasonlithatdsaguknak kedvez.
Baktériumok:

- Hazai Xanthomonas izolatum, altalunk X. euvesicatoria-nak azonositva, "XEU".

- Xanthomonas euvesicatoria tipus torzs, Capsicum frutescensbdl izoladlva (D. W. Dye, Jones et al. 2006, DSM 19128,
ATCC 11633, NCPPB 2968).

- Pseudomonas syringae pv. maculicola, paprikdban ETI-t okozd ndévénypatogén torzs, mely lumineszkal a
mesterségesen beépitett IuxCDABE operon (Fan et al. 2007) miatt.

- Pseudomonas syringae pv. syringae korokozé hrcC mutansa, mely effektorok névénybe juttatasara képtelen, ezért
apatogén. PTl indukdlasara hasznaltuk.

- Pseudomonas syringae pv. tabaci, dohany (Nicotiana) kérokozé

- Pseudomonas fluorescens, szaprofiton, plazmid segitségével lumineszkald térzse

Standard kezelés:

Az dltaldnosan alkalmazott kezelés a kovetkezd volt: Steril csapvizben szuszpendalt XEU sejteket injektaltuk XS és
GDS novények leveleibe (sejtkdzotti jaratokba), injekcids tlivel. A mintavétel 0, 6 és 24 éra elteltével ("6raban")
tortént. A leveleket csapvizzel ledblitettlk. Ezt a 6 kezelést 3 bioldgiai ismétlésben hajtottuk végre.

Standard kornyezet:

A ndvényeket lveghazban neveltiik fel virdgzasig, majd a baktériumos kezelések el6tt 1-2 nappal 25 °C, 80%
paratartalomra beallitott nevel6 kamrakba helyeztik, 16 dras megvilagitasban. A baktériumokat révid tdvon YDC
tdpagaron ill. nutrient tdpagaron tartottuk fenn, idénként XS ndvényben is passzalva-feltjitva. Hosszu tavon
mélyfagyasztast alkalmaztunk.



Tiunettan

Bevezetés

A tinetek a novény-mikroba kapcsolat érzékelhetd, normalistdl eltéré kils6 megnyilvanulasai. Rendszeres
megfigyelésik alapvet6 a névénynemesitGi szelekciés munkdban, és sokrétl kovetkeztetések vonhatdk le belsé
élettani folyamatokra, melyek hipotézisként szolgdlhatnak tovabbi élettani és molekuldris vizsgdlatokhoz. A
levélfoltossag tlinetei széles korben ismertek. A GDS tlineteit nemesit6i leirtak (Szarka and Csilléry 1995, Csillery et
al. 2004), és a szovet elhalds hianyardl, enyhe klorézisrdl és kés6bbi sejtosztddasrol-sejtnovekedésrdl szamolnak be,
mely szOvet vastagoddssal (2-3 szoros) és "tomorodéssel”, a "sejtkozotti jaratok megszlinésével" jar. A szovet
megtartdsa nyilvdnvaldan el6nyos termék eladhatdsagi szempontbdl. Laboratdriumi, ellendrzott kortilmények kdzott
sajat megfigyeléseket is végezhettiink. Fontosnak tartjuk megjegyezni, hogy a névényi vonalak habitusa eleve kissé
kiilonbozik egymdstdl, vonatkozik ez pl. a levelek alldsara, nagysagara, finomszerkezetére, a gylimolcs szinére.

A PTI-t a kozeli rokon dohany novényekben a HR tiineteinek elmaradasaval szoktuk rutinszer(ien kimutatni. Lényege,
hogy az ETI-t okozd avirulens kdrokozé, a mar kialakult PTI miatt nem tud HR-t okozni. Ezt a kimutatdst paprikaban is
meg kellett oldani, hogy a GDS-t és PTI-t egyszerre, egy helyen lathassuk.

Modszerek

A fert6zést/injektalast Id. a Kezelések c. részben, de a XEU-t mellett az autentikus amerikai térzset is hasznaltuk
kilonb6z86  slrliségl szuszpenzidban, "dozisban". "Mintavétel" helyett csak megfigyeltik/fényképeztik a
novényeket. A névényeket (GDS, Bs2, XS) rovid tav (kb. 1-2 hét) esetében standard kdrnyezetben (Id. Kezelések c.
részt), hosszabb tava megfigyelésekhez Giveghazban helyeztik el.

A tinetek Osszetettek, ezért megprébaltuk elemeikre bontani 6ket, vizualis megfigyelés, tapintds, fényképezés
segitségével. Vizsgaltuk a fizioldgiai életkor, a fert6z6 baktérium aktivitasa (él6 vagy el6lt), tipusa, és mennyisége
(ddzis) hatasat.

Esetenként a Xanthomonas fert6zés el6tt elGkezeléseket is végeztiink: kiillonb6z6 szamu draval a fert6zés elbtt hével
eldlt (70 °C, 13 percig) vagy patogenitds-mutdns (P. s. pv. syringae hrcC mutans) baktériumokat fecskendezve a GDS
névényekbe. Ezzel a célunk a PTI mesterséges felerdsitése volt.

Eredmények

XS - érzékeny névény:

A betegség tlineteket 4 altlinetre osztottuk, melyek eltéré aranyban, de az érett tinetekben egyiitt lathatok: zsirfolt,
fakulds, hipertréfia és sargulds a |éziok még él6, kiils6 részén, elhalas pedig kozéprdl kifelé terjed6en. Hével elolt
baktériumokkal valé oltas tlinetmentes maradt, még fakulast sem okozott.

Zsirfoltosodas (atitatottsag).

Fiatalabb leveleken a baktériumokat tartalmazd részen az erek mentén, id6sebbeken az erek kozott elszdértan
zsirszerlen datitatott savok, foltok jelennek meg. Raesé fényben sotétebbek, atesé fényben vildgosabbak a
levéllemeznél. A savok magasabb (1e8 sejt/ml), a 2-300 um-es foltok pedig alacsony (1e5, 1e4 sejt/ml) inokulum
ddzissal hivhatdk elS. Ez a tlinet hosszan fenn tud maradni, készénhet6en a fiatal leveleknek ill. alacsony dézisu
inokulumnak.

Fakulds és kés6bbi sargulas.

Magas inokulum dézisnal ez a leggyorsabban kialakuld tiinet (2-3 nap). A fakulds inkabb a fiatalabb, a sargulas inkabb
az Oregedésre hajlamosabb leveleken lathaté. A sargulds szisztemikusan is |étrejon. A sargulas mértéke, ha elég
magas (1e8 sejt/ml) volt az inokulum dézis, nagyobb a baktériumok altal elfoglalt terileten kival, mint beltl, ezaltal
az injektalt régiok zoldebbek a kilsd szévetnél. A névény a nagy terlleten sarguld levelet ledobja.



Elhalas.

Magas dozisnal a nekrdzis is gyors lehet (3 nap). Barnas szint vesz fel, ami elsGsorban az apré erek barnult
elhalasanak készonhetd. Alacsonyabb dézisndl az elhalas mind a zsirfoltossagot, mind a szisztemizalédé sargulast is
koveti. A késSbbi elhalas sotétebb barnuldshoz vezet. Mechanikai sériilések gyorsitélag hatnak.

Proliferacio, hipertroéfia.

A szivacsos alapszovet burjanzasa késébbi jelenség, legfelt(in6bb alacsony dézisnal (1e3-1e4 sejt/ml): a zsirfoltokkal
egyutt, apré pustula-szerd kiemelkedések alakulnak ki a fondk iranydaban. Magas dézisnal a nekrdzis akadalyozhatja,
ezért az inokulalt terllet hatdran érdemes keresni. A szakirodalom (Kay et al. 2007) egy bakterialis effektor fehérje,
az AvrBs3 aktivitasahoz koti.

Az autentikus amerikai torzs nagy ddzisban gyorsabban és harsanyabb tlineteket provokalt, mint a magyar (XEU).
Részletesebb megfigyelésekhez a magyar torzset valasztottuk, Id. Sejtszamlalas c. fejezetet.

GDS - rezisztens névény

Magas ddzisnal valamennyi, az érzékeny novényre jellemzd altiinet tipust megfigyelhettiik, mégis, az 6sszkép nagyon
eltérd, egyszerlbb: tobbnyire csak kiilonbozé mértékd fakulds. HGvel el6lt baktériumokkal csak gyenge fakulds (de
semmilyen mas altlinet nem) idézheté el6.

Zsirfoltosodas (atitatottsag).
Nem jellemz§ (esetleg a nagyon fiatal, fejletlen levelekben |athato csak, az erek mentén ).

Fakulds és késGbbi sargulas.

A fakulas tipikusan intenzivebb, mint az érzékeny névényben. A sargulds ritka, mert nagyon lassan kovetkezik be. A
leghosszabban megfigyelhet6 és legfeltlinGbb tiinet ezért faké folt a levél lemezen. Ha a fert6zés viszonylag nagy
teriletet érint és/vagy nagyon magas ddzisu, a sargulas szisztemikusan jelentkezik, hasonldan az érzékeny tiinethez,
és e levelek hamar (10 nap utan) leesnek.

Elhalas.
Megtorténik, de az érzékenyhez kapcsolathoz képest jelentésen késleltetve, akar 1-2 hdénappal a fert6zés utan.
Viszonylag hamar (kb. 2 hét utan) bekovetkezhet fiatal névények idGsebb levelein, sarguldst kbvetden.

Proliferacid, hipertrofia.
A GDS tipikus megnyilvanulasa. Fiatal leveleken tapasztalhaté, magas ddzisnal, mar 4-5 nap elteltével.

PTI

Csak 24 6rés el6kezelés utadn tapasztaltuk a HR elmaradasat, rovidebb el6kezelésnél nem.

Megvitatas

A GDS tiinetei nagyon eltérnek a betegségétdl, mégis, elemeiben hasonldak. ElsGsorban a hipertréfia altalanos
jelenléte arra enged kovetkeztetni, hogy a PTlI nem képes egyes bakteridlis effektorok bejutdsat ill. mikodését
meggatolni. Ez az eredeti "GDS mint erds PTI" hipotézis ellen szdl.

