Zarojelentés

Protein lebonté rendszerek szerepének vizsgalata a névények
baktériumok ellen kialakulé altalanos rezisztencia folyamatainak
kialakulasa soran

Bevezetés

A novények szamos egymasra épiil6 mikroorganizmusok elleni védekezesi rendszert
fejlesztettek. Ezek kozul els6ként az Aaltalanos védekezés (BR) aktivalodik a mikroba
novénnyel torténd kolcsonhatasa soran. E fontos rezisztencia mechanizmus funkciéja minden
olyan behatol6 felismerése és gatldsa, amely a ndvény tapanyagokban gazdag sejtkdzotti
jarataiba jut. E védekezési reakcio fontos szerepét (mivel tunetekkel nem jar) csak a
hiperszenzitiv reakcio felfedezése utén, évtizedekkel késébb a kozelmultban ismerték fel.
Baktériumok esetén a BR aktivalasa olyan baktérium eredetli faktoroknak koszonhetd,
melyek &ltalanosan jelen vannak a patogén és a nem patogén baktériumokban is (pl. ostor,
lipopoliszacharid stb.).

A pélyazat soran a novényi protein lebontdsban (és részben szintézisben) részvevd
géncsoport szerepét kezdtik el vizsgalni a BR kialakulasa soran. Sajat és irodalmi adatok azt
mutattak, hogy e géncsoport tagjai nagy szdmban véltoztatjak meg aktivitasukat a védekezés
soran. Ennek ellenére ennek a fontos géncsoportnak a BR-ben betdltott szerepérodl, keveset
tudunk. A novényi fehérjelebontd rendszerek a védekezési reakciok (beleértve az altalunk
vizsgalt baktériumok ellen indukalodo altalanos védekezést) kiilonboz6é pontjain vehetnek
részt a rezisztencia kialakitasaban. A proteinlebontasi folyamatok részt vehetnek a felismerési
reakciok létrehozasatol kezdve (pl. az elicitor felszabaditdsa) a valaszreakcié szabalyozasi
folyamatainak kialakulasaig (pl. transzkripcids faktorok és egyéb jelatviteli folyamatban
résztvevo fehérjék lebontésa).

A BR jobb megismerése és a lebontasi és szintézis folyamatok egysége miatt tobb esetben
nem csak a lebontads, hanem a fehérjeszintézis egyes elemeinek a szerepét is vizsgaltuk a
kisérleteink soran.

Eredmények
A proteinazokat kodolo gének kifejezodése

A kutatasi ciklus els6 részében féleg arra kerestiik a valaszt, hogy milyen tipusu protedzok, és
milyen modon vehetnek részt ennek a BR létrejottében. El6szor is sajat, kiillonbozé (dohany
és Medicago truncatula) modell névényeken BR és HR (sejtelhalassal jaré hiperszenzitiv
reakci0) indukalta génexpresszids vizsgalatainkat elemeztik ki (melyeket microarray
modszer segitségéevel végeztik el). A megvaltozott aktivitasi gének kozott foleg cisztein,
szerin és aszpartil tipusy proteazokat €s a proteoszomas lebonto rendszer génjeit talaltuk meg.
A korai, 6 oraval a fert6zés utan vett mintakban jellemzden nagyobb szamban figyelheté meg
a gének valtozasa a késobbi (egy-két nappal a fertézés utan vett) mintakéval 0sszevetve.
Tovabba a sejtelhaléssal jaro HR-es kapcsolatokban tobb protein lebontasban szerepet jatszo
gén aktivalodik a nekrozissal nem jaré BR-el 6sszehasonlitva (1. abra).
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1. abra. Medicago truncatula és dohany protein lebontasban résztvevé gének atirédasa P. syringae pv.
syringae 61 vad (hiperszenzitiv reakciot kivaltd) és hrcC mutans (betegséget nem okozd mutans)
baktériumok infiltralasa utdn 6 és 48 oOraval (6 és 48 hpi). Az adatokat MAPMAN programmal
osztalyoztuk és adbrazoltuk. Mindegyik négyzet egy-egy gén kifejez6dési szintjét jeloli a vizzel injektalt
kontrollhoz képest. A piros az aktivaciot a zold represszidt jeldli. A szinek intenzitdsa a valtozas
mértékeét jeldli. (Adatok Bozso et al. 2009 alapjan és Bozso Z. és Szatmari A. nem publikalt adatai)

Ezen kivill egyiittmiikodés keretében lehet6ségiink volt baktérium ellen hatdsos szilikon
indukélta védekezési reakcidit vizsgalni paradicsom ndévényekben. A transzkriptoma
vizsgalatok 16 megvaltozott aktivitdsi gent mutattak ki, melyek kdzott szintén talaltunk
protein lebontassal kapcsolatos gént, mégpedig ubiquitin protein ligazt (Ghareeb et al.
2011).

