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ROVIDITESEK

2D ELFO: kétdimenzios elektroforézis, nem denaturalé koriilmények kozotti
izoelektromos pont, majd ezt kovetéen molekulaméret és/vagy harmadlagos szerkezet szerinti
elvalasztas poliakrilamid géleken

BR: Altaldnos rezisztencia (basal resistance, basal defence)

EBR: korai dltalanos rezisztencia (early basal resistance)

EBR-CHT: EBR-hez kapcsolhat6 kitindz(ok). Nativ elektroforézis-géleken két, egyiitt és
egymdashoz kozel megjelend csikként lathatok

HPLC: nagy hatékonysagu folyadék kromatografia

IEF: izoelektromos fokuszalas

IEX: ioncseréld kromatografia

IWF sejtkozotti moséfolyadék: A novényi sejtfalbdl (apoplaszt) vizzel kioldhaté
anyagokat, igy pl. fehérjéket, cukrokat stb. tartalmazza.

MALDI-TOF MS (matrix assisted laser desorption/ ionization - time of flight mass
spectrometry)

PCR: polymerase chain reaction

SDS-PAGE: Natrium dodecil szulfat - poliakrilamid gél elektroforézis.

BEVEZETES

A novényi altalanos rezisztencia (BR) tobb, mint negyven éve ismert jelenség, mégis,
mostani nagy népszeriiségét az allati természetes immunitdssal valé parhuzamnak (innate
immunity) koszonheti. Szerkezeti hasonl6sagok fedezhetdk fel az allatok idegen-felismerd
sejtfelszini receptorai ("Toll like receptors', TLR) és a novények rezisztencia fehérjéi kozott.
Az allati TLR-okat aktival6 baktérium molekuldk némelyike egyben a BR elicitora is.
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Kevesebben tudjik, hogy a BR vizsgilatinak hagyoményai tobb mint negyvenévnyire, és
nagyrészt intézetiink kutatdinak uttéré munkdssagdig nyulnak vissza (Lovrekovich and Farkas, 1965;
Burgyan and Klement, 1979). Néhai Klement Zoltan és kutatdcsoportjai kovetkezetesen folytattak e
hagyomanyt a mai napig. Ezen alapkutatdsok f6 tdimogat6ja az OTKA volt. Jelen pélydzati
munka a BR molekuldris mélységeibe enged betekintést, emellett azonban igyekeztiink a BR-t
osszefoglaldan attekinteni €s elhelyezni a ndvényi rezisztencidk rendszerében (Ott et al., 2006a;
Ott et al., 2006b; Bozso et al., 2007). Ennek sordn a BR-t igy hatdroztuk meg: 'Az éltaldnos
rezisztencia (BR) a novények tiinetmentes, tiinetcsokkentd, helyi védekezési valasza, melyet
mikrobdkra altalanosan jellemz6 molekulak (MAMP) indukalnak. Haté molekulai (effektorai)
a sejtfalban fejezddnek ki, virulens kérokozok és valésziniileg barmely felismert baktérium
ellen.' (Ott and Bozsé, 2008). Eredményeinket roviden, az eredeti munkaterv pontjainak megfeleld
bontasban targyaljuk.

1. PROTEOMIKA ALCSOPORT (OTT PETER G, PHD., BESENYEI
ESzZTER ES SZABO ERIKA, PHD HALLGATOK ES KLEMENT ZOLTAN,
MHAS):

Ezt a pontot azért tartottuk fontosnak, hogy nagy mennyiségben eldéllithassuk a
korabban az EBR-rel kapcsolatba hozott kitinadzt (EBR-CHT), valamint, hogy esetleg djakat is
talaljunk, melyek szintén kézremiikodhetnek az EBR mechanizmusaban. Tavlati cél a
kitindzok szabdlyozott kifejeztetése.

1. 1 DOHANY EBR-KAPCSOLT KITINAZAINAK KLONOZASA (SzABO ERIKA)

1.1.1 EBR-KAPCSOLT KITINAZOKRA (EBR-CHT) sPECIFIKUS PCR INDITO
OLIGONUKLEOTIDOK TERVEZESE, SZINTEZISE

A kordbban aminosav szekvencia szinten azonositott és részben klénozott kitindz gén
teljes szekvencidjanak meghatarozdsahoz az 1. évben hovel eldlt P. syringae baktériummal
dohéany novényekben EBR-t indukaltuk, ahol kontrollként vizzel injektalt illetve kezeletlen
leveleket hasznaltunk. A nvényekbdl RNS-t izolaltunk, majd cDNS-t szintetizaltunk. A gén
klénozasat random amplification of cDNA ends (5'RACE) médszerrel, erre a kitindz génre
specifikus primer segitségével végeztiik.

1.1. 2 EBR-T MUTATO LEVELEKBOL MRNS KIVONASA, ERROL CDNS iRASA,
UTOBBIBOL SPECIFIKUS EBR-CHT SORRENDEK FELSZAPORITASA PCR
SEGITSEGEVEL

Annak ellenére, hogy az 5' RACE mddszer tobb viéltozatat kiprobéltuk és genomi DNS-
bdl is prébalkoztunk amplifikdcidval a megfeleld kitindz izoenzim szekvencidjat még nem
sikeriilt megkapni (mds izoenzimét igen). A szekvencia adatbankban azonban taldltunk egy
frissen publikalt, dohdnybdl szarmazd, teljes kitindz szekvenciit (azonosit6 DW000275),
mely azonos, vagy nagyon hasonl6 az dltalunk kordbban klénozott géndarabhoz.

A specifikus primerek azt még azonban lehetdvé tették, hogy az EBR-CHT gén
atirdsdnak szabdlyozdsat nyomon kovessiik. Azt taldltuk, hogy a gén az EBR sordn az egyik
legkordbban atir6dé gén, mar 1 dran beliil mértiink jelentds indukalt transzkripciét. Az EBR
onmagéaban is egy gyors védekezési valasz. Az EBR-CHT kifejezodése az apoplasztban
magdaban foglalja az érzékelés, jelatvitel, gén atiras, fehérjeszintézis, valogatas, szallitds és
kivélasztas teljes vertikumat, mindezt a lehetd legrovidebb id6 alatt. Ez a mélység és
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kozvetlenség véleményiink szerint az ilyen korai fehérjék kulcsfontossdgara utal a novényi
immunitdsban (Ott et al., 2006b). Emellett szdl, hogy az EBR-CHT kifejez6dés specifikus a
baktérium-kivaltotta stresszre, szalicilsav-fiiggetlen, valamint jAzmonsav és etilén sem véltja
ki. (Ott et al., 2006b).

1. 1. 3 BR-KAPCSOLT KITINAZ (EBR-CHT) BAZISSORREND MEGHATAROZASA

A fent emlitett teljes dohdny kitindz cDNS szekvencidbol (DW000275) kiindulva a 2.
évben végill sikeriilt a sajit cv. 'Samsun' névényeinkbdl klénozni a megfelelé cDNS-t.

EBR indukalt dohdnyndvény apoplaszt fehérjéit nativ poliakrilamid gélen elvalasztottuk,
majd az EBR-CHT fehérjét a gélbdl izolaltuk. Az N-termindlis utolsé 5 aminosavéra kiterjedt
szekvendlds eredménye: S N G G S, melynek alapjan megéllapithatd, hogy megegyezik a
nyilvanos adatbazisban szerepld, IV osztdlyba sorolhat6 dohdny kitindz N termindlis
szekvencidjaval. A Szatmdri Agnes altal klénozott cDNS névényben, illetve in vitro
transzlacios rendszerben kifejeztetve (1d. 1.1.4.) miikodéképes kitindz enzimet eredményezett
az utols6 4 N-termindlis aminosav hidnydban is. A fehérje nem tartalmazza a kitinkotd régiot,
annak ellenére, hogy ennek az RNS szinti atirédasa bizonyitott. Feltételezhetd, hogy
poszttranszlacios és/vagy mRNS szintli médositds sordn vész el ez a rész. Ez egyittal
magyarazza az 1.2.1. pontban a kitinkoté kromatografids oszloppal val6 prébalkozasunk
eredményét is.

1.1.4 EBR-CHT GENEK KLONOZASA KIFEJEZTETO VEKTOROKBA, MEGFELEL®
MIKROBA GAZDAKBAN

A baktériumos kifejeztetd vektorokba val6 klénozds célja eredetileg a klénozott kitindz
termeltetése és ellendrzése volt, az eredetivel val6 6sszehasonlités segitségével. E16szor
azonban in vitro transzlacios rendszert probaltunk ki é16 baktérium helyett. Ezzel azt
reméltiik, hogy kikiiszobolhetjiik a feltehetden baktériumgatlo fehérje termeltetésének
esetleges nehézségeit. 1d. még 1.2.3). Nyaul retikulocita lizdtum rendszerben aldtdmasztottuk,
hogy a klénozott EBR-CHT génszakasz valdban miikodoképes kitindz enzimet kédol. A
szintetizalt kitindz az EBR-CHT fels6 csikjaval (1d. még Roviditések részt) megegyezd
méretli volt. Mivel csak az egyik (a nagyobb) fehérje csik jelent meg, feltehetéen ebben a
rendszerben nem ment végbe a fehérje poszttranszlacids médosuldsa, mely a rovidebb
izoenzimet eredményezhette volna. Az in vitro szintetizalt kitindz lizozim aktivitasat (I1d. még
1.2.2) nem mérhettiik a retikulocitdk sajat, magas lizozim tartalma miatt.

1.2 DOHANY EBR-KAPCSOLT KITINAZAINAK JELLEMZESE (OTT PETER G. ES
SzABO ERIKA)

Alébb eldszor a nativ, dohdny enzimmel (enzimekkel) foglalkozunk, az 1.2.3 pontndl
tériink a klénozott véltozatra.