Az érzékeny (XS) ndvényben latvanyos az 6regedés serkentése a baktérium altal kdzvetlendl elfoglalt tertleten kiviil.
Ez GDS esetében sokkal gyengébb. Kindlkozik a hipotézis, hogy a baktériumok az oregedés forras - felhaszndld
szovetek kozotti szallitasi folyamatainak kiaknazasaval juthatnak tapanyagokhoz és/vagy mas el6nydkhéz. A GDS
hatékonyan gatolja, lassitja a nekrdzist. Ez killemileg, gazdasagilag el6nyds, azonban a sejthaldl szolgdlhatja a
novényi betegség ellenallésagot, pl. a hiperszenzitiv reakcié keretei kozott.

Molekularis elemzéseinkhez (transzkriptomika, proteomika) a mintdkat jéval az e fejezetben leirt tlinetek
barmelyikének megjelenése el6tt vettiik. Ezekhez az elemzésekhez fontosabbnak tartottuk azt a korai idGszakot



elemezni, amikor az ellendlldsag, a baktérium gatlé mechanizmus kialakul, mint a késeit, mikor jol lathatd, de talan
mar csak kovetkezmény-folyamatok zajlanak.

A 24 6rés el6kezelés igény a PTI kimutatdasdahoz meglepetés volt, hiszen dohdnyban akar 2-3 6ra is elég. Elvben a PTI
az els6ként kifejl6d6 immun mechanizmus, mert barmely baktériummal valé talalkozaskor mar minden adott: ligand
(MAMP), annak névényi receptora és a kapcsolt 'downstream' elemek. Esetiinkben taldn a PTI kimutatdsi modszer
volt viszonylag érzéketlen. A biztonsag kedvéért megtartottuk a 24 6ras id6hézagot a két inokulalas kdzott.

Sejtszamlalas

Bevezetés

A betegség ellenalldsag talan legf6bb ismérve, hogy visszaszoritja a fert6z6 szervezetet. Ennek a hatasnak a mértéke,
tartama, kifutasa kritikusan fontos a kérokozé tulélése szempontjabdl. Erdekes médon nem taldltunk adatokat a GDS
baktérium-gatld hatasardl. Ezeket tehat pdtolnunk kellett. Figyelembe vettiik, hogy a baktériumok fert6z6 adagja a
természetben igen széles tartomanyban vdltozhat, de legjellemz6bb az alacsony fert6z6 sejtsirliség. Molekuldris
kutatdsaink miatt, hogy a novényekbdl jol mérhet6 valaszokat kapjunk, azonban magasabb inokulum dozissal (1e8
sejt/ml) is szamoltunk. Osszehasonlitottuk a magyar és az autentikus X. euvesicatoria amerikai térzset, hogy a
megfelel6bbet vdlaszthassuk ki a molekuldris kisérletekhez.

Modszerek

A baktériumok injektaldsa és a novények tovabbi tartdsa a Kezelések c. fejezetben leirtak szerint tortént, de az
autentikus X. euvesicatoria, P. s. pv. maculicola és P. fluorescens torzsekkel is dolgoztunk. Az inokulum doézisok 1e4,
1e5, 1e6, 1e7 és 1e8 sejt/ml voltak, a lumineszcens torzseknél 1e8 sejt/ml.

A standard id6pontokon kivil tébb mas id6ben is vettiink mintat: Xanthomonas esetében 10mm-es dugéfurdval 3
levélkorongot vagtunk, ezeket Eppendorf cs6ben, 6riépalcikaval, kevés apré szem( steril homok és 250 ul foszfat-
puffer (10mM, pH 7.0) jelenlétében finomra 6roltiik. Ezutan ebben a pufferben higitasi sort készitettiink, ahonnan az
egyes higitasokbdl 10-10ul-t cseppentettiink Nutrient tdpagarra. 36-48 odra elteltével sztereomikroszkdp alatt
szamoltuk meg a kindtt telepeket. A P. s. pv. maculicola és P. fluorescens lumineszcens térzseknél a levélkorongok
fénykibocsatdsat luminométerben mértiik. Ez a modszer a kitenyésztésnél gyorsabb és egyszer(bb.

A PTI-t 24 6raval korabbi elGkezeléssel indukaltuk, Id. Tinettan c. fejezetet, GDS névényekben: "GDS+PTI".

A magyar kdrokozo toérzs azonositasat PCR mddszerrel, a (Araujo et al. 2012) szerint végeztiik.

Eredmények
A magyar izolatum (XEU) hasznalata eltt megbizonyosodtunk taxondémiai hovatartozasarol.

Kezdetként megallapithattuk, hogy a GDS gatolja a XEU elszaporoddasat 2-4 napos intervallumban, kézepes (1e6-1e7
sejt/ml) inokulum szintbdl kiindulva. S6t, a GDS még a hiperszenzitiv reakcidnal (Bs2 gént tartalmazé névényekben)
is jobb eredményeket adott, kb. 1 nagysagrenddel. A 4. napon a GDS és érzékeny névényekbdl kapott értékek kdzott
4 nagysagrend is volt. 1e8 sejt/ml dézisndl a GDS 6 6raban még alig, de 24 6rdban mar hatott (gatolt). A PTI
el6kezelés (GDS+PTI) 6 és 24 érdban is igen hatasosan gatolta kdrokozd populaciéo névekedését, de egyuttal a GDS
hatdsa is latszott, tehat a GDS és PTI additiv gatlé hatast mutattak.

A P. s. pv. maculicola hasonldéan lumineszkalt GDS és Bs2 névényekben, ahol a jel n6tt 20 6raig de XS novényekben ez
a novekedés nem volt meg. GDS novényekben az elGkezelés negativ hatasa itt is mérhetd volt, jellemzéen fiatalabb
levelekben. P. fluorescens-re hasonldan vilagitott mindharom paprika vonalban.



A baktériumok legalabb 1 héten keresztiil szaporodtak érzékeny novényben: a szaporoddas tartomanya relative
sz(ikebb volt nagyobb kezdeti inokulummal (kb. 8-10 osztédds), mint alacsonnyal (14-15 osztédas). Magasabb
dozisbdl viszont a baktérium nagyobb abszolut siir(iséget (kb. 1e9 sejt/cm2 levél) ért el, mint alacsonybdl indulva (kb.
1le7-1e8 sejt/cm2 levél). Két hét utan a baktérium szam csokkent, de a telepek ekkor mar csak az alacsony (1e5,1e4
sejt/ml) dézissal kezelt levelekbdl voltak szamolhatdk.

A GDS-ben is szaporodtak a baktériumok, de az érzékeny levelekhez képest kisebb temben. s6t, alacsony
inokulumnal két nap utan szamuk abszolut értékben csokkenni kezdett, Igy tehat a legnagyobb kiilonbségeket GDS
és érzékeny novények baktérium populacioi kozott a 1e4-1e5 inokulum tartomanyban és kb. 1 hét utan mértik, ami
kb. 12 osztdédasnyi (vagyis kb. 4000-szeres).

Az egy hdnapon tuli megfigyelések (jellemzéen a GDS névénybdl, mivel az érzékeny a fert6zott leveleit kordbban
eldobja) a baktérium jelenlétét mutattdk, atlagosan 1-1.5e5 sejt/cm2 kozott, alacsony inokulum dozisnal.

Esdsorban az alacsonyabb inokulumok esetében az amerikai torzs szaporodd képessége elmaradt a XEU-étdl, 1e6
dozisnal inkabb csak a GDS-ben, kisebb ddzisoknal pedig mar az XS-ben is. Egy hdnapon tul, viszonylag alacsony (kb.
1e3 sejt/ml) szamban, altalaban jelen volt mind érzékeny, mind a GDS ndvényben.

Megvitatas

A GDS "igazi", baktérium gatld rezisztencia, és ebben, legaldbbis rovidtavon, a Bs2 rezisztencia gén hatasat is
felilmulja. A GDS indukalt voltat jelzi, hogy e hatas kifejez6déséhez kb. 6-18 éra sziikséges. A GDS mechanizmusa
eltér a PTI-étdl, mivel a kett§ hatasa 6sszeadddik.

A GDS kivaltoit, esetleges elicitor(ai)t nem ismerjlk, bar fontos lenne tudni. Ezzel kapcsolatban jegyezzik meg, hogy
cseh kutatdkkal kozosen attekintettiik az olyan bioldgiai eredetl ismert anyagokat, melyek "valddi", valamilyen
kdrokozd tényleges visszaszoruldsdval jard rezisztenciat idéznek el6 novényekben. Baktériumokbdl pl. igen széles a
kémiai és funkcionalis paletta (*Burketova et al. 2005).

A GDS hatdsat csak a Xanthomonas torzsekkel szemben tapasztaltuk, mig a PTI-ét Pseudomonas-szal szemben is. Ez a
gds R-gén jellegére utal. A GDS hatékonysaga véges, kimeril nagyszamu virulens kérokozo jelenlétében. A GDS
novényekben egyensuly alakul ki a baktérium gatlas, annak indukcidja ill. a virulencia folyamatok kozott, melynek
eredményeképpen akadr nem jelentéktelen szamu baktérium maradhat sokaig életben a GDS névényekben. Ezek a
szdvetrészek nem halnak el, ezért toleranciardl beszélhetiink.

Az érzékeny ndvény altal biztositott feltételek korlatozottak nagyobb szdmu baktérium osztddasanak fenntartasahoz.

A magyar izoldtumot valasztottuk tesztorganizmusnak molekuladris munkdkhoz, mert jobban osztédott a mi paprika
vonalainkban, ami miatt a GDS hatasa - mindent dsszevetve - er6sebbnek mutatkozott.

Transzkriptomika

Kivalasztott bakterialis gének aktivitas mérése (qQPCR)

Bevezetés

A novényi rezisztencia becsléshez standard mddon hasznalt baktérium sejtszamlalas vizsgalat (Id. Sejtszamlalas részt)
csak a legfittebb, az izoldldssal jard stresszeke tuléls, majd méretes telepeket képezni tudd baktériumok sejteket
mutatja. A GDS a hatdsat, a telep regeneracios képességen tul, ill. ettdl fliggetlenil, mds fontos élettani
tulajdonsagra is kiterjesztheti. llyen fontos tulajdonsdag a kérokozé képesség, a virulencia. A kérokozd képesség
egyértelmien flgg pl. a hrp gének kifejez6désétdl, tehat ezen gének aktivitdsa tdjékoztathat minket arrdl, hogy a
baktérium fert6z6képessége - legaldbbis e specifikus gének mint feltétel alapjan - éppen milyen szinten van. A PTI-rél
pl. ismert, hogy gatolja a hrp gének kifejez6dését (Bozsd et al. 1999). Mas gének altalanosan jelezhetnek egy éppen
végbemend stressz folyamatot, amit pl. a gazdanovény is okozhat. E szempontok alapjan valasztottunk ki kb. 20
bakterialis gént, melyeknek kifejez6dését vizsgaltuk a standard GDS-XS-idGsor redszerlinkben. Ezek kozil a



kovetkez6ket targyaljuk: T3SS szerkezeti gének (hrcC, hrcU, hrpE, hrpF); effektor gén (AvrBs3-szer(); T3SS vezérl6
gének (rpfC, rpfG, clp, hrpG, hrpX); Stressz valasz gének (dpsA, proP, proWX, betT).