Miikodésiik és evvel kapcsolatban atirodasuk jobb megismerés érdekében a protein
anyagcserében résztvevd gének transzkripciojat idoben kovettiikk az altaldnos rezisztencia
korabban azonositott BR alatt aktivalodo kozel szazhetven génbdl a protein lebontasban és
szintézisben részvevoket valasztottuk ki (2. abra).
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Ennek érdekében specifikus primereket terveztiink protein anyagcsere génekre majd
valos ideji PCR segitségével mértik az atirddasuk szintjét. A dohanylevelekben BR-t
indukaltunk a Pseudomonas syringae HR-negativ (hrcC mutans) térzsevel majd kilénbdzo
id6épontokban két napon keresztiil vett mintakban mértiik a génexpresszid mértékét. Az igy
kapott eredmeények azt mutattak, hogy jellemzéen a cisztein tipust proteazok aktivalodtak a



legnagyobb mértékben az altalanos védekezeés sorén, ami egybecseng a proteinaz gatlokkal
kapott eredményeinkkel (lasd késébb). A cisztein tipusu protedzok atirddasa a fert6zés utan
vett egy ¢€s kétnapos mintdkban mutatott jelentds kiilonbséget a kontrollhoz képest, ami arra
utal, hogy ezek a BR kés6bbi szakaszaban jatszhatnak szerepet. Olyan géneket is sikertlt
azonositani, amelyek — legalabbis bizonyos korai id6pontokban — csokkent aktivitast
mutattak a BR alatt a vizes kontrollhoz viszonyitva. llyen volt példaul egy proteoszoma
alegység-gén is. Ezen géneknek a kifejez6dési szintje a fert6zést kovetd 24. 6raban a kontroll
vizzel kezelt mintakéban mért szint folé emelkedett. (3. abra)
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3.4bra. Cisztein proteinaz és proteoszOma alegyseg gének kifejez6désének valtozasa a P. syringae pv. syringae
hrcC (piros vonal), illetve vizzel (kék vonal) injektalt dohany levelekben a fertézéstél eltelt orak fliggvényében.
A fuggbleges tengelyen relativ (konstitutiv aktin génhez viszonyitott) génkifejez6dési szinteket mutatnak a
kezeletlen kontrollndvényekben mért génkifejez6dési szinthez képest.

Proteinaz gatlok hatasa a BR folyamataira

Annak érdekében, hogy megallapitsuk milyen tipusu proteinazok jatszhatnak szerepet a BR
kialakulaséban kiilonboz6 proteinazokat gatld inhibitorok is hasznaltunk. Ezek hataséat a BR
kiilonb6z6 marker folyamataira vizsgaltuk: pl. a BR alatt aktivalodo gének aktivitasara, és a
sejtfalersitést jelzo kalloz beépiilésre. (Inhibitorok hasznélata esetén a baktériumok aktivitas
valtozasat és szaporodasat nem vizsgaltuk, mivel az inhibitorok hatasat nem tudtuk Kizarni a
baktériumra). A hasznalt proteindz gatlok a proteazok kiilonboz6 tipusaira hatnak és igy
egylitt jol atfogjak az eltérd lebontasi specifikussaggal rendelkezé proteazokat. A cisztein-
proteazok hatdsat E-64-d-vel és cink-kloriddal, a szerin-proteazokat pedig AEBSF-fel
blokkoltuk. Mindkét protedz-tipusra gatld hatast fejt ki a leupeptin. Ezeken Kkivil
fenantrolinnal a metalloproteazok, pepsatinnal az aszparaginsav-protedzok, bestatinnal az
aminopeptidazok aktivitasat mérsekeltiik. A kisérletekben a protedz gatlokat magukban vagy
a BR-t kivalto Pseudomonas syringae pv. syringae hrcC mutans (HR-negativ) baktériummal
injektaltuk dohanylevélbe. Osszesen tizennégy kiilonbozé gén atirodasat kovettiik a protedz
gatlokkal tortént kezelést kovetden (a 4. dbra ebbdl néhany jellemz6 példat mutat). Az
eredmények alapjan azt altalanosan megfigyelhetd volt, hogy a proteaz gatlok a gének
aktivitasat a BR kialakitasa soran nem gatoltak jelentésen. Ezzel szemben a gének aktivitasa
szamos esetben nét, ha a gatlo szerek valamelyike jelen volt. Egyes esetekben a proteinéz
gatlok 6nmagukban (a vedekezést aktivalo baktérium sejtek jelenléte nélkul is) a gének
atirodasanak novekedését idézték eld. Foleg a cisztein és az aminopeptidaz csoportba sorolt
proteazokat gatolni képes inhibitorok ilyen jellegli hatdsa volt jellemzd. Ezekbdl az
eredmeényekbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy egyes novényi protedzok féleg a védekezési
folyamatok negativ regulaciojaban vehetnek részt.
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4. dbra: Néhany jellemzd példa a protedzgatlok hatasara a BR korai szakaszaban (fert6zést kovetd 6. ora)
aktivalodd gének aktivitdsara. A vizsgalt gének kifejez6dési szintjét a dohanyban konstitutivan kifejez6dé aktin
génkifejez6dési szintjéhez viszonyitva abrazoltuk (fiiggdleges tengely). Az egyes gatloszereket a vizszintes
tengelyen tuntettik fel (fenantrolin: metalloproteindz, pepsatinA: asparaginsav-proteindz, leupeptin: cisztein— és
szerin-proteindz, bestatin: aminopeptidaz, E-64d és cink-klorid: cisztein-proteindz, AEBSF: szerin-proteinaz). A
kontroll a nem injektélt, a viz a vizzel injektalt, a hrcC a Pseudomonas syringae hrcC BR-t indukald
baktériummal injektalt levélben mért értéket jeldli, a csak inhibitorral kezelteké kék, az inhibitor és hrcC mutéans
baktérium keverékkel kezelteké piros szinnel keriltek jel6lésre. Az abra két-két ismételt kisérlet reprezentativ
eredményeit mutatja. A fekete vizszintes vonal a gatloszerek nélkili Pseudomonas syringae hrcC-val injektalt
levélben indukalddo génexpresszids szintet jeldli.