Vizsgalatainkat 2D ELFO technikdval EBR specifikus fehérjék, elsdsorban tovabbi
kitinazok keresésével kezdtiik. Kiilonbdz6 moédszerekkel elvégzett kitindz aktivitas tesztek
alapjan fehérjéket vagtunk ki a gélekbdl, melyeket MALDI-MS analizisnek vetettiik ald. A
MALDI-MS késziiléket a Szegedi Bioldgiai Kdzpont Proteomikai Kutaté Csoportja
mikddteti. A hdvel elolt baktériummal valé EBR indukdlds mellett baktérium-flagellinnel
val6 indukalést is alkalmaztunk. A flagellin kordbban igen hatékony EBR elicitornak
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bizonyult (I1d. még 1.3. pontot) és kis mérete, tisztasdga miatt nem zavarhatja meg a nagy
felbontdsu fehérje elvalaszto gélek EBR-rdl alkotott képét. Nem hihetjiik azonban, hogy a
flagellin képes minden, EBR-rel kapcsolatos folyamat eldidézésére.

Az 1. évben két, EBR sordn megnovekedett termelddést mutatd kitindz ill. kitinkotd
aktivitassal rendelkez6 fehérjefoltot azonositottunk.

Identitasukra a 2. évben deriilt fény. A kitinaz ill. kitink6t6 aktivitassal rendelkez0 -
fehérjefoltokat az MS vizsgdlat anionos peroxidaznak, illetve egy glukdn endo-1,3-beta-D-
glitkozidaznak tulajdonitotta. A peroxidaz €s gliikozidaz kitinnel kapcsolatos tulajdonsagai
meglepdek és tovabbi megerdsitd vizsgalatokra szorulnak.

A talalt 'valodi' kitindzokat vettiik gorcso ala. Ezek koziil 3, az EBR soran indukal6do,
mig masik 3 kitindz a dohanyban folyamatosan termel6d6 enzim. A kitindz enzimek Nod-
faktor szubsztrat bont6 képességét vizsgaltuk. A Nod faktorok acilalt kito-oligoszacharidok,
melyek szignil molekulaként mitk6dnek a nitrogénkotd Rhizobium baktériumok és a
pillangdsvirdgd novények szimbiotikus kapcsolatdban. A kitindz enzimek az osztalyukra
jellemzd specifikus helyen képesek hasitani, inaktivalni ezeket a molekuldkat.
Kisérleteinkben Nod tetra- és pentamer molekuldk bontdsat vizsgaltuk, a hasitési termékeket,
dimer, illetve trimer képzddést forditott fazisi HPLC késziilékkel kovettitk nyomon.
Megéllapitottuk, hogy az indukalodo kitindzok (EBR-CHT és egy tdjabb, szintén BR-
specifikus fehérje) csak a pentamer bontdsara képesek. Ez alapjan mindnydjan a 19 glikozil-
hidroldz csoportba tartoznak, ezen beliil pedig a IV osztalyu kitindzok kozé sorolhatok. A
konstitutiv kitindzok koziil kettd szintén a 19 glikozil-hidrol4dz csalddba, mig egy a 18
glikozil-hidroldz csalddba tartozik (1.Abra).

gélbol tetramer | pentamer | Nod faktor emésztési St 5
izolalt emésztés | emésztés mintazat alapjan Kitinaz
kitinaz vald besorolas aktivitas gé|
csikok ]
1/1 igen igen 18.glikozil hidrolaz 1’ 1
csalad ClassIll kitinaz | 1/ 2
1/2 nem igen 19.glikozil hidrolaz
csalad
1/3 (89) nem igen 19 glikozil hidrolaz 1/3
csalad
3 (128) nem igen 19.glikozil hidrolaz 3
csalad
. — &
4 (215) nem igen 19.glikozil hidrolaz
csalad 5
5(250) nem igen 19.glikozil hidrolaz
csalad ClassIV kitinaz

1. Abra. 6 kitinazt izolaltunk a gélbél a kitinaz aktivitas teszt alapjan. 3 konstitutiv (171, Ve,
1/3), 3 indukalt (3, 4, 5) volt. A 4- és 5-6s csik az EBR-CHT.

Az utébbi valdszintileg 1. kitindz osztdlyba tartozik, mert egyardnt képes a Nod faktor
tetramerbdl dimert, €s a Nod pentamerbdl trimert hasitani. A Nod faktor bontds intenzitdsa,
idébeni lefutdsa jol korrelélt a kitindz teszt eredményeivel.

Az vizoldhat6 extracelluldris BR proteomrol a kdvetkezdket mondhatjuk el
altalanossagban: A 2D ELFO technika segitségével mintegy 130 fehérje volt elkiilonithetd
Osszesen a kontroll (105 fehérje) és a flagellin-kezelt (79 fehérje) mintdkbdl, mintegy 5
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oraval a fert6z€s utdn. 2 6ra utdn még kevés az eltérés, de az EBR-CHT mar megjelenik (2.
Abra). A 130-nak kb. 15%-a csak a flagellines, 21%-a csak a kontrollban tal4lhatd.
Meglepetésiinkre tehat inkdbb represszid tortént, mint indukcid. Ez a kordbbi, egydimenzids
gélek képeibdl nem latszott, mivel mennyiségileg inkdbb indukcié jellemzi az EBR-t, de ez
nyilvan csak néhdny extracellularis fehérjére jellemzo. A flagellines 2D gélekbdl kimutatott
BR-re jellemzo fehérjék: egy glutation S-transzferaz, PR-5d, PR-1b korfehérjék, egy
szuperoxid-dizmutdz, beta-1,3-glitkkanaz és germin-szert fehérje (Szabo et al., 2006).

i H 3 10 ' PH } 3

2. Abra. 2D ELDFO gélkép vizzel (A) és flagellinel (B) injektalt névényekbdl, 2 éra utan

A MALDI-MS elemzésre kildétt fehérjgk nyillal vannak jelélve. 1: Kérfehérie 2:
feltételezett glutation S-transzferaz 3: EBR-CHT

10 p

1.2.1 EBR-CHT TISZTITASA A VEKTOROKBOL, ES AZ EREDETI ENZIMEK IZOLALASA A
GAZDANOVENYBOL

A nativ EBR-CHT nem k&t6dott meg a kitin-affinitds kromatografiai oszlopon, igy nem
lehetett izoldlni a fehérjében egyébként is rendkiviil szegény (csak kb. 30 ug/ml) sejtkozotti
mos6folyadékbol.

Megoldast kerestiink az IWF fehérjék hatékony és kiméletes bestiritésére. Az EBR-CHT
tekintetében jol bevalt az ammodnium szulfatos kicsapds, valamint a hAromfazisu szétvalasztas
melyben Szamos Jend, a Kozponti Elelmiszeripari Kutaté Intézet munkatarsa volt
segitségiinkre. Mivel tavlatilag tobb IWF fehérjével is szeretnénk foglalkozni, a kiméletesebb
eljarast, az ammonium szulfatos aggregaciot valasztottuk.

Els6 kiprébalt preparativ elvalasztasi médszerként az IEF technikdhoz fordultunk, mely
folyadékban, nativ koriilmények kozott frakciondlja és egyben siiriti is a mintakat. A
kitindzokat tartalmazd frakcié még igy is sok fehérjét tartalmazott, ami azt jelzi, hogy a
sejtfalba kivélasztott vizoldhato fehérjék toltése nagyon hasonld. Ez a részleges elvalasztas is
megengedett azonban bizonyos megfigyeléseket (1d. 1.2.2). A nagyobb felbontds érdekében
eldszor a forditott fazisi HPLC bevondasara gondoltunk, mely egy més elven alapul6
elvalasztasi dimenzidval kecsegtetett. Az emlitett HPLC rendszeri elvéalasztds azonban olyan
szerves olddszert (acetonitrilt) haszndl, mely veszélyeztette az EBR-CHT stabilitasat és
aktivitasat. Az izoelektromos fokuszalas szintén lehet denaturdlé hatasad, viszont az EBR-CHT
enzimet ltsz6lag nem bantotta. Ujabb elvalasztasi dimenzidk utan keresve kiméletesebb,
kisnyomdsu eljarasok felé fordultunk, mint a HIC és IEX. anion cseréld IEX segitségével
jelentOs tisztitast lehetett végezni, de a kitindz-aktivitasu fehérjéket egymastdl nem kiilonitette
el. A HIC-hez el8szor meghatdroztuk az optimalis kezd6 ammoénium szulfat koncentréciot,
amit 35 telitettségi %-ban hatdroztunk meg. A fenil szefar6z HIC oszlopon sikeriilt
qlvélasztani az EBR-CHT enzimet egyéb kitindzoktdl, sét, a két EBR-CHT fehérjecsikot is 3.
Abra.
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1 2 IWF

3 Abra. 12 6ras hével elélt P. phaseolicola baktériummal indukalt dohany apoplaszt
fehérjék frakcionaldsa HIC kromatografiaval.Az A frakciékat nativ PAGE gélen
elvalasztottuk, és kitinaz aktivitas tesztet végeztiink. (1 és 2 gélkép példa az aktiv

frakcidkra.) A 2. gélképen a teljes kiindulasi IWF-t vittlk fel kontrollként. Bekarikazva az
EBR-CHT csikjai lathatok.

Ez nagyon kedvezd eredmény, mivel a nativ EBR-CHT fehérjét eddig mindig két
elektroforetikus csikban lattuk és a MALDI-TOF sem igazan tudott kettejiik kozott
kiilonbséget tenni. A HIC hatranya egyeldre, hogy nagymértékben tartja vissza az EBR-CHT
enzimet, vagyis nagyok (95%) a veszteségek. Ugyanakkor, még IEF-sal 6sszekapcsolva is
maradt szennyez0 fehérje a mintdinkban. A veszteség reményeink szerint csokkenthetd eltérd
oszlopméretezéssel és mindséggel, €s itt jegyezziik meg, hogy az EBR-CHT, mint sejtfalba
szant fehérje, feltehetden jellegzetes kolcsonhatasokba bocsatkozik poliszaharid matrixokkal,
mint maga a sejtfal és egyes kromatografiai oszlopok. Ez a parhuzam sok értékes
kovetkeztetésre ad majd lehetoséget.