Modszerek

A kezeléseket (XEU baktérium GDS,XS és Bs2 ndvényekben, valamint PTl-elGkezelt GDS névényben, 3 id6pontban) a
Kezelések és Tunettan c. fejezetben leirtak szerint végeztiik, egységesen egyféle, 1e8 sejt/ml s(irlségl sejt
szuszpenzidval fertGzve.

Mintavételkor a levelekb&l korongokat vagtunk, majd folyékony nitrogénben gyorsfagyasztottuk és -80 °C-n taroltuk.
A korongokat htitott mozsarban finomra 6roltiik, és kivono kitekkel (RNeasy® Protect Bacteria Mini Kit (QIAGEN) ill.
Total Plant RNA Mini Kit (GeneAid)) az RNS-t izolaltuk. A kivont mintak nukleinsav (DNS-RNS) tartalmat NanoDrop
(ND-1000 Spectrophotometer) késziilékkel meghataroztuk. Az RNS-t megtisztitottuk a DNS-t6l DNaz (TurboDNase
kit) kezeléssel, kiindulasi koncentracionak 80 ng/ul-t allitottunk be. A tisztitott RNS-bGl cDNS-t készitettiink High
Capacity cDNA Reverse Transcription kittel (Applied Biosystems).

A kvantitativ PCR-hez a Bioline SensiFast SYBR No-ROX kitet hasznaltunk. A reakcidelegy a kovetkezd volt: 2,5 pl
templat; 1,5 ul primer par; 7,5 pl mastermix; 3,5 pl H20. A PCR gépben (MJ Research DNA Engine Opticon 2) a
Bioline kithez tartozd hGprogramot hasznaltuk, illetve olvadasi gorbéket is mértiink. A lefuttatott program végén az
olvadasi gorbék és ciklusszamok kiértékelésével, kétséges esetekben agardz gélben vald futtatassal ellenériztik a
PCR jésagat. Tobb referencia gén kiprobaldsa utan 4 gén maradt, melyeket a célgénekkel parhuzamosan mértink,
hogy a végs6 adatok a mikrotiter lemezek kdzott is 6sszehasonlithatdk legyenek. A PCR primereket Primer3 4.0 és
Oligo 6.31 szoftverekkel terveztiik, a Xanthomonas campestris pv. vesicatoria teljes genomi szekvenciajat, GenBank
AMO039952.1., alapul véve.

A génkifejezGdés nyers adataibdl adatbazis készilt (MySQL, Oracle), és Python szkriptek segitségével elemeztiik.

Eredmények

T3SS szerkezeti gének expresszidja:

A szerkezeti, hrp pilust (T3SS) alkotd gének egységesen viselkedtek a kezelések nyoman kialakult névényi
kérnyezetben:

- nem mutattak expressziot az injektalas eldtt;

- korai és gyors indukcio barmely névényben (XS, GDS, el6kezelt "PTI+GDS");

- az XS (érzékeny) levéllel 6sszehasonlitva, alacsonyabb kifejez&dési szint PTI+GDS, és magasabb szint GDS esetén.

- A Bs2 névényekhez képest, a GDS novényekben magasabb szint(i génexpresszio.

- A T3SS legnagyobb mennyiségben igényelt elemét, a HrpE fehérjét kodold gén aktivitdsa kiugrott a tobbi
strukturgéné kozdl.

Effektor (AvrBs3-szer() gén expresszidja:

GDS noévényekben a szintén megemelkedett - az érzékenyhez novényhez képest- az olyan effektor gén(ek) aktivitasa,
melyeknek konzervalt szekvencia szakaszahoz terveztiink PCR primereket. Ez utébbiaknal azonban miar a
nitrogénben gazdag taptalajban és mértlink némi kifejez6dést, hasonléan a hrpG-hez (Id. alabb).

T3SS-t szabalyozo gének expresszidja:

Azt talaltuk, hogy a kiils6 kornyezeti szabalyozas két génjének (hrpG, hrpX) aktivitdsa jellegzetesebben reagdlt
kezeléseinkre, mint a belsG szabalyozas (rpfC, rpfG, clp) génjei. Mind a hrpG, mind a hrpX alacsony alapszinttel birt
taptalajon, és a névényben nagymértékben indukalddott. Az XS névényhez, mint kontrollhoz viszonyitva:

- a GDS noévényekben magasabb volt a hrpG kifejez6dése, mig a PTl indukcidja alig befolyasolta a hrpG kifejez6dését;

- a GDS novényekben viszont nem valtozott a hrpX expresszidja, mig a PTI indukalt novényekben alacsonyabb volt. A
Bs2-hoz viszonyitva, a GDS névényekben némileg magasabb volt a hrpG és hrpX szintje, de csak 24 éraval a fertGzés
utan. Ugyanakkor az rpfC és clp kifejez6dése a Bs2 novényekben volt magasabb.

Néhany stressz vdlasz gén expresszidja:



A dpsA kifejez6dése kovette a baktérium in planta novekedésének iranyat - forditott elGjellel. Szintje GDS és Bs2
novényekben is emelkedett, de Bs2-ben korabban és nagyobb mértékben. Ugyanakkor nem tudtuk szarazsag
stresszel 6sszefliggésbe hozhatd gének aktivitas valtozasat kimutatni.

A fenti eredmények egy részét a *Krizselyi et al. (2016a) kozolte.

Megvitatas

A PTI gatolta, a GDS ezzel ellentétben, inkabb serkentette a hrp strukturgének aktivitasat. A GDS egy masik
rezisztencia mechanizmus, a Bs2 altal fémjelzett ETI-hez képest is magasabb hrp strukturgén aktivitassal jart. Mint
ismeretes, e gének altal kddolt fehérjék sziikséges feltételei a patogenitasnak és virulencidnak. Csupan ezt nézve arra
juthatunk, hogy a PTI és GDS eltér§ antibakteridlis mechanizmust definial. A hrp gén kifejez6dés stimuldlasa latszélag
ellentmond annak, hogy itt rezisztencia m(ikodik, de amennyiben avirulencidnak 6sszhangban kell lennie a sejt egyéb
funkcidival, egy kis zavar is felborithatja a baktériumsejt egyensulyat. Egyszer(ibb magyardzat az, hogy a GDS nem a
patogenitasi géneken keresztiil hat. Ez 6sszhangban lenne azzal, hogy a GDS-t valamely effektor valtja ki. A T3SS-t
irdanyitd kiilonbozé fehérjék génjei mar joval heterogénebben viselkedtek. Ismert, hogy a HrpG-HrpX szigndl tengely
elsGsorban kiilsg, tehat pl. novényi, kornyezet altal meghatdrozott a rokon faj Xanthomonas campestrisben. A kédold
két gén aktivitasa 6sszhangban van az altaluk irdnyitott strukturgénekével, tehat a kezeléseink megfigyelt hatasa,
legalabbis részben, a HrpG-HrpX tengelyen keresztiil érvényesiilhet.

A belsé kornyezethez (pl. kvorum érzékelés, ciklikus diGMP szintje) kéthetd hrp regulatorok - RpfC, RpfG és Clp -
génjeinek viselkedése mar nem értelmezhet6 ennyire kozvetlenil, de ez nem meglepd, hiszen a belsé milié a
kiilsénél sokkal kiegyensulyozottabb, sokkal tobb hatast tikrozé rendszer. Az emlitett strukturgéneken kivil, a GDS
és Bs2 hatdsa itt eltért.

Vizhidnyra, mint az apoplaszt altal kozvetitett lehetséges stresszre, nem tudtunk kovetkeztetni, mds stresszre viszont
igen. A hrp génektdl Iatszolag flggetleniil, részben taldn az oxidativ stressz hatast kiegyenlitend6, mozgott a dpsA
aktivitdsa, ami egy DNS-hez kot6ds, oxidativ stresszre felelé fehérje. A dpsA kifejez6dés minimuma kijel6lte a
stressztél legmentesebb kezelést, ami - nem meglepden - az XS ndvény, 24 drdban. Mdasrészt, e gén aktivabb volt a
GDS novényekhez képest a Bs2-t hordozé névényekben. Az ETI és az oxidativ robbands kapcsolata ismert, tehat
valészinl, hogy a GDS kornyezetben alacsonyabb ill. a baktérium 3ltal sikeresebben orvosolt oxidativ stresszrél
beszélhetiink.

Kovetkeztetésiink szerint a vizsgalt génaktivitasok alapjan a GDS kdzelebb all a Bs2-h6z, mit a PTI-hoz. Vilagos, hogy
ezek az adatok tul szlikkortiek a baktérium gatlé mechanizmus kozelebbi meghatarozasahoz. Ezért kezdeményeztiink
egy masodik mélyszekvendlasi vizsgalatot, ahol belelathatunk bakterialis gének széles korének kifejez6désébe (ld.
RNS szekvenalas c. fejezetet.

RNS szekvenalas

Bevezetés

Az RNS szekvendlds a projekt vizsgalati mddszerei kozll a leggazdagabb informdacidban, mivel a legkevésbé
diszkriminativ, ralat a teljes transzkripcids aktivitasra. Ennek az az elénye, hogy kordbban nem sejtett 6sszefliggések
kerllhetnek felszinre. Hatranya, hogy magasfoku informatikai felkésziltséget igényel.

A projekt tervezésekor az RNS szekvenalds még nem johetett szdba, dragasaga miatt. Egy belgiumi workshopon valé
részvétel elnyerésével azonban elGallt a lehetGség, amit meg kellett ragadni.