Sejtfali kallézbeépuilés valtozasa a proteinazgaltok alkalmazasanak hatasara

A génszintli valtozasokon kiviil kovettiik azt is, hogy miként alakulnak olyan BR-hez
kapcsolhato folyamatok, mint példaul a sejtfalba torténd kalloz beépilés, ha kiilonboz6 tipust
inhibitorokat hasznalunk.

Mivel el6kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a dohanylevelekben nem siker(l
megbizhatoan kivitelezni a kalloz anilin-kékkel valo megfestését, ezért modellnévénykent
ehhez a kisérletsorozathoz Arabidopsis-t hasznaltunk. A dohanyndvényeknél fentebb leirt
génaktivitas meérésekhez alkalmazotthoz hasonl6 kezeléskombinacidkat alkalmaztunk az
Arabidopsis-ok esetében is. Abszollt kontrollként bizonyos leveleket kezeletlendl hagytunk,
mig masokat vizzel, baktériumszuszpenzioval (P. syringae pv. syringae hrcC),
proteindzgatloval, illetve baktériumszuszpenzié és proteinazgatld keverékével infiltraltunk.
(Azokban az esetekben, ahol az adott inhibitor nem vizben oldodott ott a megfelel6 olddszer
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végkoncentraciojanak megfeleld kontrollokat hasznaltunk). Ebben a kisérletbedllitasban



hasznalt inhibitorok a pepstatin, leupeptin, bestatin, E-64d, cink-klorid, AEBSF, TPCK, E-64,
jodoacetamid, N-etil-maleimid, aprotinin és PMSF voltak. Mintakat a kezelést kdvetéen 24,
illetve 48 oOraval vettlink. A kisérletben részt vevé novények leveleit anilin-kékkel festettik,
majd fluoreszcens mikroszkop segitségével kezeléstipusonként, illetve mintavételi
idépontonként 4-4 mintat vizsgélva jellemeztik Oket. A kallozbeépiilés mértékét egy
négyfokozatu skalan osztalyoztuk. Az 5. abra egy mikroszképos példat mutat be jodo-
acetamiddal (cisztein tipusu proteineket gatlé anyag) tortént proteinaz gatlas hatasat a kalléz
beépiilésre.

5. abra: Fluoreszcens mikroszképpal készitett felvételek anilin-kékkel megfestett Arabidopsis levelekrél. Bal
oldalon P. syringae pv. syringae hrcC mutanssal fertézott, jobb oldalon pedig ugyanezen baktériumnak jodo-
acetamiddal (cisztein tipusi proteineket gatlé anyag) kiegészitett szuszpenzidjaval kezelt minta lathat6. A
mintak a kezelést kovetd 24. oraban keriiltek preparalasra. A sejtfalakba berakodott kalldéz a képeken vilagos,
pontszer( foltokként jelenik meg. Az dbran ismételt kisérletek reprezentativ eredményei lathatok.

A szerin-proteinazgatlok kozé tartoz6 AEBSF és aprotinin, valamint a cisztein-
proteinazokat gatlé cink-klorid, jodo-acetamid és N-etil-maleimid mind 24, mind 48 éraval a
fertézést kovetden gatolta a kallozbeépiilési folyamatot a BR soran tapasztalthoz képest. A
cisztein- és szerin-proteinaz inhibitorként is hasznalhato leupeptin viszont csak 24 oraval a
fertézés utan mutatott ilyen hatast. A jodo-acetamiddal és az N-etil-maleimiddel kombinalt
baktériumos fertdzés hatdsara egy nappal késobb lényegében alig volt megfigyelhetd a
kall6zbeépiilés a vizsgalt mintakban.