1.2.2 A KLONOZOTT ES AZ EREDETI ENZIMEK SZUBSZTRAT-SPECIFITASANAK,
NEHANY KINETIKAI JELLEMZOJENEK MEGHATAROZASA

Szamos kitindz képes bontani a peptidoglitkant (PGN, 1d. 1.3. pontot), vagyis lizozim
aktivitast is mutat. Esetiinkben ez azért érdekes, mert jelezhetné az EBR-CHT kozvetlen
baktérium gatlé szerepét. Amikor dohdny IWF mintédkat teszteltiink PGN-t tartalmazo gélekre
cseppentve, nem sikeriilt litikus z6nat megfigyelniink. IEF-sal elvalasztva az IWF-et, az egyik
IEF frakci6 (pH 3.8-4.4) baktérium peptidogliikdn-bonté aktivitassal birt, ami kizardsos
alapon az ugyancsak itt taldlhat6 EBR-CHT enzimeknek volt tulajdonithatd, ugyanis tobb mas
kitinaz-lizozim-aktivitdsi fehérjét sikeriilt irodalmi adatok alapjdn azonositani Varga, 2006. A
HIC segitségével kiilonvélasztott (I1d. 1.2.1) kitindz-aktiv frakciokat IEF-sal tovabb
tisztitottuk és az EBR-CHT-t tartalmaz6 lizozim aktivitdssal is birt. Megéllapithatjuk, hogy
bar a tisztitds foka még nem teljes, nagy valdszintiséggel allithatd, hogy a taldlt indukalt
lizozim aktivitds az EBR-CHT-€.

Az EBR-CHT jellemzését tovabb folytattuk olyan fontos baktérium-eredetii
jelmolekuldkkal szemben, mint a Nod faktorok, mely lehetdvé tette a EBR-CHT osztdlyozasat
(bévebben 1d. 1.2).

1.2.3 A KLONOZOTT ENZIMEK GENJEINEK BEJUTTATASA MODELL NOVENYEKBE

A kitindz védekezésben betoltott szerepének vizsgalatahoz a hisztidin farokrésszel (His)
jeloltiik és a klénozott gént névényi virus vektorba (PVX) épitettiik be. Ezzel a médszerrel a
gén novénybeli tiltermeltetését céloztuk meg. A virus vektorral Nicotiana bentamiana
novényeket fertdztiink. A kitindz gén sikeresen atirddott a ndvényben. S6t, mind a kitindz
aktivitas teszt, mind a His-t jelz6 immun kimutatds (Western blot) pozitiv eredményt volt. A
transzfehérje mérete a nagyobb EBR-CHT méretének felelt meg, akarcsak az in vitro (1d.
1.1.4) kifejeztetésnél. A novény egyes szerveit kiilon vizsgdlva azt taldltuk, hogy ezzel a
modszerrel a kitindz gyakorlatilag a nvény minden szervében azonos mennyiségben
termelddik. A N. benthamiana, bar megfelelOen kijuttatta a sejtfalba, mégis 1ényegesen
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kisebb mennyiségben termelte a transzfehérjét, mint az 'anyandvény', a N. tabacum a nativ
fehérjét. A novény méretébdl fakaddan az igy kinyerhetd kitindz enzim mennyisége -
mikrobioldgiai hatasvizsgalatra - nem kielégité. Erdekesség, hogy a transzfehérje kevésbé
tlinik stabilnak, mint az eredeti, nativ enzim. Mikozben nagyobb kapacitésu kifejeztetd
vektorok utan kellett nézni (egy ilyen mar birtokunkban van), nagyobb hangsilyt kapott a
nativ fehérje tisztitasa, 1d. 1.2.1. pontot.

1.2.4 A KAPOTT TRANSZGENIKUS NOVENYEK FELNEVELESE, TRANSZFORMACIO
IGAZOLASA

A virusvektorok alkalmazésa ezt a pontot kikiiszobolte.

1.2.5 EREDMENYESSEG ESETEN PATOLOGIAI VIZSGALATOK A KAPOTT
TRANSZGENIKUS NOVENYEKKEL, KULONOS TEKINTETTEL AZ EBR-BEN ES LBR-
BEN KIMUTATHATO SZEREPUKRE

A virus révén val6 kifejeztetés idot €s faradsagot takaritott meg, de tobb problémat is
felvetett. Az idegen gén kifejez6dése, bar megtortént, a virus fert6zEsi sajatsagainak
megfelelden nem homogén médon, hanem mozaikos foltokban és csak id6legesen. A
virusfertézés pedig a keresztrezisztencia ill. -érzékenység révén Shatatlanul elvaltoztatja a
novények rezisztencia esélyeit a baktériumokkal szemben. Ez a novényfertdzéses kisérleteket
nem csak technikailag nehezitette meg, de az eredményeket is nehéz volt interpretalni.
Megoldast jelenthet stabil transzformédnsok 1étrehozdsa, ill. a megtermelt fehérje kiprébalasa
in vitro tesztekben és irdnyitott transzgén rendszerekben.

A novénybdl ill. akar mds forrdsbol izolalt bioaktiv anyagok baktérium gatl hatdsanak
tesztelésére intézeten beliili egyiittmiikodés keretében fejlesztettiink ki egy elvdlasztas -
bioautografids rendszert, az in. BioArena-t, mely alkalmas az (vékonyrétegen) elvélasztott
anyagok hosszu tdvid (tobb napos) megfigyelésére és adalékanyagok rendszerbe juttatdsa
révén az antibakteridlis hatdsmechanizmus feltarasara is (Tyihak et al., 2007b; Moricz et al., 2007). Az
EBR-CHT esetében a tesztet még nem prébaltuk ki, mivel vékonyrétegen még nem tudjuk a
kitinazt kdvetni, és mert els6sorban ennek lizozim aktivitdsat igyekeztiink igazolni, 1d. 1.2.2.
pontot. A BioArena azonban Ujat tudott mondani olyan, j6l ismert antibakterialis
tesztvegyiiletek hatdsdnak mechanizmusardl, mint az aflatoxinok vagy névényi alkaloidok,
nevezetesen, a metildcié és ezzel a formaldehid kozvetitd szerepérdl, mely a végzetes
molekuldris sériilésekhez vezet (Tyihak et al., 2007a; Sarkézi et al.,, 2006). Ezek az mddszerek és
eredmények Uj tdvlatokat nyithatnak a bioldgiailag aktiv anyagok keresésében és hatdsaik
mélyelemzésében (Tyihak et al., 2008).

1.3 LEHETSEGES MIKROBA EREDETU ELICITOROK EBR-T (ES NEHANY
MOLEKULARIS EBR MARKERT) INDUKALO HATASANAK JELLEMZESE (OTT PETER
G., SzABO ERIKA, VARGA GABRIELLA)

A novényi felismerd mechanizmus, feltehetden sok jellemzd idegen molekula komplex
felismerésén alapul, akarcsak pl. az emldsokben. Korabbi kisérleteinkben (1d. 38302, 40835
sz. OTKA jelentések) a baktérium eredetii lipopoliszahariddal (LPS), valamint a flagellin
ostorfehérje kiilonbdz6 méretii peptidjeivel, EBR, valamint EBR- fehérje marker indukdlasat
vizsgéltuk. Szdmos egyéb baktérium komponens is ismert azonban, amely dllatokban
altalanos védekezést (innate immunity) , novényekben valamilyen védekezésre utal6 reakciot
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vélthat ki. Fontos tudnunk minél tobbrdl, hogy ezek kivéltjdk-e az EBR-t. Az aldbb felsorolt
és targyaland6 molekuldkat vaséaroltuk (PGN) vagy Thomas Boller svdjci kutatdé csoportjatdl
kaptuk, eziiton is koszonjiik (CSP, EF-Tu).

Az egyik legismertebb, és legtobbet vizsgilt elicitor éllati rendszerekben a peptidogliikdn
(PGN), amely a baktériumok sejtfalanak poliszaharid alkotéeleme, és szerkezete a kitinéhez
hasonl6. A PGN novénybeni elicitor aktivitdsaval minddsszesen két tudomanyos dolgozat
Wacek and Sequeira, 1973; Felix and Boller, 2003) szamolt be, egészen 2007-ig. Sajat eredményeink
nagyon hasonlitottak a 2003-as dolgozatban leirtakhoz, annak ellenére, hogy teljesen més
novényi rendszerben vizsgaltuk. A tisztdn megvasarolt PGN-t tobb koncentracidban is
injektaltuk dohanyba, de mind a HR-gatlds, mind a fehérje marker vizsgdlatunkkal csak
nagyon gyenge elicitor aktivitast mutatott Varga, 2006. A PGN-t tojasbdl szarmaz6 lizozim
enzimmel emésztve is ugyanezt az eredményt kaptuk. Idokozben svijci kutatok kimutattak,
hogy Staphylococcus aureus-bol maguk altal készitett peptidoglitkan képes szamos ismert
védekezési reakcid kivaltasara ladfiiben Gust etal., 2007. Ez felveti a peptidoglitkan mindségének
(eredetének, elOkészitésének) fontossagat, mint legfontosabb tanulsdgot. Ugyanakkor ravilagit
annak a kutatdsi irdnynak a helyességére, ami az indukalt lizozim aktivitdst hatdroznd meg a
dohany sejtfalban (1d. 1.2.2).

Lehetdségiink volt a baktérium eredet(i in. hideg-sokk fehérje peptidjének hatasat (Cold
Shock Protein) is megvizsgélni. A peptid novénybe injektalasat kovetd 6, 12, 24 6ra utdn
vizsgéltuk az EBR miikodését. A korai idépontokban csak gyenge EBR-t tudtunk kimutatni,
viszont 24 6ra elteltével az flg22-t6l gyengébb, de a PGN éltal indukéltnal erdsebb EBR-t
kaptunk Varga, 2006.