Modszerek

A standard kezeléseket végeztiik el: fertézés XEU 1e8 sejt/ml ddzisdval, GDS és XS névényekben, mintavétel 0, 6 és
24 éraval fert6zés utan, 3 bioldgiai ismétlésben (Id. Kezelések c. rész). Kb. 100 mg levélszovetbdl vontuk ki az RNS-t
RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) segitségével, mindségét és mennyiségét ellendriztiik, majd elkildtiik a szekvenald



laborba (GATC Biotech, Konstanz, Németorszag), ahol a paprika mRNS-bél Illumina HiSeq 2000 technolégidval készilt
mind 'paired-end’, mind 'single-read' tipusu leolvasds, mintegy 40 GB fastq fajlba irva. A nagy adathalmazok
feldolgozasat a VIB-UGent Center for Plant Systems Biology (Gent, Belgium) segitségével végeztiik. Roviden: a nyers
read-eket minGségi kontroll (FastQC), szlrés-trimmelés (FastX) utan az akkor rendelkezésre all6 paprika
transzkriptom gy(jteményhez (Ashrafi et al. 2012) illesztettiik (GSNAP), amit e génkészlet egyes génjeihez vald
mennyiségi rendelése (samtools idxstats) kovetett. Mintdk szerinti kvantifikdlds, majd normalizalds kovetkezett R
kornyezetben, EdgeR csomag haszndlataval. Egyéni adatbazist épitettiink (MySQL), mely kés6bb befogadhatta a mas
informdcié forrdsbdl szarmazd kapcsolédd adatokat, mint pl. Trapid (Van Bel et al. 2013), mely statisztikat és
funkcionalis hozzarendelést végzett, valamint a paprika rokon novényeket jobban reprezentdlé MapMan
(Forschungszentrum Jilich GmbH). A kategorizalast és kapcsolddd grafikus elemzést a Python MySQLdb API, Numpy
és Matplotlib csomagjaival hajtottuk végre.

Eredmények

Az 6sszesen mintegy 162.4 millid olvasat ('read') egy 31996 x 18-as tablazatban (a Sanger készlet (Ashrafi et al. 2012)
génjeinek szama x a mintdk szdma), oszlott el. Az atlagos génkifejez6dés XS novényekben altaldban magasabb volt,
mint GDS novényekben. A XEU fert6zés mindkét névényben a gének tobbsége aktivitdsanak fokozatos csokkenését
okozta. Megadott mennyiségi jellemz6k mellett (kifejez6dés-kilénbség rata legaldbb 2-szeres, 'False Discovery Rate'
nagyobb, mint 0.05) meghatdroztuk, mely gének fejez6dnek ki differencidltan, eltérGen, az egyes kezelések kozott,
azok pdronkénti dsszehasonlitasa soran. A 15 lehetséges kezelés part Gsszesitve 8906 (28%) ilyen gént (DE-gén)
kaptunk. A tovabbiakban e DE-génekrdl lesz sz6.

A DE géneknek mintegy 76-81%-a csak az egyik (6 vagy 24 draval fertézés utan) idépontban valtozott, a maradék
mindkét idépontban: ezek tulnyomé része 6 éraval a fert6zés utan visszaallt az eredeti allapot kdzelébe.

A GDS és XS vonalak 756 gén (2.43%) aktivitdsdban kilonboztek mar a fert6zés pillanataban is (0. éra), A 756 DE gén
2/3-a az XS-ben volt aktivabb.

6 Oraval a fert6zés utan ez a kiilonbozet 2606-ra nétt, és majdnem négyszer annyi gén mozgosult a GDS-ben (3843),
mint XS-ben (1008). Ekkor a kdzbsen (GDS- és XS-ben is) valtozd gének aktivitasanak nagy tobbsége ugyanolyan
irdnyban valtozott, de a GDS-ben nagyobb mértékben, mint az XS-ben. A 0. érdban emlitett, XS-ben magasabb
szinten atirddé gének 2/3-a 6 éra utan is megtartotta ezt a pozicidjat.

6 és 24 6ra kozott mar az XS-ben volt nagyobb aranyu valtozas (2466) a GDS-hez képest (1859). A két ndvényben a
korrelacié ekkorra megszlint a kdzosen valtozd gének aktivitas irdnyat tekintve, a DE gének szama 24 éraval a
fert6zés utan 4691-re nétt.

0-24 6ra tavlataban elmondhaté, hogy GDS novények transzkriptomja sokkal jobban valtozott, mint az XS-é, s hogy a
mindkét novényben valtozé gének kb. fele eltéré irdnyt vett, masik felének 83%-a pedig a kdzosen csdkkend
aktivitasu DE gének.

Els6sorban a gének funkcidit szandékoztuk meghatarozni, melyet alapul véve a késGbbi kutatasi Iépések tervezhetdk.
Hasonlé géneket kerestiik a PLAZA2.5 novényi adatbazisban TRAPID és Mapman eszkozok segitségével, melyek
homoldgia alapjan a paprika génekhez ontoldgiai (GO) és fehérje domén (INTERPRO) funkcionalis kategdriakat
rendelnek. A génekhez rendelhet6 kategéridkat rangsoroltuk (TRAPID), viszonylagos feldusuldsuk (‘enrichment')
szerint. igy 443 GO és 163 INTERPRO kategdridra szlkiilt a mennyiségileg legjelentésebb funkcidk kére. A GO
kategdridk bonyolult ala- és folérendeltségi kapcsolatai miatt az adatok dbrazoldsat tovabb egyszerdsitettiik REVIGO
eszkozzel. Eszerint a GDS és XS vonalak kdzott a legfontosabb kiilonbségek olyan bioldgiai folyamatokban vannak,
mint a biotikus stressz valaszok, kromatin szerkezet, oxidacid-redukcio (elektron szallitas, fotoszintézis) és szénhidrat
metabolizmus, melyek elsGsorban a sejtmagban, szintestekben és sejtfalban mennek végbe.

Megvitatas

A 756 DE gén kiilonbség 0. draban nem meglepd, tekintve a genetikai kiilonbséget a két vonal kdzott. A GDS és XS
novények tobb kilsédleges jellemzbben is eltérnek, legfeltlin6bb a gylimdlcs szine. A gds rezisztencia génen kivili



genetikai kilonbségeket célszerd lett volna a novényekbdl keresztezésekkel eltlintetni, de ez id6 és kapacitas hiany
miatt nem tortént meg. A rezisztencidra jellemz6 hatas azonban, mintegy kigyUjtve, tetten érhetd a baktérium
reakcioin, elvaltozasain: és ez volt az egyik oka annak, hogy a folytatasban igyekeztiink a patogént egyre inkdbb
el6térbe helyezni. A masik ok az, hogy a kérokozd oldala sokkal kevésbé ismert. Ezért a projekt végén pedig olyan
RNS szekvenadlas kisérletbe kezdtiink, melyben a kérokozd RNS-eit megprobaltuk értékelheté mértékben feldusitani,
un. dudl szekvenaldst megvaldsitva. Ez a munka jelenleg még folyamatban van.

Altaldban a fertézés inkabb gatolta, mint stimuldlta a génatirast. Ez a jelenség kapcsolatban lehet azzal a gyakori
megfigyeléssel, hogy a novény-mikroba kolcsonhatdsok soran az er6forrasok felhasznaldsa datcsoportosul a
novekedés-egyedfej6désrél specidlisabb teriletekre, mint pl. masodlagos anyagcsere stb.

A fert6zés korai id6szakaban a két névény hasonléan reagdlt, de a GDS valasza felilmulta az érzékeny novényét,
b6vebb és erésebb volt. Ismeretes, hogy az érzékeny névény anyagcseréje felett a virulens baktérium effektorai
részben Aatveszik az iranyitast, s hemibiotrokohoz illéen, elnyomjak a védekezd reakcidkat, hogy viszonylag
haboritatlanul szaporodhassanak. A rezisztens novényben az észrevétlenség stratégidja nem miikoédik. Ennek az
elvnek itt szép példajat lathattuk a DE gének szamanak dinamikajaban.

A kozeli rokon dohanyban, a PTI és ETI transzkriptom Osszevetésénél szintén nagyfoku atlapolddast taldltunk 6
oraban (*Bozsé et al. 2016), s ezek az adatok felhasznalhatok a PTI - GDS rezisztencidk dsszevetésében paprikaban.
S6t, ezek a dohdnyos kisérletek farmakoldgiai mddszerek segitségével ramutattak egyes, pl. foszfolipdzokat
szerepeltet( jelatviteli utakra a PTI-ben, és tobb, paprikaban is tesztelhetd jelatviteli Utra, melyet a virulens kérokozé
manipuldl a gazdanévényben.

A korai id6szakban emlitett atfedés a GDS és XS transzkriptomja kozott kés6bb nagyon lecsokkent, tehat a fert6zésre
adott kétféle valasz tartalmilag vagy min&ségileg egyre tavolodott egymastdl. Mindez amellett tortént, hogy 24 éréara
sok (6-700) gén visszadllt az eredeti allapotba mindkét névényben.

Az ismertetett trendekben szerepl6 géncsoportok tartalmat megismerve géncsendesitési kisérletekbe kezdtink (Id.
DE gének csendesitése c. fejezetet), mely részben arra is alkalmas, hogy qPCR segitségével igazolja az RNS
szekvenalds eredményeit.

DE gének csendesitése

Bevezetés

az RNS szekvenalas egyik fontos célja a kezelések soran kiilonbdz6 mértékben kifejez6d6 (DE) gének kijeldlése. Ezek
a gének feltehetGen részt vesznek a ndvényi védekezési vélaszok kialakitasaban és/vagy befolyasolasaban a GDS és a
fogékony (XS) novényekben. A géncsendesités kézenfekvé mddja egy-egy gén szerepe kideritésének. Az RNS
szekvenalas funkciondlis folytatasaként ezért virus-indukalta géncsendesitési kisérleteket (VIGS) végeztiink. Célunk
az volt, hogy tobb informaciot kaphassunk néhany olyan DE génrdl, melyek kitlintek a kezelések kdzotti expresszios
kiilonbség nagysaga alapjan.

Modszerek

El6szor ellenériztik a kivalasztott gének kifejez6désének eltérését kvantitativ RT-PCR-el, majd 250-450 bp cDNS
szakaszokat klonoztunk a TRV (Tobacco Rattle Virus) vektorba. A cDNS szakaszoknak géncsendesités célu
specificitasat is ellendriztik (VIGS tool, Sol Genomics Network). Arra térekedtiink, hogy a lehetd legkevesebb nem
céliranyos géncsendesités torténjen, ill. hogy ezek a géndarabok Nicotiana benthamiandban is m(kodjenek (a
Solanaceae csalad génjei kozotti nagy hasonlésag ezt lehet6vé teszi). A N. benthamiana bevondsa azért volt fontos,
mert egyrészt ez a ndvény a Solanaceae csaldd modell névénye, masrészt a géncsendesités nagy hatékonysaggal és
biztonsaggal m(ikodik benne. Mivel kordbban laboratériumunkban nem folytak paprika géncsendesitési kisérletek,
ezért elSkisérleteket végeztiink a hatékonysaganak novelése érdekében. Tobbféle fert6zési modszert, virus vektort
és kornyezeti paramétert is kiprobaltunk.