Az inhibitorok dnmagukban is indukalhattak kall6z beépulést, ami a proteinazok
negativ szabalyozd funkciodjat jelzi a korabbi génexpresszios vizsgalatokhoz hasonléan. A
folyamatok 6sszetettségét jelzi, hogy voltak olyan inhibitorok is melyek a baktériummal
egyltt gatlé hatast fejtettek ki viszont dnmagukban kall6z beépulést indukaltak. Egy nappal a
kezeléseket kovetéen ugyanis a vizes kontrollhoz képest tobb kall6z képz6dott azokban a
levelekben, amelyeket E-64d (cisztein), AEBSF (szerin), TPCK (cisztein) és E-64 (cisztein)
proteindz-inhibitorral kezeltink. Két nap elteltével ilyen hatdst a leupeptin, az AEBSF, a
TPCK és a jodo-acetamid esetében lehetett megfigyelni.

A ndvényi proteinaz aktivitas valtozas mérése a BR kialakulasa soran

Céljaink kozott szerepelt, a proteinaz gatlok BR-génekre gyakorolt hatasainak
vizsgalata mellett a novényekben aktivan miik6d6 egyes proteinazok aktivitasanak mérése is.
A kilénbozé proteinaz-aktivitasok dinamikajanak méréséhez proteindzok hatasara aktivalodo
fluoreszcens szubsztratot hasznaltunk. A dohany névényben a BR-t P. syringae pv. syringae
hrcC mutans és hével elslt P. syringae pv. syringae injektalasaval aktivaltuk. Osszehasonlitas



celjabol HR-t okozé vad tipust P. syringae pv. syringae baktériumokat is infiltraltunk a
levelekbe. A mintakat a kezelés idépontjaban, majd ezt kdvetéen 3, 6, 12, 24 és 48 oraval
vettiink, és dolgoztunk fel. A kiilonbozé proteindzok aktivitdsat kiilonbozd, az egyes
proteinazok aktivitdsainak megfelelé pH értékii pufferekben mértiik. A mért fluoreszcencia
értékeket a kezeletlen (negativ) kontrollban mért értékekre normalizéltuk és a friss
levéltémeg alapjan milligrammra vetitettiik. A mérések soran eddig abban a pufferben kaptuk
a legmegbizhatobb eredményeket, mely a cisztein proteindzok szamara biztosit optimalis
feltételeket. Az 6. dbra a ndvényben mért proteindz aktivitas papain tipust (ugyancsak
cisztein tipusu) proteindzok méréséhez elbirt pufferrel kapott értékeket jeldlik. A BR soran a
protedz aktivitds a fertézést kovetd 3. és foleg 48. Ordban mutatott magasabb értéket a
kontrollhoz képest. A HR kialakitasara alkalmas P. syringae pv. syringae fert6zés utan 12
Ordval a proteinaz aktivitds mértéke szamottevéen lecsokken a tobbi kezelés hatasahoz
képest, holott a leveleken tiineteket csak par 6raval késobb lehet megfigyelni.
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6. abra. Papainnal (cisztein tipusi proteindz) azonos pH optimummal rendelkezé proteindzok aktivitasi
dinamikaja dohanyban kiilonboz6 kezelések hatasara a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva, egységnyi
levéltdmegre vonatkoztatva. A vizszintes tengelyen a fertdzéstdl eltelt 6rak szama lathato, a fliggélegesen pedig
a proteindz aktivitissal arnyos relativ fluoreszcencia értékek. Kezelések Viz: kontroll, P. syringae ¢él6:
P.syringae pv. syringae vad tipusi HR-t indukalo, P. syringae hével elolt: P.syringae pv. syringae el6lt vad
tipusi BR-t indukal, hrcC: P.syringae pv. syringae hrcC mutans BR-t indukal. Az egyes értékek harom minta
atlagat jelolik. A konnyebb attekinthetdség érdekében a szorasbol szarmazo hibahatarok nincsenek feltiintetve
(0,01 és 0,09 koz¢ tehet6k). A HR-t kivaltd elé P. syringae-vel infiltralt mintabdl a sz6vetelhalas miatt 12 dra
utdn méar nem lehetett mintét venni.

Hogy megbizonyosodjunk arrdl, hogy az altalunk vizsgalni kivant proteinazok kozul
melyeknek lehet szerepe a fentebb leirt aktivitas valtozasokban a proteinaz aktivitas
mérésiinket kiilonboz6 tipusu proteinazokat gatlo inhibitorokkal egészitettiik ki a P. syringae
pv. syringae hrcC mutans baktériummal kezelt novényekbdl a fertézés utani 48. oraban vett
mintak mérése soran (7. abra).
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7. dbra. P. syringae pv. syringae hrcC baktériumszuszpenziéval infiltralt dohanylevelekbdl a fertézést kovetd
48. 6raban vett mintakban mért relativ proteinazaktivitas kiilonb6z6 proteinaz-gatloszerek hatdsara. A vizszintes
tengelyen a kiilonboz6 proteinazgatldk nevei vannak feltiintetve. A ,kombinalt” minta az Gsszes altalunk
vizsgalt proteindzgatlot tartalmazza. A proteindzgatlé nélkili mintaban (hrcC) mért értéket tekintettilk 100-nak.
Az egyes kezelések ennek szazalékban kifezett eértékeit mutatjak. Az 50%-nal kisebb aktivitdst kezelések
(leupeptin, cink-klorid, e64 és kombinalt) értékeit z6lddel emeltuk ki. Az abran harom technikai ismétlés atlaga
1athatd.