Egy még tjabban jellemzett baktérium eredetii dltaldnos elicitor, megtalaléik véleménye
szerint Kunze et al,, 2004 csak keresztesvirdgd novényekben hatékony, a Solanaceae csalddban
nem. Ennek oka az elicitor receptordnak hidnya lehet. Ennek ellenére mi azt talaltuk, hogy
részleges EBR-t és EBR-CHT aktivitast is indukélt dohanyban Varga, 2006. Maga az elicitor, az
un. elongécids faktor Tu (EF-Tu), mely egy nagyon konzervilt, sejten beliil nagy
mennyiségben jelen levd, transzlacidhoz sziikséges fehérje, tehat 'ideélis' baktériumjelzd
molekula lehet a novények szamara. Ez az eredmény azért is fontos, mert jelzi, hogy bizonyos
rezisztencidk, mint az ltalunk vizsgalt EBR, hijan lehetnek olyan részfolyamatoknak,
melyeket az elicitor tulajdonsdgii molekuldk keresésére szokds indikdtorként haszndalni. Ez
meglepetés, hiszen az EBR egy igen komplex folyamat, amit sajat genomikai és proteomikai
vizsgélataink (1d. e jelentés megfeleld részeit) is jelzik.

Osszességében elmondhatd, hogy a vizsgalt elicitorok eltérd mértékben, de aktivaltdk az
EBR-t. Az eddig tanulmanyozottak koziil a flagellin volt a leghatékonyabb, az LPS a
leggyengébb elicitor.

E vizsgalatok 'melléktermékeként' kideriilt, hogy az EBR olyan baktérium-névény
kolcsonhatast is akadalyoz, mint a tumor indukcid a golyvabaktérium Agrobacterium
tumefaciens altal (Varga et al., 2006). Tekintve a golyvasodas nagy gazdasagi jelentOségét ezt a
vizsgélati vonalat tovabb folytatjuk.

1.4 AZ ALTALANOS REZISZTENCIAHOZ KAPCSOLHATO MINOSEGI FEHERJE
MARKER KIMUTATASA A PAPRIKA SEJTKOZOTTI MOSOFOLYADEKABAN
(BESENYEI ESZTER)

A paprika levelek IWF-ének SDS-PAGE mintdzataban két, a BR mitkodésével
parhuzamba éallithat6 fehérje csikot azonositottunk. A csikokat MALDI-TOF és LC MS/MS
tomegspektrometriai modszerekkel elemeztiik, a Szegedi Biologiai Kozpont
Tomegspektrometriai Laboratériumanak munkatarsaival. Az eziist festéssel el6hivott, kb. 32
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kDa nagysédgi molekula (Ca POX) két paprika peroxiddz fehérjével mutat hasonldsdgot
(GenBank AF442386.1, AJ810540.1). A 32 kDa nagysagu fehérje peroxidaz aktivitasat SDS-
PAGE sorén is igazoltuk. A kb. 22-26 kDa nagységu, kitindz aktivitasu csikbol (Ca Chis) a
kovetkezd kitindz izoenzimekre illeszthetd peptideket kaptuk: TC 3587 (www.tigr.org), mely
a Q05540 II. osztalyu extracelluléris paradicsom endokitinaz homoldg szekvencidja, és a TC
4206, mely Ca Chi2 II. osztdlyu bazikus kitindz. A Ca POX és Ca Chis BR markerek 30 °C-
on tartott paprika novények IWF-ébol kimutatott apoplaszt eredetii fehérjék. Ezek a markerek
5 °C-on az indukal6 kezelés utdn nem jelennek meg az IWF-ben, aldtdmasztva ezzel kordbbi
eredményiinket, mely szerint paprikdban 5 °C -on a BR hatdsa nem mutatkozik.

2D ELFO mddszerrel 0sszességében 21 indukalddo fehérjét jelolo folt megjelenését
kovettiik figyelemmel. Mind savas, mind bazikus tulajdonsagu, specifikus BR-markereket
talaltunk.

1.4.1 AKORNYEZETI TENYEZOK HATASA A KORAI (EBR) Es KESOI (LBR)
ALTALANOS REZISZTENCIARA ES AZ EZZEL KAPCSOLHATBA HOZHATO NOVENYI
FEHERJEK MEGJELENESERE

1.4.1.1 AHOMERSEKLET (5 ES 30 °C) HATASANAK VIZSGALATA

A CaPOX és CaChis BR markerek 5 °C -on az indukél6 kezelés utdn nem jelentek meg
az IWF-ben, aldtdmasztva ezzel korabbi eredményiinket, mely szerint paprikdban 5 °C -on a
BR hatdsa nem mutatkozik (Besenyei et al., 2005). A BR hidnya ezen az alacsony homérsékleten
nagyon komoly gazdasagi karokat is okozhat, az egyébként nem korokozo, rizoszférdban
nagy mennyiségben jelenlevd un. opportunista patogének invazidja miatt.

1.4.1.2 AFENYHIANYOS KORNYEZET HATASA

A ITWEF-bol azonosithaté markerek megjelenését a BR mitkodése soran a fényviszonyok
is moédositjak. A BR aktivalo kezelések (Pseudomonas fluorescens, vagy hovel-elolt
korokozd) utan 16 éraval a Ca POX és Ca Chis BR markerek mind a so6tétben tartott, mind a
folyamatosan megvilagitott inkubdlt novényekbdl nyert IWF-ben megjelentek. Az allandé
megvilagitis a késobbi 48 €s 72 6ras mintdkban is fenntartotta a markerek jelenlétét, és relativ
mennyiségiik is nott. A késobbi idopontokban a sotétben tartott novényekben viszont a Ca
POX megjelenése csekély, a Ca Chis pedig a kimutathatésagi hatar alatt volt. Ezzel
parhuzamosan ilyenkor a BR HR-gétl6 képessége sem miikodott. Ez utébbi a munka
végrehajtasat az eredetileg tervezettnél el6bbre hoztuk melyet az eredeti munkatervben 3.1.3.1
1. -el jelzett pont helyet végeztiink el.

1.4.1.2.1 AZ ELTERO NITROGEN ADAGOLAS KIDOLGOZASA PAPRIKA NOVENYEKRE

Vizsgalataink célja annak megallapitdsa, hogy a kedvezd, vagy kedvezdtlen nitrogén-
ellatottsdg mennyiben befolydsolja a BR kialakuldséat, és az ehhez kothetd fehérjék
megjelenését. Végiil dohdnyndvényekkel dolgoztunk, mivel ezekkel elérehaladottabb
ismereteink voltak a BR markereket illetéen. A dohdny novényeket perlites vizkultdraban
neveltiik a pontosabb tipanyag adagolas érdekében. Az EBR-t hovel elolt baktériummal
indukéltuk, fehérjemintazatot 1D PAGE rendszerben kovettiik.

1.4.1.2.2 AZ ELTERO MINOSEGU (KNO3 VAGY NH,NO3) ES MENNYISEGU NITROGEN
FORRAS HATASA

Az EBR-CHT markerek megjelenésében, az EBR miikodésében €s az apoplaszt fehérjék
Osszetételében nem sikeriilt kiilonbséget kimutatnunk a normal nitrogén ellatottsagu és
nitrogénhianyos koriilmények kozott nevelt novények kozott. Az EBR tehat nagymértékben
fliggetlen a nitrogén ellatottsagtdl, zavartalansiga ilyen korillmények kozott is biztositott.
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2 BAKTERIUMOK KOROKOZOKEPESSEGE (CZELLENG ARNOLD,
BESENYEI ESZTER, PHD HALLGATOK ES KLEMENT ZOLTAN, MHAS):

2.1 GYENGITETT VIRULENCIAJU (GACA MUTANS) PSEUDOMONAS SYRINGAE
PV. TABACI BAKTERIUM NOVENYI KOZEGBEN AKTIVALODO GENJEINEK
MEGHATAROZASA

A 'hazilag' kifejlesztett IVET (in vivo expression technology) plazmid segitségével a
Pseudomonas viridiflava patogén baktériumban a fert6zés utan aktivalodo gének koziil
sikeriilt tobbet meghatarozni, melyek koziil pl. a pel pektinsav bonté enzim latvanyos
lagyrothaddsi tiinetekért felelds. Ujonnan megismert nvényben aktivalédé gén az mviN,
melyrdl kideriilt, hogy a baktérium virulencidja mellett annak mozgésat is befolydsolja, s
feltehetden a két tulajdonsdg kozt szoros 6sszefiiggés all fenn (Czelleng et al., 2006).

2.1.1 A GACA (GLOBAL ACTIVATOR) GEN IZOLALASA PSEUDOMONAS SYRINGAE
PV. TABACI BAKTERIUMBOL PCR SEGITSEGEVEL. AZ IZOLALT GEN DELECIOS
MUTANSANAK KESZITESE. A P. SYRINGAE PV. TABACI KNOCK-OUT MUTANSANAK
ELKESZITESE

Pseudomonas syringae pv. tabaci tisztitott genom DNS mintarél a Repfw?2 (5'-
ATTCGTTATGTCCGTTGCG) és Reprv2 (5'- GCGAGAAAGGCACTTGGA) primer parral
felsokszorozott 710 nt méretli gacA szekvencia részletet klénoztuk. Klénozashoz a
pBluescriptKS kanamycin rezisztenciat kédolo, aphA3 génnel egészitett szarmazékat
hasznéltuk. A plazmid Smal helyébe ligdltuk a T4 polimerazzal tompa véglivé alakitott
részleges gacA fragmenst, majd az utébbiba hasité Sfil endonukledzzal linearizaltuk a
konstrukcioét. Bal31 enzimmel delécidt készitettiink a klénozott gacA fragmens belsejébe.
Ligalas utdn elektroporacidval juttatuk P. syringae pv. tabaci baktériumokba a deléciés gacA
szarmazékot hordozé plazmidot. Kanamycin rezisztens telepeket szelektdltunk ki, amelyek a
teljes plazmid szekvencidt egyszeres crossing over-rel a kromoszéméba homoldg
rekombindci6 révén integralédott formdban tartalmaztak. Ezek fitness-e azonban l1ényegesen
eltért a vad tipusu torzsétdl. Gyenge novekedési erélyiik LB és KB taptalajokon is
megnyilvanult. Replica plating technikdval nem voltunk képesek szelektalni kanamycin
érzékeny, kétszeres crossing over mutanst. Az IVET génkonyvtart igy a vad tipusu baktérium
Sau3Al-el hasitott és részlegesen feltoltott genomi DNS-Ebol készitettiik, az Eco811-vel
hasitott és részlegesen feltoltott végl pIviGKIII plazmid segitségével.