Kilenc géncsendesitési konstrukciot készitettiink és teszteltiink. Az ezekkel csendesiteni kivant gének a novényi
valaszok kiilonb6z6 folyamatait érintik: pl. szalicilsav anyagcsere, terpén szintézis, glikolizis, jelatvitel (sejtfellleti
szignal fehérje), protein lebontas (cisztein proteaz), sejtfal szerkezet (cisztein-gazdag fehérje).

A géncsendesités védekezésre gyakorolt hatdasara a kompatibilis koérokozdk szaporodasanak mérésével
kovetkeztettiink (mddszert Id. Sejtszamlalds c. fejezetben). A N. benthamiana esetén a baktérium a Pseudomonas
syringae pv. tabaci volt, paprikdban a XEU. A levelekbdl 3 nappal a fert6zés utdn vettiink mintat a kilénb6z6
géncsendesitési konstrukcidkat képviseld ill. az Ures (géncsendesitési inszertet nem tartalmazé) vektorral kezelt
novényekbdl.

Eredmények

N. benthamiana esetén a géncsendesités bizonyos gének esetén fenotipusos valtozdst is eredményezett. igy
rovidebb szartagokat és s(ir(ibb eldgazasokat lehetett észrevenni a terpén szintézis, és a sejtfellileti szignal fehérje
konstrukcidk csendesitése esetén. Ugyanakkor ezt a fenotipusos valtozast nem lehetett a paprika névények esetében
megfigyelni. A N. benthamiana esetében az ismételt kisérletekben a szalicilsav anyagcserét (a szalicilsav inaktivalasat
eredményez6 mddositast) befolydsold gén csendesitése volt hatdssal a baktérium sejtszamara, mivel az alacsonyabb
értéket ért el a kontrollokhoz képest (kb. 75%-al kevesebb baktérium).

Megvitatas

A fenotipusos valtozdst eredményezhette a N. benthamiana-ban az erGsebb géncsendesités, a hormonhaztartas
egyensulyanak megbomldsa, vagy esetleg a nem kivanatos nem célszekvenciat érinté csendesitési folyamat is. A
fenotipus valtozas jelent6ségének esetleges szerepe a védekezési gén funkcidjaban még feltdratlan és késSbbi
vizsgalatok vezethetnek valaszhoz.

A szalicilsav esetleges szerepét a GDS és az XS novények kozotti kiilonbségek kialakitdsdban kordbban mdasok altal
elvégzett vizsgalatok is mutattak melyek mennyiségbeli kiilonbségeket mutattak ki. Sajat kutatasok a PTl-ra nézve a
szalicilsav felé vezet6 fenilpropanoid Uti enzimek inaktivitdsara utalnak, a lignin szintézis génjei viszont aktivak
(*Szatmari et al. 2004). Ez részleges hasonldsag lehet a GDS-sel. Paprika esetében a GDS novényben csendesitett
cisztein protedz esetében lehetett kb. 40%-al kevesebb baktériumot detektdlni a kontrollhoz képest. A cisztein
protedzok a védekezési folyamatok kilonféle |épéseiben vehetnek részt a jelatvitelt6l kezdve a kérokozora torténd
kozvetlen hatasig, melynek pontositdsa ugyancsak tovabbi kutatdsi teriilet lehet.

Metabolomika - direkt bioautografia

Bevezetés

Ez a megkozelités, a genomikai és proteomikai mellett, szintén egy széles bazisu vegyiletcsoportbdl (kismolekukak,
féleg els6dleges és masodlagos anyagcsere termékek) indult ki, a csoport tagjainak egy bizonyos tulajdonsagat -
antibakterialis hatas els6sorban Xanthomonas euvesicatoria-val (XEU) szemben - keresve. llyen, a baktériumra
kozvetlenil haté anyag(ok) jelenléte egy rezisztens névényben feltételezhets, és hozzajarulhat a baktérium-ellenes
mechanizmusahoz. Ezért elsGsorban a paprika novényben kerestiink ilyen vegyiileteket. Az irodalomban szinte csak a
gylimolcs kapszaicin anyaganak hatdsairdl van szo, és ismert egy, baktériumokat in vitro gatlo, hiperszenzitiv reakcié
soran indukalt vegylletcsoport (kumaroil-, ill. feruloil-tiramin, Newman et al. (2001)) paprika levélben.

Kutatasainkat kiterjesztettilk mas novényekre is, hogy a Xanthomonas névénypatogénnel szemben eredményesen
alkalmazhatd vegyiletekhez jussunk, melyek késGbb potencialis jeldltek lehetnek a novényvédelem szempontjabal.

Az 0 antibakterialis vegylletek keresése noévényekbdél rendkivil fontos az antibiotikum rezisztencia elterjedése
miatt, és ez a kutatasi irany konkrét anyagokkal szolgdlhat a gyakorlati hasznosithatosdag érdekében. Az
antibakterialis hatas, altaldanosabban a bioldgiai aktivitassal rendelkez6 molekulak minél célravezetSbb, gyorsabb és



olcsdbb meghatdrozasa is célunk volt névényi kivonatokbdl, amihez megfelel6 mddszert fejlesztettiink a Biokémiai
Csoporttal kialakult kooperacidban.

Modszerek

Kromatografids eljaras(ok)hoz csatolt mikrobioldgiai vizsgalati mddszereket alkalmaztunk és szamos, ehhez
kapcsolhatd modern technoldgiat alkalmaztunk (Id. 1. Tablazat), melyeket tovabb itt nem részleteziink, csak a
paprikara vonatkozo részeket. A paprika vizsgdlatokhoz leveleket és gyokereket is bevontunk. Az aktiv anyagokat
50%-o0s etanollal és acetonnal vontuk ki. Mas novények esetében illdolajat illetve olddszeres kivonatokat vizsgaltunk.
ElGsz0r az alap-rendszert irjuk le: ez a vékonyréteg kromatografidhoz (TLC) csatolt direkt bioautografia (DB), melyhez
az anyagok izolalasi-meghatarozasi folyamataban tobbszor is vissza lehet és kell térni (*Mdéricz and Ott 2015). Az
extrahalt paprika mintakat n-hexan-etil-acetat 30:70 aranyu eluenssel futtattuk normal fazisu (szilikagél) TLC lapon. A
felbontds minGségét DB vizsgalatokkal igazoltuk. A DB alatt a kifejlesztett TLC lapot baktérium-tapoldat
szuszpenzidba merittettiik, ami lehet6vé teszi, hogy az elvalasztott komponensek a rétegen in situ gatoljdk vagy
serkentsék a tesztorganizmus novekedését. Az antibakteridlis aktivitds kimutatdsat a baktériumok vitdlis
(életképesség) festésével végeztik XEU és Bacillus esetében, és hitott digitalis kamerdval lumineszcens
baktériumoknal (P. s. pv. maculicola, A. fischeri). Az igy meghatdrozott retencids faktoru aktiv foltokkal, az
elvalasztast és bioaktivitas igazolasat kovetben, derivatizalasi (szarmazékképzési) kisérleteket végeztiink. A rétegrél
vald izolalast tisztasag és aktivitds vizsgdlatok, majd nagymdszeres analitikai mddszerek kovették, esetenként
standard anyagok szerepeltetése mellett.

Eredmények

Mddszereink hatékonysaga terén el6rébb kellett jutnunk, ezért tobb fejlesztést is végeztiink, és ezekhez kdthet6 az
eddigi publikacidink tdlnyomo része. A fejlesztés érdekében is el kellett térni a paprika rendszertdl, mivel a paprika
igen szegénynek bizonyult baktérium gatld anyag tartalom tekintetében. A sajat Xanthomonas torzsiink sem volt
idedlis teszt objektum, és bar megoldottuk bevezetését a TLC-DB rendszerbe (*Mdricz et al. 2015b), ezért mellé
tovabbi teszt-baktériumokat tarsitottunk (pl. lumineszcens baktériumok (*Horvath et al. 2013), melyekkel a
maddszertani munka megbizhatobba és gyorsabba valt). Ezt fontos volt kidolgozni, mivel ez a |épés (DB) iterativ
jellegl. A mddszer fejlesztése soran tobb noévényfajbdl tobb antibakterialis anyagot sikerilt kivonni, melyek (pl. a
transz-krizantenol kivételével) gatoltak a XEU-t, mig mas baktériumokra masképpen hatottak (Id. 1. Tablazat és az itt
idézett cikkek). Az anyagok meghatdrozasahoz alkalmazott kapcsolt technolégidkat attekintettiik (*Moricz and Ott
2017).

A TLC-s vizsgalatokban paprikabdl az 50%-o0s etanolos és az acetonnal kivont mintdk voltak legjobban kezelheték, és
a legjobb felbontast a szdmos kiprébalt eluens kdzil a n-hexan-etil-acetat 30:70 aranyu olddszer elegye adta. A DB
vizsgdlatok soran a B. subtilis és a XEU ellen is hatékonynak bizonyult 3 elvalasztott anyag, melyek Rf-értéke 0,1, 0,2,
és 0,44. Extrahaldsi médszereinkkel nem talaltunk kiilonbséget a nem fert6z6tt és fert6zo6tt paprikak kozott, viszont a
GDS paprikdbdl szarmazdé mintdk altaldaban kifejezettebb hatdst mutattak ugyanazon Rf-értékeken, ezért a
vizsgdlatainkat a GDS paprika mintdkkal folytattuk tovdbb. Természetesen ezen anyagok az XS paprikdban is
megtaldlhatdak, de kisebb mennyiségben. A derivatizaldsi tesztek sordn az antibakterialis hatdsu foltok, a primulin
reagens esetében mutattak aktivitast. A primulin a lipofil anyagok, mint a zsirsavak és szarmazékaik kimutatdsara
alkalmas. Az eredmények fényében a GDS gyokér és levél extraktumokat zsirsav standardokkal (linol-, linolén- és
olajsav) is megfuttattuk egymas mellett. A futtattas igazolta, hogy az egyik aktiv folt (Rf: 0,44) egy zsirsav. Az aktiv
foltban Iév6 anyag eludlasat etanollal végeztiik. Az anyag tisztasagardl és aktivitasardl vissza-kromatografaldssal és
DB-vel meggydz6dtiink. A pontos meghatarozas érdekében HPLC-DAD-ESI-MS mliszerrel igazoltuk a standarddal
megegyez0 retencids idd, UV-spektrum és MS-spektrum alapjan, hogy az izolalt anyagunk a linolsav.