Az egyes inhibitorok gatld hatésat a kezeletlen minta értékéhez viszonyitottuk. A
leupeptin, a cink-klorid és az e64 kodjeli készitmény hasznalata mellett a proteinazaktivitas
mértéke tobb mint felére esett vissza (48,44%, 24,22%, 45,96% a felsorol&s sorrendjében).
Az 0sszes altalunk vizsgalt proteindz-gatlot tartalmazé ,.kombinalt” gatloszerrel az aktivitas a
,tiszta minta” 49,37%-a volt. Ezek az eredmények, mivel mind a harom hatasos inhibitor
cisztein és szerin tipusu proteinazokat gatol a korabbi eredményekkel hasonl6an az ilyen
tipusu proteindzok aktivalodasat és esetleges védekezésben betdltott szerepét sugallja.

Novényi proteinaz mintazat valtozas kimutatasa a BR alatt

A proteinazok megjelenésének véltozasat a BR alatt kétféle mddon is tudtuk detektélni.
Egyrészt poliakrilamid gelelektroforézis utan megfelelé szubsztrat jelenlétében a poteinéz
aktivitast detektaltuk a gélben. Ezzel a modszerrel konstitutivan aktiv, kontrollban is jelen
1év6 fehérjebonto aktivitas mellett ki tudtunk mutatni a fert6zés utan 24-48 oréaval kialakulo,
BR alatt aktivalédd proteindz aktivitast mutatd fehérjéket is (8. abra). Ezek az aktivitas
valtozdsok egybe estek a korabban cisztein proteinazokkal génkifejezddéssel kapott
eredmeényekkel.

Masik maddszeriinkkel a dohany sejten kivili apoplaszt fehérjéit valasztottuk el kétdimenzios
elektroforézissel. Az djonnan megjelent fehérjék kozott a tomegspektrométeres detektalas
utan proteinazokkal homoldg fehérjét is azonositottunk (NtPRp27), mely a védekezés alatt a
novényi sejtbdl transzport mechanizmus segitségével jut ki a baktérium elleni védekezés {6 a
sejtkdzotti apolasztba (Szabd et al. 2012).



8. &bra. Proteinaz aktivitas valtozas
kimutatésa poliakrilamid gélben. A BR-t P.
syringae 61 hrcC baktérium dohanylevélbe
infiltralasaval aktivaltuk. A mintakat 48
oraval a fert6zés utan gyijtottiik. A proteinaz
detektalasa a gélbe kevert zselatin szubsztrat
segitségével tortént. K= kezeletlen,
Viz=vizzel infiltralt. hrcC=P. syringae hrcC
muténssal injektalt.

A proteoszomas fehérjelebontas és mas jelatviteli folyamatok gatlasanak hatasa a BR
indukélta génexpresszidkra

A proteindzok beleértve a proteoszoméas lebontast is kodzvetve vagy kozvetlendl
befolyasolhatjdk a jelatviteli folyamatokat és végsdé soron a gének kifejezddését.
Lehet6ségiink volt néhany jelatviteli folyamat gatldsanak és a proteoszémas lebontés
blokkolasanak a hatasat megnézni a dohany gének expresszidjara microarray modszerrel. (A
dohany gének expresszidjanak vizsgalatahoz, mivel a kisérletek idején nem allt rendelkezésre
dohany microarray, burgonya chip-et hasznaltunk, ami a nagyfoku genomi hasonl6sag miatt
volt hasznalhat6). A BR-t a kordbbiakhoz hasonléan a P. syringae hrcC mutéansaval
aktivaltuk, melyet kiilombo6z6 inhibitorokkal egészitettink ki. A vizsgalatokban négy
kiilonboz6 jelatviteli, illetve egy fehérjelebontast gatld inhibitort hasznaltunk (LaCl, —
kalcium-ion bearamlas; arisztolochiasav — foszfolipaz-A; neomycin-szulfat — foszfolipaz-C;
K252a — kinazok; MG115 — proteoszoma). Hat éraval a fert6zés utan 547 gén valtoztatta meg
az aktivitdsdt a BR-t induk&ld baktérium hatasara és ebbol 99 (18%) expresszidjat
befolyasolta egy vagy tobb gatlészer (9. abra). A proteoszoma gatlas 29 BR alatt
megvaltozott aktivitasu gén expresszidjat befolyasolta, mégpedig tébbnyire csokkentette a
kontrollhoz képest (20 gén esetében a 29-bdl). Ezek alapjan ugy tlinik, hogy a fertézés utani
6. Ordban a proteoszOmas rendszer féleg a BR pozitiv regulacioban jatszik szerepet. A
proteoszoma inhibitor altal befolyasolt BR gének kozott volt tobbek kozott elsddleges és
méasodlagos anyagcsere, hormon haztartas, jelatviteli folyamatok (receptor kinaz) és mas
protedzok génjei is. A fehérjebontasi rendszer tébbi inhibitor altal vizsgalt Utvonallal is mutat
kdz6s szabalyozasi mechanizmust. A legszorosabban foszfolipaz C altal szabalyozott
utvonallal lehet kapcsolatban mivel a megvaltoztatott gének tobbsége kdzos (17 a 29-bél,
59%) es a valtozas iranya is tobbnyire megegyezik.