2.1.2 A MUTANS BAKTERIUMTORZS NOVENYKORTANI LEIiRASA

A gacA mutinsok gyenge novekedését gazdag taptalajokon nem jésolhattuk meg eldre,
bar mar ismert volt a gén fontossdga a fitneszhez kiilonb6z6 kdrnyezetekben (pl. Heeb and Haas,
2001). Azt viszont szamitasba kellett volna vennni, hogy a GacA szdmos alapvetd patogenitasi
és virulencia faktor vezérlésében jatszik szerepet, mint pl. Hrp és mds, novényi sejtbe
kivalasztott virulencia fehérjék Chatterjee et al., 2002, Chatterjee et al., 2003. Ennyire legyengitett
baktériumok sem védekezni, sem tdimadni nem tudnak a novényben, jelent6sen eltorzitva azt a
képet, amit az intakt kdrokozéban mérhetnénk.
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2.2 A BR HATASA A BAKTERIUMOK PATOGENITAS GENAKTIVITASARA

E téma mellett a 2.1 pont folytatdsa helyett dontottiink, a 2.1.2 pontban leirtak miatt,
valamint azért, mert ez a kérdés még nincs kellden tisztdzva. A Hrp (hiperszenzitiv reakcio -
HR - és patogenitds) fehérjék egy kivalaszté rendszert képeznek, mely a virulencidhoz
elengedhetetlen faktorokat, un. effektor fehérjéket juttat ki a baktériumse;jtbdl a névényi
sejtbe. Ismert, hogy ezek a gének novényben aktivdlédnak. A BR feltételezhetden gitolja ezen
gének kifejez6dését, de ez még nem bizonyitott adekvat, korszeri médszerekkel. hrp
mutansok és riporter gének segitségével csoportunk kordbban kimutatott ilyen gatlé hatast
(Bozsé et al., 1999; Klement et al., 2003). Kordbban azt is taldltuk, hogy frissen hékezelt (51 °C, 15
masodperc) novényekbe injektalt baktériumok Arp géntermékei tiltermelddnek, ami
valészintlileg a miatt van, hogy a sokkolt novény nem képes reagélni a baktériumok jelenlétére
(Bozsd et al., 1999). Ezek az eredmények kozvetett bizonyitékokon alapulnak, timadhatdk. Ezért
most dohdnyban mértiik a Pseudomonas syringae pv. phaseolicola egyes hrp génjeinek
mikodését, atirdddsat, valds ideji PCR segitségével. Ez a baktérium HR-t okoz ebben a
novényben, mintegy 8 6ra elteltével, amihez tehat sziikséges hrp génjeinek kifejezddése. Jelen
kisérletsorozatban haromféle nvényi kornyezetet hasonlitottunk 6ssze, ahova a
baktériumokat injektéltuk: hokezelt levél; BR levél (BR elicitorral eldkezelt); elokezeletlen
levél. Eredményeink elvardsainkat igazoltdk: A BR az elokezeletlen levélhez képest gatolta, a
hésokkolt levél serkentette a baktériumok patogenitas génjeinek kifejezodését,
kovetkezésképpen, betegité képességét 4. Abra.
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4. Abra: BR hatésa a baktérium hrp génaktivitasra. A bal oldali 3 diagram a névényi aktin,
a jobb oldali 3 diagram a baktériumok16 S riboszomalis génjéhez képest, annak
aranyaban mutatja a kifejez6dést (fliggéleges tengely), a baktériumok dohanylevélbe
injektalasa utani idésorban (vizszintes tengely, éraban).

3 GENOMIKA (B0zs6 ZoLTAN PHD, SzATMARI AGNES ES BESENYEI
EszTER, PHD HALLGATOK ES KLEMENT ZOLTAN, MHAS):

3.1 TRANSZKRIPCIOS VALTOZASOK AZ ALTALANOS REZISZTENCIA
KIALAKULASA SORAN (SZATMARI AGNES, B0zSO ZOLTAN)

A palyazat segitségével sikeriilt a dohanylevélben nagyszamu BR alatt aktival6dé gént
azonositani (Szatmari et al.,, 2006). A kordbban szubtrakciés médszerrel 1étrehozott cDNS konyvtar
segitségével cDNS chipet allitottunk el6 (a Szegedi Bioldgiai Kozpont Funkciés Genomikai
Csoportjdval egyiittmiikodve), mely 890 db 6 és 48 6raval a P. syringae hrcC HR-negativ
mutansaval végzett fert6zEs utan vett mintabdl izolalt klont tartalmazott. A chipen a BR alatt
aktivaciot mutaté klénok szekvencidjat meghataroztattuk (461 db) majd az azonos génhez
tartozo klénokat azonositottuk. A klénok ismétlédése miatt végiil 176 darab egyedi
aktivalédé gént kiillonitettiink el. A leggyakrabban el6forduld gének kozott volt pl.

12
OTKA AT049318



ortometil-transzferdz, glicin-gazdag protein, glutation-S-transzferdz. Gyakori elforduldsuk
Osszhangban volt a BR alatti nagymértékii aktivaciéjukkal amit specifikus primerek
segitségével valds idejii PCR-el mértiink. A géneket a sejtben betdltott funkcidjuk szerint
csoportositottuk. Ez alapjan a BR alatt aktivalodo gének kozott nagy szdmban voltak jelen a
jelatviteli folyamatokban résztvevo gének (10%), a sejtfalerdsitéssel és masodlagos
anyagcsere-utakkal kapcsolatos (0sszesen 15%), illetve kiillonb6z6 védekezéssel kapcsolatos
gének (PR fehérjék, stb. 9%). Ezen kiviil protein anyagcserével, sejtvédelemmel, transzport
folyamatokkal kapcsolatos géneket is taldltunk. Az ismeretlen funkcidju gének aranya is
magas volt (28%) (5. Abra).

SEJTSTRUKTURA
1%

JELATVITEL
10%

SEJTVEDELEM
3%

ISMERETLEN
28%

SEJTFAL
6%

FENILPROPANOID
6%
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9%

FOTOSZINTEZIS
1%

HOSOKK FEHERJE
ANYAGCSERE-ENERGIA 5%

10%
PROTEIN ANYAGCSERE
TRANSZPORT 8%
6%

5. Abra. BR alatt aktival6dé géncsoportok

Az altalunk elkészitett chip eredményeinek megerdsitéséhez, illetve az eredmények
kiszélesitéséhez lehetOséget adott, hogy a nemzetkzi genomikai kutatasok egyik kozpontja a
The Institute for Genomic Research (TIGR) elfogadta témajavaslatunkat és lehetdséget
biztosit az dltaluk készitett burgonya chip hasznélatira. A Solonaceae csoportba tartozo
ndvények kozotti nagyfoki genomi hasonldsag tette lehetdvé, hogy az dltalunk elkészitett
dohanybdl vett és tisztitott RNS mintdkat a TIGR munkatérsai a burgonya chipen
hibridizalhassdk. A BR korai (6 6ra) és késoi (48 ora) fazisdban vett mintdk mellett (melyeket
P. syringae hrcC HR-negativ mutdnsdval infiltraltunk) a vad tipusu P. syringae (HR-pozitiv)
fertézott novényi mintdkat is készitettiink a HR és a BR dsszehasonlitdsa érdekében, tovabba
a kompatibilis kérokozdval is fertdztiink, hogy az betegséget kivalté kérokozé BR-t elnyomé
hatasat is vizsgdlni lehessen. A hibridizaciok eredménye bekeriilt a TIGR mindenki szdméara
szabadon elérhetd adatbézisdba (www.tigr.org/tdb/potato/microarray_desc.shtml). Az
eredmények azt mutattik, hogy a dohany levelében tobb a chipen 1évo kozel 11000 génbdl a
BR alatt tobb szaz (6 6rval a fer6zés utan 497 db) gén aktivitasa valtozott meg. Az aktival6do
gének mellett sok BR alatt represszalt gént is talaltunk, melyek az altalunk készitett chip-el
korabban nem voltak vizsgilhatéak. A HR és a BR alatt aktivdl6dé gének kozott nagy
szamban taldltunk olyanokat melyek mindkét védekezési tipusban megvaltozott aktivitast
mutattak, ami a két védekezési reakcio szoros egyiittmiikodésére utal.

13
OTKA AT049318



3.1.1 AZ ALTALANOS REZISZTENCIA SORAN AKTIVALODO GENEK
TRANSZKRIPCIOS VALTOZASAI KULONBOZO BIOTIKUS ES AZ ABIOTIKUS
STRESSZEK HATASARA

A val6s idejii RT-PCR-el tortént mérésekkel mas biotikus stresszre, igy a virusfertzésre
adott novényi valasz folyaman is kovettiik néhany, a baktérium indukalta BR alatt aktival6dé
gén 4tirédésat (6. Abra.). A vizsgalt gének tobbsége az inkompatibilis virus (TMV)-dohény
kapcsolatban aktivaciét mutatott (Zsiros et al. 2007). A kiilénb6z6 baktérium eredetii elicitorok
koziil (flagellin protein, LPS, peptidogliikdn), a flagellin bizonyult a legerdsebb hatdsu
elicitornak. A novénnyel kiilonbo6z6 jellegti kapcsolatot kialakité baktériumok altal kivaltott
génaktivacidkat is 0sszehasonlitottuk, azt tapasztaltuk, hogy eltéré mértékben, de a patogén és
a nem patogén baktériumok is aktivaltdk a BR gének kifejez0dését. Az €16 betegséget kivaltd
kompatibilis baktérium (P. tabaci) tobb esetben viszont gatolni tudta a védekezési gének
transzkripcidjat.