1. Tablazat DB altal irdnyitott technoldgidk antibakteridlis anyagok meghatdrozéasara

BAKTERIUMOK BIOAKTIV ANYAGOK TECHNOLOGIAK (TLC-DB mellett) REFERENCIA

A,P eukaliptol, GC, GC-MS *Horvath et al. 2013
eugenol,
t-fahéjsav aldehid
timol

terpinén-4-ol



A,P tobbféle OPLC, SPME-GC/MS, HPLC/MS/MS *Méricz et al. 2013

A,B,P,X szklareol GC-FID, GC-MS, HPLC-MS *Mbébricz et al. 2015b
linalool
linalil acetéat
karvon

A,B,P,R,X t-krizantenol HPTLC-DART-MS, SPME-GC-EI-MS *Mbébricz et al. 2015a

cis-krizantenol
t-krizantenil acetéat

A,B,P,X pl. spiroéterek, BioArena, TLC, HPTLC, OPLC *Mbébricz and Ott 2015
alfa-biszabolol

A,B,L,P,X matrikdria észterek HPTLC-DART-MS, HPTLC-ESI-MS, *Mbébricz et al. 2016
flash-C, NMR, SPME-GC-EI-MS,
HPLC-ESI-Q-TOF

A,B,M,S,X linolsav HPLC-DAD-ESI-MS *Kriizselyi et al. 2016b
olajsav
A,B,E,L,M, linolsav infusion-transfusion OPLC, *Méricz et al. 2017
P,S,X linolénsav HPLC-DAD-ESI-MS/MS,
onopordopikrin flash-C, NMR

A, Aliivibrio fischeri; B, Bacillus subtilis; E, Escherichia coli; L, Lactobacillus plantarum;
M, methicillin rezisztens Staphylococcus aureus; P, Pseudomonas syringae pv. maculicola; R,
Ralstonia solanacearum; S, Staphylococcus aureus; X, Xanthomonas euvesicatoria; t-, transz-;
OPLC, 'Overpressured Layer Chromatography'; FID, 'Flame Ionization Detection'; DART, 'Direct
Analysis in Real Time'; SPME, 'Solid-Phase Microextraction'; EI, 'Electron Impact'; flash-C,
'flash chromatography'

Megvitatas

Modszer-egyiittest fejlesztettliink ki, melynek segitségével hatékonyabban, egyszerlbben és olcsébban juthatunk el
valamely kivant tulajdonsagu (antibakterialis) anyaghoz, kiilonb6z6 névényi alapanyagbdl. Az altalaban csak human
kornyezetbdl szarmazo tesztbaktérium-panelt bévitettiilk 3 novénypatogén fajjal, ami egyeduilallé. Paprikabdl sikerdlt
3 XEU-t gatld anyagot kimutatni, melyek preformaltak, vagyis eleve jelenlevék, nem a fert6zés indukalja 6ket. Bar a
GDS némileg aktivabb volt ebben a tekintetben, nem tartjuk valdszinlinek, hogy e 3 anyag valamelyike meghatarozé
lenne a GDS mechanizmusaba. A GDS és/vagy az alapvetd rezisztencia egyik komponenseként viszont el lehet 6ket
képzelni. Az egyik anyagot linolsavként hatdroztuk meg, ami érdekes mddon egy elsGdleges anyagcsere termék.
Tovabbi érdekesség, hogy a linolsav hatds spektrumaba ismereteink szerint csak a Gram-pozitiv baktériumok
tartoznak bele. Kérdés, hogy eljut-e, s ha igen, milyen médon, ez az anyag a baktériumhoz, mely kéztudottan a
névényi sejteken kivil helyezkedik el. Legegyszer(ibben a kiilonb6z6, sejten belili helyeken tartézkodd anyagok a
gazdasejt haldlaval és az azt kovetd szétesésével keriilhetnek a baktériumok kozelébe, de GDS esetében a gazdasejt
épen marad, nincs hiperszenzitiv reakcio.

Proteomika

Altalanos Proteomika

Bevezetés

A proteomika segitségével egyszerre, parhuzamosan, sok adat gy(ijthetd olyan molekulacsoportrél (fehérjék), mely
rendkivil sokoldald funkciés és lokalizacids lehetdségei révén akdr kozvetlenil is részt vehet a baktérium
visszaszoritasaban. Ezt a gondolatot tovabb vive, azokat a fehérjéket kerestik, melyek kozvetlen kapcsolatba

kerllhetnek a fert6z6 baktérium sejtekkel, vagyis a sejtfalbél viszonylag kénnyen kimoshatd, kioldhatd fehérjéket.
Ezeket az Un. "sejtkdzotti mosofolyadék” tartalmazza.



Modszerek

A standard kezelést végeztink (Id. Kezelések c. részt; fert6zés: XEU 1e8 sejt/ml ddzisban). A proteomika feladat
kivitelezésére el6szor kétdimenzids elektroforézist (2DE), majd ennek fehérje jel6léses valtozatat (DIGE), terveztiik,
végil azonban a legérzékenyebb mddszert, az UPLC-MS-MS-t (MTA TTK MS Proteomikai Kutatdcsoport) valasztottuk,
fehérje jelolés nélkil. (A valasztas egyéb okait bévebben taglaljuk a Tervtdl vald eltérések indoklasa c. részben.)
Szekvencidlis fehérje kioldast végeztiink a sejtfalbdl Boudart et al. (2005) munkdajabdl és az MS labor visszajelzéseibdl
kiindulva. A sejtkozotti mosofolyadék lehets legkiméletesebb és leggyorsabb kinyerésére médszert fejlesztettiink, s
mivel ez fehérjére nézve nagyon hig, dusitdsdra és fehérjére nézve tisztitdsdra metanol-kloroform alapu kicsapasi
maddszert dolgoztunk ki. A sejtkozotti moséfolyadékbdl, annak kicsapasa el6tt, az alakos elemeket eltdvolitottuk.

A kicsapott fehérjéket ultrahang segitségével 0,2%-0s Rapigest, 8M urea elegyében visszaoldottuk. A mintakat ezt
kovetben redukaltuk, alkilaltuk, majd LysC és tripszin enzimekkel megemésztettik. A képz&dott peptidkeveréket C18
spin oszlopon sdémentesitettiik, majd nanoUHPLC-MS/MS technikéaval (Dionex Ulimate 3000 - Bruker Maxis Il ETD)
analizaltuk.

Adat feldolgozds: A nyers gépi (tomegspektrometriai) adatokat Byonic keresé motor szoftver csomag (Protein
Metrics Inc.) segitségével dolgoztuk fel, az UniProt adatbazis paprika és Xanthomonas peptideket tartalmazé
rekordjait alapul véve. A spektrumokbdl és a hozzajuk tartozd fehérje taldlatokbdl allé adathalmazt adatbazisba
(MySQL, Oracle) szerveztiik, az adatbazis normalizdltuk. A nagyobb automatizaciot igényl6 lekereséseket az
adatbazisbdl a Python MySQLdb, a numerikus és grafikus feldolgozast els6sorban a Python Numpy és Matplotlib
csomagok segitségével végeztiik. Az UPLC-MS-MS modszer inkabb kvalitativ, mint kvantitativ értékelést tesz
lehetévé, egy egyszer(i kétlépcsGs normalizaciot is alkalmaztunk a nagyobb mennyiségi kilonbségek felkutatasara.

Eredmények

Mintanként (18 minta) 17000 - 20000 spektrumot lehetett kb. 4000 - 5000 peptidhez rendelni, utébbiak pedig kb.
800 - 1000 fehérjéhez tartoztak (Uniprot-Swissprot adatbazis paprika és Xanthomonas rekordjai alapjan).

Mindosszesen kb. 1400 féle fehérjére kaptunk taldlatot (azonositottunk), ami tébb, mint kétszerese az elGzetes 2DE
analizis sordn becsiilt fehérje foltoknak (kb. 600). Az 1400 fehérje kozil kb. 240 (17%) volt Xanthomonas-¢é, de az
innen szarmazé Osszintenzitds (ami a fehérje mennyiségére utal) csak 1.5%-a volt a névényének. Ennek a 1.5%-nak is
majdnem 80%-a jott a 24 doras XS (érzékeny) ndvényi mintdbdl. A mddszer még endofiton baktériumok egyes
fehérjéit is kimutatta, és bar a mennyiség igen kevés, a GDS mintdkban konzekvensen nagyobb és id6ben allandé
volt az 6sszintenzitds, mint az érzékeny levélben, ahol kisebb volt és id6ével csokkent.

Mivel a kvalitativ elemzés ennél a mddszernél testreszabottabb a kvantitativnal, a kezelések fehérjéiben mutatkozé
kiilonbségeket a kezeléseknek megfelel6 csoportok szdmaival mutatjuk be. A kvantitativ (intenzitds-normalizalast
kovetd) elemzés ezeket az eredményeket megerdsitette.

288 fehérje kozosen el6fordult mind a 18 mintaban, és tovabbi 158 legalabb 2 ismétlésben megvolt valamennyi
mintabdl: ez egyitt kb. a fehérjék 30%-a, tehat 70%-uk része volt valamilyen kiilénbségnek a kezelések kozott.

Az érzékeny novényekbdl kb. 15%-kal (23%-kal ) tobb féle fehérje volt kimutathatd, mint a GDS-bél, de a kiilonbség
nagyobb része volt bakteridlis eredetli, mint novényi. Az dsszintenzitas (fehérje mennnyiség) mar 19%-kal volt tobb
az érzékeny névényben, mint GDS-ben.

Idébeni dinamika:

A kvalitativ elemzéshez fehérje csoportokat allitottunk fel az id6pontoknak (0, 6 24 éra) és organizmusnak (2 novény,
baktérium) megfeleléen és ezen csoportokhoz tartozd fehérje taldlatok szamanak kezelésparonkénti
Osszehasonlitdsabdl készitettiik az 2. Tablazatot. Kbvetkeztetésekeink:

Baktérium fehérjék:
A Xanthomonas fehérje talalatok szama id6ben nétt érzékeny névényben, ahogy ez varhatd is volt, sokkal nagyobb
mértékben, mint a GDS névényekben. igy pl. 24 éraban (1 nappal a fert6zés utén) az érzékeny XS névényben 129-cel



tobb fehérje volt azonosithatd, mint GDS-ben. Az XS névényben, 24 draban, a bakteridlis fehérje talalatok szamanak
novekedése joval elmaradt a bakteridlis MS jel intenzitds novekedésétdl, jelezve, hogy az Osszes jelentGsebb
extracellularis fehérjét detektaltuk a baktériumbal.