A
C

ipdz
ipaz

Foszfol

inaz
Foszfol
Proteoszoma

| Putative chaperon P13.9 [Castanea sativa (Sweet chestautil

transworter protein 1-like [frabidowsis thali (Mouse-ear cress)]
I.IDP oglucose olucosvlitransferase [Fragaria ananassa fStrawﬂlerrvl'l
Putative disease resistance wrotein I2C-5 [Solanum demissum (Wild potato}]
ACI13 [Lycopersicon esculentum {Tomato)]

I Hone

Hone
DHA binding protein WRKY?2 [Vitis wvinifera {Grape}]
Hone
Hone
Photosvstem IT 10 kKDa nolvmentide. chloromlast nrecursor ILvcomersicon esculentum (Tomato)l
Photosystem I1 10 KDa polypeptide, chloroplast precursor [Lycopersicon esculentum (Tomato)]
Hone
Ornithine decarboxvlase [Lycoversicon esculentum (Tomatodl
Ornithine decarboxvlase [Lvcowersicon esculentum {Tomatod1
Dirigent-like wrotein wDIR10 [Picea ulauca (White smruceil
transferase. transferring glvcosvl arowms [Arabidopsis thaliana]
SHEPHERD [Arabidonsis thaliana (Mouse-ear cressil
Putative scualene ewoxidase [Lvconersicon esculentum (Tomatodl
Putative clutathione S-tramsferase T2 [Lvcowersicon esculentum (Tomato)]
Tyramine hvdroxvcinnamovl transferase [Solanum tuberosum (Potato)l
Eluc translocator 2 ISolanum tuberosum (Potato}]
Patatin-like mrotein 3 [Hicotiana tabacum {Common tobacco)l
H-hvdroxvcinnamovl -Cof: tvramine H-hvdroxvcinnamoyl transferase THT?7- & [Lycopersicon esculentum (Tomato)]
Catalase isozvme 2 [Solanum tuberosum (Potatodl
Polvaalacturonase inhibitor mrotein lSolanum brewidens1l
Rivening reculated vrotein-like lSolanum tuberosum (Potatodl
Mitochondrial phosnhate translocator [Arabidowsis thaliana {Mouse-ear cress)]
Ccold-induced glucosyl transferase [Solanum sogarandinum]
Hone
05JHBa0065B15. 8 nrotein lOrvza sativa (ianonica cultivar-oroumil
Cvtosolic 6-vhosphoaluconate dehvdrogenase [Swminacia oleracea (Swinachil
Cvtosolic 6-whosphouluconate dehvdrogenase [Spinacia oleracea (Swinachil
Cvtosolic 6-phosphogluconate dehydrogenase [Spinacia oleracea (Spinach)]
Hone
Hybothetical wrotein 0J1163 C07.26-2 I0rvza sativa (japonica cultivar-group)]
At 2021045 [Arabidopsis thaliana (Mouse-ear cress}]
Hone
Putative AAf-tvoe ATPase [frabidonsis thaliana (Mouse-ear cress)l
Hypothetical nrotein At2020190 lArabidonsis thaliana (Mouse-ear cress)]
Methionine svnthase ISolanum tuberosum (Potatodl
SHE: rirabidonsis thaliana (Mouse-ear cressil
Putative membrane nrotein [Solanum tuberosum (Potato)l
Caffeoyl-CoRh O-methyltransferase [Solamum tuberosum (Potato)}]
Hone
Putative recewtor-like serine-threonine protein kinase [Solanum tuberosum (Potato)]
Monodehvdroascorbate reductase [Lvconersicon esculentum (Tomato)]
PEARLI 1-1like wrotein [Mrabidovsis thali. (House-ear cressil
Putative mevl-Cod cvnthetase Firabidonsis thaliana (Mouse ear cress)]
Hicotiana tabacum ORF [Hicotiana tabacwum (Common tobacco)]
Protein kinase 1 [Hicotiana tabacum (Common tobacco)l
Putative recentor-like nrotein kinase 2 [Orvza sativa {ianonica cultivar-group)]
Serine hwdroxvmethvltransferase [Mrabidonsis thaliana (Mouse-ear cress)]
Peroxidase wrecursor [Lvcowersicon esculentum (Tomato)1
Cvtosolic HADP-malic enzvme [Lvconersicon esculentum (Tomato)l
Hvpothetical wrotein 0SJHBa0079815.16 [Orvza sativa (japonica cultivar-aroup)]
Protein disulfide isomerase-like [Mrabidomsis thaliana (Mouse-ear cress)l
Putative UDP-glucose dehydrogenase 2 [Hicotiana tabacum {Common tobacco)]
Hone
Protein disulfide isomerase-like [Mrabidonsis thaliana (Mouse-ear cressil