10
Q BR-C45 C4H BR-C131 EPOX. HIDR.
58]
gf 6
5oy
Z
g 2
-
£ o
w C P61 PF TAB TAB AGR SM COLI W C Pet PF TAB TAB AGR SM COLI
KM 4 KM 41
© 140 %
3 120 BR-CICOMT;I BR-C8 GST
= 100
E 80
= 60
s
E 0
W C P61 PF TAB TAB AGR SM COLI w C P61 PF TAB TAB AGR SM COLI
KM 41 KM 41
‘© 200 12
N BR-C5 GRP * BR-C21 EXTENZIN
A 160 * 10 *
g 120 * 8
% 6
- 80 1 *
>
= . 4
ﬁ 40 * * 2
5 0 0
w C P61 PF TAB TAB AGR SM COLI W C P61 PF TAB TAB AGR SM COLI
KM 41 KM 41
BAKTERIUMOS KEZELESEK BAKTERIUMOS KEZELESEK

6 abra. Dohanygének expressziés mintazatai kiilonbdzé baktériumokkal (108 CFU/mI)
tortént kezelések utan 6 oraval. A flggdleges tengelyen az abszolit kontrollhoz
viszonyitott transzkripciés szintet tlntettik fel. Az értékeket a konstitutiv aktin génnel
normalizéltuk. Jeldlések: W: vizes kontroll; C: P. syringae hrcC mutans; P61: P. syringae
pv. syringae 61; PF: P. fluorescens TAB KM: kanamicinnel inaktivalt P. tabaci; TAB: P.
tabaci; COLI: E. coli; AGR: A. tumefaciens; SM 41: S. meliloti. A hibavonalak a SEM
értéket jeldlik (n=3).A csillagok (*) a vizes kontrolltél szignifikansan (P<0.05) eltérd
kezeléseket jeldlik.

14
OTKA ATO049318



A gének egy része kisebb mértékben abiotikus stresszre pl. mechanikus, ozmotikus , s6
stresszre, illetve oxidativ stresszre is aktivalddott. Példaként a 7 Abrén a baktérium indukalta
BR alatt aktivdl6do ortometil-transzferdz gén expresszids szintjét mutatjuk be ozmotikus és
oxidativ stresszt kivalto kezelések hatdsdra. Az eredmények tehat azt mutattdk tehat, hogy az
abiotikus stresszek egy része képes a baktérium indukélta BR-hez hasonlé véltozasokat
kivaltani, ami a BR ltaldnos jellegét erositi.

GDR-13 Otometil-transzferaz

]
i —
3
- ——— ]:-:l:
T B I S N N -

K kg C SEACH GLOK PEG =1 Hz e PARAD GESHPH

relativ génkifejez6dés (aktinhoz képest)

7. Abra. Jeldlések: K=kontroll nem kezelt, 10 mM MgCl, (a baktériumot ebben
szuszpendaltuk), SZACH: szachar6z, 2%, GLUK: glikéz, 0.5%, PEG: 9%, NaCl: 100mM,
H.O,: 10mM, PARAQ: paraquat, 0.2 uM, GSHPH: glutation, TmM pH 6.5.

3.1.2 ABR ALATT AKTIVALODO EGYES FONTOSABB GENCSOPORTOK: A HOZZAJUK
KAPCSOLODO FOLYAMATOK REZSLETESEBB VIZSGALATAI: A JELATVITELBEN ES
TRANSZKRIPCIOBAN SZEREPET JATSZO GENEK:

A szubtrakcié konyvtar klonjai tartalmazé chip segitségével azonositott, BR alatt
dohanylevélben aktivalodo gének funkcids csoportjai kozott a jelatvitelben, illetve
transzkripcidban szerepet jatsz6 gének nagyobb szdmban fordultak eld (18 gén). Voltak
kozottiik kindzok, foszfatdzok, receptorok stb. Az alabbi tablazat az e csoportba sorolhatd
azonositott géneket és ezek aktivacidjat mutatja 6 és 48 éraval a HR-t nem indukal6 P.
syringae hrcC mutansaval végzett fert6zés utan. (csillagal jeloltiik a t-prébaval, a vizes
kontrollokhoz képest 90% biztonsaggal tortént szignifikans valtozast).

Contig Géntermék neve Atlag 6h / | SD 6h / Atlag 48h SD 48h /
aktivacid szignifikins / aktivacié | szignifikdns

c24 NtMKP1 MAP kindz 1,53 0,39 2,891 0,65 *

c53 CDPK4 kalcium-fiige$ protein kindz 3,851 0,85 * 2,741 1,23

c55 14-3-3 szabalyozo fehérje izoforma 3,041 2,59 1,54 0,60

c58 MAP3K-szert fehérje 4121 1,76 * 1,76 0,58

c59 CNDA41 kloroplasztisz-specifikus DNS- | 1,07 0,20 5561 5,30
koté fehérje

c90 receptor-szerd protein kindz 1,61 0,47 2,28 1 0,65 *

c95 Avt9/Cf-9 gyorsan elicitalt protein 9,28 1 537 * 8,83 1 6,94 *
(hasonlosag kalcium-kots fehérjéhez)

c106 lehetséges PTS HPR szerin 1,45 0,66 3,721 1,54 *
foszforilaciéban résztvevd protein

c108 etilén képzd enzim (EFE) 2,06 1 1,19 2,771 1,28 *

cl125 annexin-szerd, kalcium-fiiggd 2257 0,53 * 5,40 1 2,44 *
foszfolipid-k6t6dés

cl135 Rav transzkripciés faktor 3,58 1 1,05 * 32517 0,81 *

cl44 WD ismétlédést tartalmazé ANT1 2971 1,22 * 1,88 1,07
fehérje

c151 NtHSF1 transzkripciés faktor 7,031 321 2,641 1,87 *
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E jelatviteli gének termékei szabdlyozzdk els6dlegesen azokat a folyamatokat, melyek a
védekezési reakciok kifejlédéséhez vezetnek. Ezért ezeknek a dtvonalaknak a részletesebb
megismerése elengedhetetlen a BR 1étrejottének megértéséhez.

A chip altal kapott adatok ellendrzése, illetve a gének aktivacidjanak részletesebb
lefutasat a érdekében az egyes génekre specifikus primereket terveztiink és a génkifejezodés
szintjét valos-idejiit PCR-el kovettiik a fertdz€s utan vett kiilonbdzo idopontokban vett
mintdkban.. Az eredmények azt mutattak, hogy a chip-el kapott eredmények megbizhatdak.
A gének egy része a fert0z€s utdn gyorsan aktivalédott (ezek kotddhetnek a korai BR
kialakuldsahoz), mig mas gének a gének a fert6zés késobbi szakaszaban mutattak emelt szintii
kifejezodést és valodsziniileg a védekezési reakcid fenntartdsaban jatszhatnak szerepet. Ezen
kiviil olyanok is voltak melyek a korai és a késdi idopontban is aktivak voltak.

A JELATVITELBEN SZEREPET JATSZO GENEK FUNKCIOJANAK VIZSGALATAI:

Az egyes gének, illetve az egyes gének altal megjelenitett jelatviteli utak szerepének
tanulmanyozasahoz kétféle médszert probaltunk ki. Egyrészt olyan Arabidopsis mutansokkal
kezdtiink el dolgozni melyek az altalunk azonositott dohany génekkel homolégok, és a
szabadon hozzaférhet6 expresszios adatbazisok alapjan BR alatt aktivalédnak. Ezeknek az
Arabidopsis mutansok magjait a nemzetk6zi maggyiijteménybdl elkértiik (17 db mutdns
torzs). ElsO 1épésként a T-DNS segitségével eldallitott mutansokbdl ontermékenyitéssel
homozigétikat hoztunk létre, melyet genomi PCR reakcidkkal ellendriztiink. Majd a
homozigétikat felnevelve a BR jelenlétére, illetve hidnydra utal6 jeleket kerestiink megfeleld
BR markerek (pl. névényi sejtfalban torténd kalldz lerakodas vagy a fertdzEs utini
baktériumszdm véaltozds mértékékének megvaltozdsa). Az eddig vizsgalt mutdnsok koziil az
etilén szintézisben sériilt Arabidopsis esetében lehetett gyorsabb baktériumszam novekedést
tapasztalni, ha az Arabidopsist megfertdzni képes kompatibilis P. syringae pv. tomato
baktériummal végeztiik a fertézést.