Novényi fehérjék:

GDS-ben 6 drdban volt a legtobb talalat, ekkor tehat egyértelm csucs taldlhato, 24 éraban az extracellularis fehérjék
szama latvdnyos mélyponton volt. Az érzékeny névényben id6ben folyamatos (kb. 20%-os) taldlatszam névekedés
volt. 6 drdban a két novény jobban hasonlitott egymdsra, mint akdr a 0 éraban. Az Osszintenzitas kissé masképp
alakult, fokozatosan nétt az idével mindkét névényi vonalban, bar az érzékenyben nagyobb mértékben, ami 24 6rara
kb. a 2-szeres a kezdethez képest (GDS-ben 1.7-szeres). Mint emlitettiik, az dsszintenzitds értékébe a baktériumok
csak kis mértékben szélnak bele.

Fert6zés uta 24 draval mar egyértelmdien, messze a legnagyobb kilonbséget lattuk a két novény kozott. A rezisztens
GDS-ben detektalt fehérjék szama visszaesett, mig az érzékeny novényben még tovabb nétt.

A 2. Tablazatban szerepl6 fehérje csoportok funkciondlis tartalmat itt nem részletezzik, tekintettel arra, hogy az
adatok még nincsenek lekdzolve

2. Tablazat: Kezelés parok fehérje készletének kiilonbségeil és atfedései,

paprika és Xanthomonas fehérjék szerinti bontéasban. Zardjelben az idépont
fertézés utan. XS, érzékeny ndvény; minusz "-" jel, bal oldali kezelésben
jelenlevé, de a jobb oldaliban hidnyzé6 fehérjék; &, bal és jobb oldali kezelések
kozos fehérjéi. "Megtaldlhatd" az a fehérje, mely a 3 ismétlés koziil legalébb
2-ben ott volt, "nem megtaldlhatd" az, ami egyik ismétlésben sincs. Ez a
szigoritéds a kiildonbségeknél szlkiti az eredményt)

Xanthomonas fehérjék:

GDS (0) : 10 XS (0) : 7

GDS (6) : 34 XS (6) : 48

GDS (24) : 51 XS (24): 201

GDS (0) -GDS (6) : 1 GDS (6) -GDS (0) : 20 GDS (0) &GDS (6) : 7
GDS (6) -GDS (24) : 6 GDS (24)-GDS (6) : 20 GDS (6) &GDS (24) : 22
GDS (0)-GDS (24): 3 GDS (24)-GDS (0) : 39 GDS (0) &GDS (24) : 5
GDS (0) -XS (0) : 2 XS (0) -GDS (0) : 0 GDS (0) &XS (0) = 6
GDS (6) -XS (0) : 0 XS (6)-GDS (6) : 6 GDS (6) &XS (6) : 29
GDS (24)-XS (24): 4 XS (24)-GDS (24) : 129 GDS (24) &XS (24): 46
XS (0)-XS(6) : 1 XS (6)-XS (0) : 34 XS (0) &XS (6) : 6
XS (6) -XS5(24) : 5 XS (24)-XsS(6) : 128 XS (6)&XS(24) : 41
XS (0) -XS(24) : 0 XS (24)-XS(0) : 176 XS (0) &XS (24) : 6
Paprika fehérjék:

GDS (0) : 700 XS (0) : 650

GDS (6) : 744 XS (6): 743

GDS (24) : 639 XS (24): 780

GDS (0) -GDS (6) : 33 GDS (6) -GDS (0) : 55 GDS (0) &GDS (6) : 603
GDS (6) -GDS (24) : 83 GDS (24)-GDS (6) : 33 GDS (6) &GDS (24) : 565
GDS (0) -GDS (24) : 74 GDS (24)-GDS (0) : 46 GDS (0) &GDS (24) : 541
GDS (0) -XS (0) : 54 XS (0)-GDS (0) : 14 GDS (0) &XS (0) : 584
GDS (6) -XS (6) : 32 XS (6) -GDS (6) : 27 GDS (6) &XS (6) 638
GDS (24) -XS(24): 53 XS (24)-GDS (24) : 151 GDS (24) &XS (24): 532
XS (0)-XS(6) : 17 XS (6) -XS (0) : 84 XS (0) &XS (6) : 594
XS (6)-XS (24) : 89 XS (24)-XS(6) : 134 XS (6) &XS (24) : 577
XS (0) -X5(24) : 54 XS (24)-XS(0) : 172 XS (0) &XS (24) : 535

Megyvitatas



A tomegspektrometrids maddszer joval érzékenyebbnek bizonyult a 2DE-nél, és az automatizacid részletesebb,
rendszerszint(i adatelemzést tett lehetGvé. Az érzékenységet jellemzi, hogy az UPLC-MS-MS 6 és 24 o6raban mar
jelezte a baktériumok szdmanak novekedését.

Az endofitonokra jellemz6 fehérjék adatai azt sugalljdk, hogy a kérfolyamat, a gazdanovény betegsége ezekre az
egyutt él6 baktériumokra negativ hatassal van. Ez kilénleges, mivel a virulens baktériumoknak jobban ismert az a
hatdsa, hogy az egyéb jelen levé baktériumok, pl. szaprofitonok szamdra a noévényben kedvezébb feltételeket
teremt.

Az extracellularis fehérjékben a kezelések nyoman kialakult 70% kordli variabilitast magasnak tartjuk, tehdat ez a
proteom kilonosen érzékenyen reagal a fert6zésre. Ebben az idGszakban a novényi hirvivé RNS-eknek "csak"
mintegy negyede fejez6dott ki kiilonbdz6képpen (Id. Transzkriptomika c. részt).

Ugy latszik, hogy fert6zésre a sejten kiviili proteom élénkebben reagdl érzékeny levélben, mint a GDS-ben. Az
extracellularis proteom ezen indukdlt valtozdsa feltehet6en a baktérium elszaporoddsat segiti, vagy sérilés
kovetkezménye lehet. Az utdbbinak ellentmond a tlinettani megfigyelés (Id. Tlinettan c. fejezet). Mivel 6 6raban a
két névényben azonositott fehérje készlet feltlin6en hasonlé volt, e korai id6szakban valamilyen altalanos valaszra
(is) lehet gyanakodni, mint pl. a PTI. Az emlitett 6 6rai fehérje taldlatszam csucs GDS-ben emlékeztet a génatirds
aktivitdsanak erfs novekedésére is ebben az idGpontban, ebben a novényvonalban (ld. Transzkriptomika c.
fejezetet). A novényekben azonban a géndtirast rendszerint tobb 6ras kdzbensd folyamatok kovetik a fehérjék
megjelenéséig és fbleg szekrécidjdig, tehat nehéz a transzkripciét és az extracelluldris proetomot idében
Osszeegyeztetni

24 o6radban (24 o6raval a fertGzés utan) a két novényben ellentétes irdnyu fehérje szekrécids stb. folyamatok
eredményezték a tapasztalt nagy kiilonbséget, melyrél a funkciondlis elemzés tobbet arul el.

Glikoproteomika

Bevezetés

A fehérje glikozildlas a legsokoldallbb valtoztatas tipus fehérjéken a transzlaciot kovetden. A glikozilalds alapvetéen
megvaltoztatja a fehérjék tulajdonsagait, ezzel kihat a strukturdlis, enzimatikai és jelatviteli folyamatokra is. Mintdink
el6zetes proteomikai LC-MS-MS futtatdsa sordn feltlint a peptidek nagyfokd modifikdltsaga, amirél kés6bb kideriilt,
hogy elsésorban glikozilacidnak kdszonhets. Erdekes, hogy az ismert bakteridlis glikoproteinek a sejt felszinén
helyezkednek el, tehat a gazdaszervezetnek leginkabb kitett részen. Mégis, fontossaga ellenére ez a téma még
kevéssé ismert gazda-baktérium kapcsolatokban. Ezért Ugy dontottiink, hogy részleteiben is megvizsgaljuk.

Modszerek

Az Altalanos Proteomika c. fejezetben emlitettek szerint jartunk el a fehérjék minta elSkészitéséhez, affinitas
kromatografias eljardsokat mell6zve. A glikozilalt fehérjék kimutatdsdhoz a nagymdszeres protokoll és az azt kévets
adatfeldolgozas részben eltért, annak érdekében, hogy N-glikdnokat hatarozhassunk meg a mintakbdl.

Eredmények

Peptidek:

Az elGallt MS spektrumok 6sszesen kb. 21000 féle peptidet hataroztak meg. Ezek 20%-at Iattuk glikozilalt allapotban,
mintegy 60 db-ot pedig 2, esetleg 3 féle glikdnnal is. Nem lattunk olyan peptidet, ami el6fordult volna glikozildltan és
glikdn nélkil is. A glikdnok monoszaharid Osszetétele szintjén 244 féle kombinaciot szamoltunk, tehat az 0sszeset,
ami névényi adatok alapjan varhato és keresett volt; a predomindns glikdn a Hex5SHexNAc2 volt. A glikan épitékovek
igen valtozatosak (KDN, dHex, HexA, NeuGc, Hex, NeuAc, Pen, Neu, HexNAc) voltak, esetenként kénezett és metilalt
szarmazékokkal.