Receptor protein kinase PERK1-like protein [Oryza sativa {japonica cultivar-group}]
Hone
5-methvltetrahwdrovterovitriglutamate--homocvsteine methyltransferase [Catharanthus roseus (Rosy periwinkle) (Madagascar periwinkle)]
HtEIG-Al wrotein [Hicotiana tabacum {Common tobacco)]
SHEPHERD [firabidonsis thaliana (Mouse-ear cressil
MLO-like protein 7 [Arabidopsis thaliana (Mouse-ear cress)]
Hone
Metal transwort wrotein MMedicaso truncatula {Barrel medichl
MutT domain protein-like [0Orvza sativa (jamonica cultivar-oroun)l
Catechol O-methvltransferase [Hicotiana tabacum (Common tobacco)l
Phenvlalanine ammonia-lvase [Cansicum chinense (Scotch bonmet) (Bonnet pepper)]
Caffeoyl-CoR O-methyltransferase 6 [Hicotiana tabacum {Common tohacco)]
Hone
Putative cullin wrotein [Lycowersicon esculentum (Tomato)1
Caffeovl-CoR O-methvltransferase lSolamum tuberosum (Potatoil
0SJHEBO059KDZ. 17 nrotein lOrveza sativa (japonica cultivar-group)]
Hemoolobin [Solanum tuberosum {Potatodl
Hvdrolase-like [Drvza sativa (Jjamonica cultivar-aroun)l
Hydrolase-like [0rvza sativa (jamonica cultivar-group)]
CONSTANS-LIKE b [Pisum sativum (Garden weakl
T12H1.14 wrotein [Arabidonsis thaliana (Mouse-ear cressil
Putative mitochondrial dicarboxvlate carrier wrotein [Mrabidopsis thaliana (Mouse-ear cress)]
Cvtochrome P450 [Helianthus tuberosus (Jerusalem artichokedl
Putative chloroplast nucleoid DHA-binding protein [Arabidopsis thaliana (Mouse-ear cress)]
Hone
Hypothetical wrotein Trifolium nratense (Red clover)]
Probable ulvcosvltransferase ht3u02350 [Mrabidobsis thaliana (Mouse-ear cress)]
Hynothetical wrotein At2a07180 IArabidonsis thaliana (Mouse-ear cresshl
Plastidic whoswhate translocator-like wrotein? [Mesembrvanthemum crvstallinum (Common ice plant)]
Glutathione S-transferase. class-phi [Solanum commersonii (Commerson's wild potato)]
HAD-malate dehvdrogenase nrecursor [Hicotiana tabacum {Common tobaccodl
Glutathione S-transferase. class-phi [Solanum commersonii (Commerson's wild potato)]
HIPL1 wrotein nrecursor [Arabidonsis thaliana {Mouse-ear cress}]
HO318E11.1 wrotein FOrvza sativa {Rice)l
Protein kinase: Tvbe I EGF [Medicaoo truncatula (Barrel medic)l
Hypothetical nrotein F24J7.20 lArabidonsis thaliana (Mouse-ear cress)1
Gluc translocator 2 ISolamum tuberosum (Potato)]
Putative HSP mrotein [Arabidonsis thaliana (Mouse-ear cress)]
HO0318E11.1 protein [Oryza sativa (Rice)]

9. &bra P. syringae pv. syringae hrcC mutans baktériummal, illetve ezzel egy id6ben kiilonb6z6 szignal és
proteoszoma inhibitorokkal dohanynévénybdl a kezelést koveté 6. 6rdban vett mintdkbol készilt microarray
vizsgalat (TIGR Potato 10K cDNA Array) eredményének grafikus megjelenitése. Kezelések, illetve az altaluk
gatolt folyamatok réviditései P. syr hrcC = P. syringae pv. syringae hrcC BR-t indukalé baktérium; Ca®*= P. syr
hrcC+kalcium-ion bearamlast gatlo; foszfolipaz A=P. syr hrcC+foszfolipaz A gatlo; kindz=P. syr hrcC+ kinaz
inhibitor; Proteoszéma=P. syr hrcC+proteoszoma gatlo). Az egyes kezelésekhez tartozd négyzetek szine az
egyes gének regulacidjanak iranyat (piros = fokoz6do; z6ld=csokkend) jeldli a kontrollhoz képest (a P. syringae
hrcC esetében a vizes kontrollhoz, az inhibitorok esetében a P. syringae hrcC-hez viszonyitva) . A szin
mélysége a regulacio mértékével aranyos. (Az abrat a Cluster 3,0 és a Treeview programok segitségével
készitettlk)