A dohdnyban esetében a jelatviteli gének szerepét géncsendesitési modszer segitségével
kezdtiik el meghatdrozni. Ehhez az dn. SVISS mddszer adoptaldsat végeztiik el. Ebben a
rendszerben a csendesiteni kivant gén egy révid kb. 150-200 bp szakaszat egy szatellit virusba
kell kl6nozni. A novény fertdzését a szatellit virus és a helper virus TMV-U2 egyiittesével
kell végezni. E rendszer eldnye tobbek kozott az, hogy a szatellit virusnak koszonhetden
enyhébb virus okozta tiineteket kapunk. Sikeres tesztkonstrukcidval tortént fertézéseket
kovetden a fertdzés hatékonysaganak és a konnyebb szelektilhatésag érdekében a rendszeren
tobb valtoztatast is végrehajtottunk. A szatellit virust A. tumefaciens expresszids vektorba
klénoztuk, mialtal a fert6zEs egyszeriibbé valt, mivel a baktérium injektalasaval,
elkeriilhetové valt a szatellit virus atirdsa in vitro transzkripcival. A virusfert6zés
eredményességének, illetve a géncsendesités hatékonysaganak ellendrzésére a szatellit virusba
teljes fluoreszkalé GFP gént, illetve egy masik konstrukciéba egy kb. 150 bp hossziu GFP
géndarabot klénoztunk. Ez utdbbi esetben a kivant csendesiteni kivant gént kénozasa a GFP
géndarab mogé torténik, s a géncsendesités hatékonysdgat olyan dohdny kovethettiik, mely a
GFP fehérjét folyamatosan termelte. Eddig 7 db jelatvitelben szerepet jatsz6 gén esetében (pl.
MAP kindz) készitettiik el és teszteltiik a géncsendesités hatdsit a BR-el kapcsolatba hozhatd
folyamatokra (pl. baktérium sejtszimvaltozds), azonban szignifikdns hatdst még nem
tapasztaltunk. Tovabbi gének vizsgilata és/vagy (a jelatviteli utak parhuzamossagai és
atfedései miatt) tobb szigndl dtban résztvevd gén egyidejii csendesitése vezethet eredményre a
késdbbiekben.
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A JELATVITELI FOLYAMATOKAT GATLOK MOLEKULAK HATASA A BR KIALAKULASARA:
Kiilonboz6 jelatviteli utakat gatlé anyagok hasznalata ugyancsak kozelebb vihet az egyes
BR-ben szerepet jatsz6 szigndl utak szerepének megismeréséhez. A gatolt szignal folyamatok

a kovetkezok voltak (zar6jelben a hasznalt inhibitorok):Ca®* bedramlds (LaCls), foszfolipaz
(neomicin), foszfolipaz A (aristolochic sav ), foszfolipaz D (butanol) kinaz gatlé (K252a),

C

illetve a proteoszémas tton torténd fehérjelebontast gatld (MG115). Az inhibitorokat a BR-t

kivalté P. syringae hrcC mutansaval egyiitt injektaltuk. Mivel a baktérium aktivitisa nem
sziikséges a BR kivéltdsdhoz az egyes gatld anyagok hatdsit nem kellett a baktériumoknal
figyelembe venni. Az inhibitorok hatdsat els6dlegesen a j6l mérhetd génexpresszids
véltozdsokon kovettiik.
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8. Abra. Jeldlések: A kontrollhoz képest aktivalédd géneket piros, mig a represszaltakat
z6ld szin jelzi Az aktivacié vagy a gatlds mértékét a szin intenzitdsa mutatja. Az elsé
oszlop a gén BR alatti aktivitdsat jeldli a vizes kontrollhoz képest. A t6bbi oszlop az
inhibitorok hatasat mutatja a csak baktériummal kezelt mintahoz képest. Kezelések A) P.
syringae hrcC B) P.s hrcC+proteoszOmas protein lebontas gatlasa, C) P.s
hrcC+foszfolipaz C gatlas D) P.s hrcC+foszfolipaz A gatlas, E) P.s hrcC+Ca®* bearamlas
gatlas, F) kinaz gatlas. Az abra a Cluster3.0 program segitségével készilt.
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Mivel a TIGR 4ltal elfogadott javaslataink kozott a jelatviteli gatld inhibitorok
felhaszndlasa is szerepelt ezért lehetdségiink volt a burgonya chipet haszndlva a jeldtviteli
folyamatok szerepét a gének széles korén megvizsgélni.

A chip eredmények kiértékelése utdn azt kaptuk, hogy a bugonya chip-et hasznélva a a
fertdz€s utan 6 oraval a dohanyban 497 db BR alatt megvéltozott aktivitdst mutatd gént
kaptunk, ebbdl 5 inhibitort hasznalva (kivéve a foszfolipaz D gatlot) 77 db olyan gént kaptunk
mely valamilyen irdnyba megvaltoztatta az aktivitdsat a BR alatt tapasztaltakhoz képest (8.
Abra).

A véltozas irdnya az inhibitorok hatdsdra tobbféle is lehetett. A legjellemzdbb, az egyes
BR alatt aktival6do gének gatlasa mellett, azt is megfigyelhettiik , hogy egyes represszalt
gének az inhibitor(ok) hatdsara aktivalddtak, vagy az aktivalt gén kifejezodése tovabb
novekedett. Ezek a jelenségek a szabdlyozasi folyamatok Osszetettségét tdmasztjak ala.
Bizonyos atfedések az egyes inhibitorok hatdsdban megfigyelhetoek voltak. Az adatok azt
mutattdk, hogy a foszfolipaz A és a kinazok altal szabalyozott utak atfednek egymassal (12
gén esetében), ami egybe esik az irodalmi adatokkal mivel ismert a foszfolipdz A zsirsavakon
keresztiili kindz reguldcids funkcidja. A foszfolipdz C és a proteoszomds lebontés gitldsanak
eredménye is kozos szabalyozasi utat jelez (11 gén esetében).

Az inhibitorok hatdsat a BR alatt aktivdlodé génekre részletesebben is kovettiik
génspecifikus primerek és valds idejii PCR segitségével. A vizsgdlt aktivalodo gének kozott
voltak a jeldtvitelben és a védekezési reakcidban potencidlisan résztvevd gének is. A fertdzés
korai fazisatol kezdve tobb iddpontban figyeltiik a gének aktivitdsdnak véltozadsat az
inhibitorok hatdsara. A valds idejii PCR-el végzett kisérletek szdmos BR alatt aktival6dé gén
esetében sikeriilt az aktivaci6 szintjét csokkenteni. Ezek az eredmények aldtimasztottdk a
chip-el kapott eredményeket. Pl. A foszforildcidt gatlé K252a inhibitor a BR alatt aktival6dé
gének transzkripcidjat eltéré modon valtoztatta meg. Egyes gének atirédasat gatolta, mig
masokét fokozta. A transzkripcids eredménye tehat a szabalyozas komplexitasat jelzi.

A FENILPROPANOID UTVONAL GENJEI ES AZ UTVONAL SZEREPE A BR ALATT:

A dohéany szubsztrakcids konyvtérral kapott eredmények, kordbban a Medicago
truncatula chipel végzett kisérleteink, valamint az irodalmi adatok is azt mutattak, hogy a
fenilpropanoid utvonal enzimei szinte kivétel nélkiil aktivalédnak az altalanos rezisztencia
soran. A lignin iranydba vezetd reakciokat katalizalé enzimek nagyobb része jelen van az
aktivalt gének kozott. Hidnyzott azonban a koenzim-A-hoz kapcsolt vegyiileteket alkoholla
alakité két enzim (CCR és CAD). A reakcidut elagazik eldszor a szalicilsavtermelés iranydba
(a fahéjsav utdn), majd az antocianinok, flavonoidok stb. irdnyaba a kumaroil-koenzim-A
utan. Ezeket az elagazdsokat egy gén sem képviselte, bar a kiilonféle novényi védekezési
reakcidkndl gyakori mind a szalicilsav, mind a flavonoidok, antocidnok megjelenése. A 9.
Abra mutatja a fenilpropanoid ttvonal néhdny génjének aktivaciéjat a BR alatt. Itt a gének
kifejezodésének szintjét valds ideji PCR reakcidval mértiik az UBIE konstitutiv génhez
viszonyitva.
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9. Abra. Jeldlések: A csillagok a: t-prébaval, a vizes kontrollokhoz képest 90%
biztonsaggal szignifikansan eltérést mutaté géneket jeldli (PAL= phenylalanine ammonia-
lyase, C4H= cinnamate 4-hydroxylase, OMTI: O-methyltransferase, F5H= ferulate 5-
hydroxylase, POX=peroxidaz.

Szerettiik volna megvizsgalni, hogy vajon ezen anyagcsere-itvonal miikodésének
megzavardsa okoz-e kimutathat6 valtozdst az dltaldnos rezisztencia hatékonysagéban. A
fenilalaninbdl kiindul6 fenilpropanoid ttvonalban a fenilalanin-amménia-lidz (PAL) utan a
fahéjsav-4-hidroxildz enzim (C4H) a masodik enzim. Ez az anyagcsere-titvonal vezet el a
novényi pigmentek, lignin és szamos védekezéssel kapcsolatos molekula keletkezéséhez. A
fahéjsav-4-hidroxildz enzim (C4H) 4ltal katalizalt reakcié sebesség-meghatarozé I€pést jelent
a folyamatban. A C4H gatldsaval varhatéan csokken az altaldnos rezisztencia hatékonysaga.
A piperonil-sav (PIP) hatékony, szelektiv, kvazi-irreverzibilis inhibitora a C4H-nak (Schalk et
al. 1998). A BR HR-gatl6 tulajdonsagat hasznaltuk fel a fenilpropanoid titvonal esetleges
szerepének kimutatasara. A BR-t a P. syringiae hrcC-t injektdlasaval aktivaltuk. A BR
esetleges gatlasdhoz a PIP-et egyiitt injektaltuk P. syringiae hrcC baktériumokkal,
kontrollként vizet €s DMSO-t (a PIP olddszere) és onalléan PIP-et hasznaltunk. 4, 5 és 6 6ra
mulva az elOkezelt levélfeliileteket feliilfertdztiik a P. syringiae pv. syringae inkompatibilis
HR-t okoz6 baktériummal, 1-1 el8kezelt levelet pedig feliilfertdzés nélkiil hagytunk. A
kifejlddott tiineteket masnap értékeltiik (10. Abra).
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10. Abra. A fenilpropanoid utat gatlé PIP hatdsa a BR-re (HR gatlas). A vizzel, DMSO-
val, PIP-pel vagy el6kezelés nélkuli levélérkdz-fellileteken a HR minden idépontban a
teljes kezelt fellleten kifejl6dott. A P. syringiae hrcC baktériummal elékezelt fellleten
egyaltalan nem, vagy csak elenyészé méreti foltban alakult ki HR. A P. syringiae hrcC +
PIP kombinaciéval el6kezelt levélfellileten gyakrabban, és nagyobb fellileten jelentek
meg HR foltok azaz a PIP gatolta a BR részlegesen gatolta a BR kifejez6dését (K —
elékezelés nélkili kontroll, DMSO — Dimetil szulfoxid, oldészer, V — viz, PIP - piperonil-
sav, hrcC - P. syringiae hrcC).Az 6rak elékezelés és felllfert6zés kozott eltelt idét jelzik.