Fehérjék:



A mintdkban 6sszesen taldlt kilonbozé fehérjék 44%-a, volt olyan, aminek peptid szdrmazékai kozil legaldbb egy
glikoziladlédott - tehat glikoprotein volt. Ezekbdl 76 volt baktérium eredetiinek tulajdonithaté. GDS névényekben 602,
XS-ben 638 féle volt belblik, és eloszlasuk a kezelések kozott altalaban kovette az Altaldnos Proteomika c. részben
vazolt trendeket, amennyiben a GDS névényben 6 éraban csucs volt tapasztalhatod a glikoproteinek szamaban, mig
XS noévényekben szamuk folyamatosan novekedett (3. Tablazat és mas szamitdsok). A glikoproteinekhez tartozo jel
intenzitads -- nagyobb aranyban, mint az 6ssz-fehérjéké, és mint a hozza tartozé fehérjék szama -- mindkét névényben
folyamatosan né6tt. Ezzel egyltt, az egy fehérjére es6é intenzitds glikoproteineknél kisebb volt, mint nem
glikoproteineknél. A glikoproteinek intenzitds részardnya az Osszfehérjéjéhez képest sokkal kisebb (huszada-
otvenede) volt baktériumokbdl, mint novénybdl. Szamuk aranya (kb. 30-40%) ezzel szemben megkdzelitette a
novényekét (kb. 55%). XS novényekben 24 draban a bakterialis glikoproteinek mennyisége (intenzitasa) latvanyosan
megnétt, de mégis kevésbé, mint a nem glikoproteineké. Meghatdroztuk azokat a fehérje csoportokat, melyek
segitségével a kezelések funkciondlisan 6sszehasonlithatdk (3. Tdblazat). Ezeket a funkcidkat itt nem targyaljuk, de
megemlitjik, hogy a pl. a kdzismert MAMP flagellint csak a korai mintakban taldltuk meg, a kései XS novényi
mintdkbdl mar nem.

3. Tablazat: Kezelés parok N-glikozildlt fehérije készletének kiilonbségei és
adtfedései, paprika és Xanthomonas fehérjék szerinti bontdsban. Jelmagyarazatot
1d. az 2. Tabléazatban.

Xanthomonas fehérjék:

GDS(0): 5 Xs(0): 5

GDS(6): 17 Xs(6): 21

GDS (24) : 20 XS (24): 55

GDS(0)-GDS(6): 2 GDS (6) -GDS (0) : 12 GDS (0) &GDS (6) : 3
GDS (6) -GDS (24) : 2 GDS (24)-GDS (6) : 7 GDS (6) &GDS (24) : 11
GDS (0)-GDS (24) : 1 GDS (24)-GDS (0) : 15 GDS (0) &GDS (24) : 3
GDS (0) -XS (0) : 1 XS (0) -GDS (0) : 1 GDS (0) &XS (0) : 3
GDS (6) -XS (6) : 2 XS (6) -GDS (6) : 0 GDS (6) &XS (6) : 14
GDS (24)-XS(24): 1 XS (24)-GDS (24) : 23 GDS (24) &XS(24) : 19
XS (0) -XS (6) : 1 XS (6)-XS(0) : 15 XS (0) &XS (6) : 4
XS (6) -XS (24) : 4 XS (24)-XS(6): 26 XS (6) &XS (24) : 16
XS (0) -XS (24) : 1 XS (24)-XS(0): 48 XS (0) &XS (24) : 3
Paprika fehérjék):

GDS(0) : 391 XS(0): 378

GDS(6): 401 XS (6): 400

GDS (24) : 352 XS (24): 398

GDS (0) -GDS (6) : 18 GDS (6) -GDS (0) : 25 GDS (0) &GDS (6) : 337
GDS (6) -GDS (24) : 37 GDS (24)-GDS (6) : 10 GDS (6) &GDS (24) : 319
GDS (0) -GDS (24) : 36 GDS (24) -GDS (0) : 17 GDS (0) &GDS (24) : 300
GDS (0)-XS(0): 19 XS (0) -GDS (0) : 9 GDS (0) &XS(0): 332
GDS (6)-XS(6): 17 XS (6)-GDS(6): 10 GDS (6) &XS(6): 358
GDS (24) -XS (24) : 28 XS (24)-GDS (24) : 59 GDS (24) &XS (24) : 293
XS (0) -XS (6) : 18 XS (6) -XS (0) : 26 XS (0) &XS (6) : 342
XS (6)-X5(24): 40 XS(24)-XS(6): 44 XS (6)&XS(24): 319
XS (0)-XS(24): 32 XS (24)-XS(0): 46 XS (0)&XS(24) : 316
Megyvitatas

A baktérium oldalt és magat a kélcsonhatast illetéen, az egyetemes ismeretek hidnyossagai miatt, nem kénnyd
eredményeinket értelmezni, de ezen a részletekbe mené funkciondlis analizis valtoztatni fog. Emberi rakos
sejtvonalak fehérje glikanjaival (Holst et al. 2016) 6sszehasonlitva a sejtfalbdl kimosott paprika fehérjék glikanjai és
azok épit6kovei valtozatosabb képet mutattak. A 76 azonositott bakteridlis glikopeptid szdam a legutébbi par év
bévils ismereteinek fényében realisnak mondhatd, elsGsorban a human-baktérium kolcsdnhatds vizsgalatok alapjan
(pl. Tan et al. 2015). Szembet(nd, hogy a baktériumban a glikoproteinek atlagos mennyisége alacsony. A paprika-



Xanthomonas kapcsolatban a glikoproteinek a tébbi fehérjéhez hasonlo iranyban véltoztak a kezelések hatasara, de
kisebb amplitudoval, ami a glikoproteinek viszonylagos stabilitdsara utal. Ez a stabilitas 6sszhangban van azzal, hogy
a legtobb ismert bakterialis glikoprotein felszini, strukturalis, igy akar MAMP szerepet tolt be, mely utébbi fontos
lehet a kérfolyamat kimenetele szempontjabdl. A flagellin hidnya az XS noévényben 24 éraban sejteti, hogy a
baktériumnak ekkorra mar nincs szliksége az ostor altal biztositott mozgasra.
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Tervtol valo eltérések indoklasa

Az alapkérdések és az alaprendszer nem valtozott, a szamos eltérés elsGsorban metodikai természetl. Az eltérések
okai nagyrészt a tudomanyos maddszertan lényeges fejl6dése/fejlesztése a projekt ideje alatt, és néha sajnos a
szakember hidny miatti kompromisszum kényszer(ség is kdzrejatszott.

Genomika: Az eredeti tervekben kvantitativ PCR szerepelt, még kivalasztandd gének alapjan. Ehelyett egy sokkal
adatdusabb, korszer(ibb, prekoncepcié nélkili mddszerre, az RNS szekvendlasra nyilt alkalmunk. Ezzel az egész
projekt egy egységes, alulrél épitkez6, 'omikai' jelleget kezdett Olteni, ami a legalkalmasabb megkozelités akkor, ha
valami Ujat kereslink. A mddszer hatranya éppen a nagy adattomeg, aminek kezeléséhez sokat kellett tanulni. A
"sok" itt éveket jelent, az egyéb feladatok végzése mellett. A tanulas a projektfelelésre harult, nem szeretett volna
elszakadni az adatoktdl és arra szamitott, hogy az id6befektetés hosszu tavon megtéril, mert egyre tébb omikai
projekt indul majd ahol ez a tudas kamatoztathatd. A NOVI-ben ez a mdédszertan Gjdonsag, igy a tanulds dnerébdl
ment, ingyenes alapszoftvereket (MySQL, Python, R, VIM) célba véve. Eljutottunk addig, hogy mar nem jelent
akadalyt nagy mennyiség(, barmilyen tipusu adat kezelése, feldolgozasa. Ezt a rutint mar a proteomikai adatokhoz
mar hatékonyan tudtuk hasznalni. A projekt vége felé forrdsokat csoportositottunk egy kdvetkezé RNS szekvendlasi
ciklusra, ahol igyekeztiink a baktérium partnerre jobban koncentrdlni. Ez utdbbi ciklus értékelésének még az elején
tartunk.

Proteomika: Az eredeti tervekben kétdimenzids elektroforézis szerepelt mint mddszertan. Ezt ki is dolgoztuk, majd
még korszer(ibbé tettlik egy megkilonboztets fehérje festési technikaval ('DIGE'). Ezt egy fiatal segédmunkatarsunk
végezte, de felmondott, miel6tt kiértékelte volna. A helyébe Iép6 munkatarsunk az elemzést nem tudta elvégezni
egy korabbi technikai hiba miatt. Ismételni nem tudtunk, mert ez a munkatarsunk is felmondott, statusat pedig az
Intézet nem tartotta tovabb fenn, pdétolni igy nem tudtuk. Sajnos a tervezett fehérje foszforilacios vizsgalat is erre a
személyre és metodoldgidra épiilt volna. Ezutan felvettlink egy fiatalt, aki be sem jott munkakezdésre, Ugy mondott
fel. 2015 végén pedig szintén egy fiatal segédmunkatars mondott fel, akit nem tudtunk megfelel6en pétolni. Az
Intézet hazon beliili munkatarsak alkalmazasat szorgalmazta, akikkel ez a probléma sajnos nem oldédott meg. 2017
elején még sikerilt felvenni egy ismerés PhD hallgatét, de neki 3 hdnap utdan nem hosszabbitottdk meg a
szerz6dését, a projektvezet6 kérése ellenére. Kozben az id6 mulasaval egy gyorsabb, id6kdzben nagy fejlédésen
keresztil ment technika lehet&sége meriilt fel, az UPLC-MS-MS. Ez egy mennyiségre kevésbé pontos, de rendkiviil
érzékeny és sok adatot szolgaltatd proteomikai mddszer, amivel az id6beli lemaraddst részben be lehetett hozni.
Ugyanezt a technikat hasznaltuk a fehérje glikom (glikozilalt fehérjék) kimutatdsara, a foszforilacié vizsgalata helyett.
Erre szakmai indokunk is volt, mert az el6zetes mérések és tapasztalatok alapjan jobb esélyilink volt egy gazdag
extracellularis glikom kimutatasara, mint a ritkdbb foszforilacids eseményekére. Ehhez a munkahoz szerencsénkre
kaptunk segitséget a Biokémiai Csoporttol.

Metabolomika: A rezisztencia definicidszerlien gatolja a kérokozét. Ennek szamos eleme lehet, legegyszer(bb
esetben valamilyen kozvetlenil gatléd anyag. Miutan kideriilt, hogy a GDS soran indukalt ilyen anyagot nem tudunk
kimutatni, viszont preformalt anyagokat igen, csatlakoztunk a Biokémiai Csoport munkdjahoz, és azon dolgoztunk
egyutt, hogy a novényekbdl minél gyorsabban és egyszerlbben tudjunk baktérium gatlé anyagokat meghatarozni. Ez
az interdiszciplinaris k6z6s munka egyre bévilt, Uj kapcsolatok épiltek ki Uj szempontokkal és célokkal (ahogy ez
kooperacidban gyakori eset) és ezen a vonalon tdbb publikacid is sziiletett. Nagy ra az érdeklédés, mivel kellenek az
Uj hatdanyagok, igy gyakorlati hasznosithatdsag vetllete is van.
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