A szamszeriisitett adatok (11. Abra) is aldtamasztottdk, hogy a PIP-pel kombindlva a
hrcC muténs P. syringiae nem képes olyan mértékben indukdlni az 4ltaldnos rezisztenciat,

ezaltal kivédeni a HR-t, mintha csak 6nmagdban lett volna jelen. 5 és 6 6raval a fert6zés utan

lehetett a baktérium és a baktérium-PIP kezelés kozott szignifikédns kiilonbséget tallni.
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11. Abra: A fenilpropanoid utat gatld6 PIP hatdsa a BR-re (HR gatlas). Kilénbozé
elékezelések utan tapasztalt HR-kialakulas P. syringiae inkompatibilis térzzsel valé
felllfert6zést kovetden. A fliggéleges tengelyen a HR kiterjedését adtuk meg az elékezelt
felllethez viszonyitva, szazalékos értékben. (K — el6kezelés nélkili kontroll, DMSO —
Dimetil szulfoxid, oldészer, V — viz, PIP - piperonil-sav, hreC - P. syringiae hrcC).Az érak
elékezelés és felllfertdzés kozott eltelt id6t jelzik. Csillag: szignifikéns eltérés (p<0.05). az
adott idépontnak megfelelé P .syringae hrcC kezelésnél kapott értéktél.

Az eredmények tiikrében azt mondhatjuk, hogy a fenilpropanoid bioszintetikus ttvonal
korai fazisban val6 gatlasa csokkentette a BR hatékonysagat. Ez a sejtfalak megerdsitésével
lehet kapcsolatban. Ez 6sszhangban van a baktérium és a ndvénysejt érintkezési pontjanal
lathat6 papillaképzddésrol szol6 leirasokkal.

3.1.2.1 KULONBOzO BAKTERIUM EREDETU ELICITORMOLEKULAK ES NOVENY!
JELATVITELI MOLEKULAK HATASA

Mivel a foszfolipid anyagcsere, ezen beliil a PLC esetleges szerepe a BR-ben genomikai
munkénk soran felmeriilt, biokémiai kisérleteket végeztiink a kérdés kozelebbi vizsgalatara.
Ehhez kozelebbi alkalmat adott a tény, hogy nemrégiben cseh és német kutatéknak sikeriilt
kimutatni egy foszfatidilkolin (PC)-specifikus PLC (PC-PLC) aktivitast dohdny
sejtkultiraban, bizonyos elicitor kezelések utan Scherer et al,, 2002. Ezért a cseh kollégédkkal
megmértiik a diacilglicerol (DAG) szintjét dohdny levelekben, BR alatt. A DAG-ot kétféle
PLC enzimaktivitds termelheti: foszfatidil inozitolb6l vagy PC-bél kiindulva.
Megkiilonboztetésiik specifikus, fluoreszcensen jelolt szubsztrattal (BODIPY-PC) tortént. A
z0ld levelekbdl szairmaz6 mintdkban a klorofill vagy klorofillszerli anyag zavarta a jeldlt
DAG kimutatdsat, ezért a sejtkultdrara kidolgozott vékonyréteg kormatografis
koriilményeket 4t kellett alakitani. Maguk a mérések pedig azt mutattik, hogy a jelolt DAG
zintje a kezeletlen levelekének akar 10%-dig is lecsokkent (12. Abra), ami azt jelzi, hogy a
BR elicitorai gétoljdk a PC-PLC aktivitdsat. Farmakoldgiai inhibitorokkal nem jutottunk
volna erre az eredményre.
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12. Abra. Diacilglicerol mennyisége BR alatt. a), nagy hatékonysagi vékonyréteg
kromatografia; b), denzitometralt mennyiségi értékek a 0. idépont szazalékaban. DAG,
diacilglicerol.

3.1.2.2 ABR SORAN AKTIVALODO GENEK SZABALYOZO REGIOJANAK ELEMZESE.

A BR alatti transzkripcids szabalyozads megértésének fontos része a védekezési reakcid
alatt megvéltozott aktivitdst mutatd gének szabdlyozé régidinak elemzése. Olyan
motivumokat kerestiink, melyek kotd helyei lehetnek az adott gén transzkripcids faktorainak.
Jelenleg két BR alatt aktival6d6 dohany gén (a tpoxN1 és a CHO3d9 kitindz) prométer
régidja all a rendelkezésiinkre, ami inverz-PCR, illetve genomi PCR segitségével lett izolalva.
A BR aktivacidja soran mindkét gén gyorsan indukalddik. A kitindz mar 1-2 éraval a fert6zés
utdn is emelt transzkripcidt mutat, mig a peroxiddz gén 6-12. érdban éri el az aktivitdsa
maximumadt. A peroxiddz emellett a mechanikai sériilésre is aktivalodik. A promoter régidik
elemzése (PlantCare program) azt mutatta, hogy szdmos biotikus és abiotikus valaszokkal
kapcsolatba hozott transzkripcids faktor kot6hely megtaldlhaté a szabdlyozé régidikban pl.
elicitor kezelésre aktivalodé gének szabdlyozo régidiban taldlhaté motivumok ( EIRE box,
ELI-box3); szalicilsav kezelésre aktival6dé gének promdter régidjaban talalt motivum (TCA
nbox) stb. Kiilonbségeket is talaltunk a két régié motivum Osszetételében. A peroxiddz génnel
ellentétben a kitindz gén szabdlyozo szakasza tartalmazza az Gin. W boxot is ami szdmos
védekezésben résztvevo gén elott megtalalhatd, és a WRKY transzkripcids faktorok
kotohelyéiil szolgél. A peroxidaz szabalyozé régidja viszont a mechanikai stresszre adott
véalasznak megfelelden tartalmazza az un. WUN motivumot, ami a sériilésre aktivalodo
génekre jellemzd. Szamos BR alatt aktival6d6 dohany gén Arabidopsis homoldgjanak
(jelatvitelben szerepet jatszo gének) szabalyozo régidjanak 0Osszetételét is megvizsgéltuk és a
dohanygénekhez hasonléan a védekezési reakcidkkal kapcsolatba hozhaté motivumok pl. (W
box és ELI) jelenlétét tapasztaltuk. Tovabbi dohdny szabdlyozo régidk izoldlasa és elemzése
fogja megmutatni a BR-aktivicidjahoz sziikséges fontos szekvencidkat, melyeket fel lehet
majd hasznélni a gének szabdlyozott kifejeztetéséhez.
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MEGJEGYZES

A projekt jelentds eredményeinek egy része publikdcidban az elkovetkezd 2 évben fog
megjelenni. Ezért kérjiik, hogy a mindsitést az OTKA kiegészitd eljarasban késdbb
modositsa.

OSSZEFOGLALAS/SUMMARY

A novényi dltaldnos rezisztencia (BR) a leggyorsabb védekezési valaszrendszer
mikrobiélis fertézésre. Mi folytattuk a BR kutatdsi hagyomanyainkat, immar molekuléris
szinten is. A BR erdsen fiiggott bizonyos kornyezeti tényezoktol, elsdsorban a homérséklettol.
A proteomikai vizsgdlatok szamos tj fehérjét mutattak ki a sejtfalbdl, mely a baktériumokkal
szembeni harc szintere. Egy BR-hez kapcsolhato kitinazt sikeriilt klénozni, részlegesen
tisztitan €s jellemezni, foleg ami baktérium-eredetli szubsztrat (pl. baktérium setfal
Osszetevok) bontasi képességeit illeti. A kitindz a BR egyik valdszini effektora. A baktérium
vizsgélatokban fény deriilt pl. arra, hogy a BR gatolja a baktériumok patogenitdsi génjeinek
kifejezodését. Szubtraktalt cDNS konyvtar €s a klonok segitségével késziilt chippel sikeriilt a
dohany levélben nagyszamii BR alatt aktival6dé gént azonositani (176 db), tovabba nagy
szamu gént tartalmaz6 chip segitségével az eredményeket megerdsiteni, kiszélesiteni. A
megvaltozott aktivitist mutatd azonositott gének funkcidi novényi folyamatok széles korét
érintik. A BR és mds biotikus és abiotikus stresszek kozotti atfedéseket figyeltiink meg a
génkifejez8dés szintjén. A jelatviteli folyamatok és a fenilpropanoid szintézis szerepét
részletesebben is tanulmdnyoztuk. Vizsgélataink szerint egyes szigndl utak (pl. foszfolipaz A
és C és a foszforil4cid) fontos szerepet toltenek be a BR szabalyozasdban. A fenilpropanoid ut
gdtlasa a BR kifejlodését gyengitette.

Basal resistance (BR) of plants is the quickest defence response to microbial infection.
We continued our traditions of BR research, now on the molecular level as well. BR was
heavily dependent on some environmental factors, especially temperature. Proteomics
revealed several novel proteins from the cell wall, which is the playground for fighting
bacteria. We succeeded in cloning, partially purifying and characterizing an EBR-related
chitinase, with a focus on its ability to degrade substrates of bacterial origin (e.g. bacterial cell
wall constituents). This chitinase probably represents an effector of BR. Studies on the
bacterial side showed for example, that BR inhibits expression of bacterial pathogenicity
genes. With a gene chip based on a subtraction cDNA library an clones we could identify a
large number (176) of genes activated under BR and assert and widen these data using a high
density gene array. The functions of genes with modified expression cover a wide range of
physiological processes. On the transcriptional level we observed an overlap between BR,
other biotic and abiotic stresses. Roles of certain signal transduction pathways and the
phenylpropanoid synthesis pathway has been studied in more detail. Results indicated that
signalling routes like phospholipase A, C and phosphorylation are important for controlling
BR. Inhibition of the phenylpropanoid pathway attenuated development of BR.
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