Protein lebontasban és szintézisben résztvevd dohdny géneket tiltermeld Arabidopsis
novények eléallitisa

A tlltermeltetéshez kivalasztott gének a dohanybol kordbban szubtrakciés modszerrel izolalt
BR alatt aktivalé gének (2. abra) kozil lettek kivalasztva (proteaszomas lebontas elemei és
riboszoma alegységek, 0sszesen 7db). A kivalasztott gének teljes cDNS-ét Agrobacterium
expresszids vektorba klonoztuk. A szekvencia ellenérzése utan a plazmidokat a ndvényi
transzformaciohoz Agrobacterium-ba juttattuk be. A fehérjék expressziojat N. benthamiana
levelekben ellenériztiik atmenti taltermelés sordn Western blot segitségével (a fehérjékre
épitett tag-ek felismerése alapjan). A konstrukciokkal stabil névényi transzformansokat
allitottunk el6 Arabidopsis ndveényekben. A 7 konstrukcidbdl a jelentés készitéséig 5 esetében
sikeriilt taltermelé novényeket eldallitani. A taltermeld novények kiillonbozé mértékben
expresszaltak a bejuttatott dohany géneket. A magas kifejez6dés fenotipusosan a virdgzas
késleltetésével jart egyitt (10. abra). A proteaszomas rendszer elemeit tlltermelé egyes
novényi vonalakban teszteltlik a kompatibilis baktérium szaporodasat. A P. tomato DC3000
sejtszama a fert6zést kovetd 3. napon ezekben a transzgénikus novényekben alacsonyabb volt
a kontrollhoz képest (adat nem mutatja), ami a proteaszomas rendszer BR-ben betoltott
negativ szabalyozasat feltételezi.
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10. abra Protein anyagcserével kapcsolatba hozhatd dohany gének tlltermeltetése Arabidopsis névényekben.
A) Az expresszié szintje kilénbdzé konsrukcidkkal transzformalt ndévényekben a kontroll konstitutiv gén
kifejez6déséhez képest. Tultermelt dohany fehérjék: 1=riboszoma alegység, 3=ubiquitin szallitd fehérje,
S=proteoszoma alegység. B) A ndvények fenotipusa. A magasabb transzgén kifejez6dés késébbi viragzast
eredményezett.



Protein lebontasban és szintézisben résztvevd gének csendesitése

A protein anyagcsere gének védekezési reakcidokban torténd részvételét géncsendesitési
kisérleteink folytatasaval is teszteltik. A géncsendesitéshez a korabbi dohany névényekkel
végzett altalanos rezisztenciaval kapcsolatba hozhato génizolalasi eredményeink alapjan (2.
abra) vélasztottuk ki a BR alatt aktivalddo, fehérje anyagceserében résztvevo géneket (ezek
részben atfednek a fentebb leirt taltermeltetésnél felhasznalt génekkel). Osszesen 11 db gén
csendesitését végeztik el (1. tAblazat). Ezek kozott voltak kiilonb6z6 tipusa proteazok, és a
proteaszomas lebontas elemei tovabba néhany proteinszintézisben résztvevd riboszoma
alegység is.

1. tdblazat. N. benthamiana-ban géncsendesitéshez hasznalt fehérje anyagcserében résztvevd gének listaja

1c25 cisztein proteaz

2 c56 riboszéma protein

3 c62 riboszoma protein

4 c65 phytophthora-gétolt proteaz

5 c97 Ubiquitin szallito protein

6 c120 proteaszéma alegyseég

7 cl27 riboszéma alegység

8 cl14 szubtilizin

9 c159 cisztein proteaz
10 C161 ubiquitin extension fehérje
11 cl67 Aszpartil aminopeptidaz

A gencsendesitési kisérleteket Nicotiana benthamiana ndvényeken végeztik TRV virus
segitségével, mivel ebben a rendszerben sikeriilt nagy hatékonysagl géncsendesitési
modszert alkalmaznunk. A dohany (Nicotiana tabacum) gének N. benthamiana homol6gjait
vizsgaltuk. A tizenegy kiilonboz6 gén egy-egy szakaszat épitettiuk be virus vektorba, melyet
Agrobacterium infiltralasanak segitségével juttatunk a ndvényi szévetekbe. A géncsendesités
hatdsossaganak jelzéséhez a levelek kifehéredését okoz6 marker gén (PDS) mellé klonoztuk a
génszakaszokat. A géncsendesités hatadsossagat a levelekbol vett mintakbol végzet RT-PCR
modszerrel valds idejii PCR-el is ellendriztik. Egyes genek csendesitése fenotipusos
véltozasokat is kivaltott a novényekben (11. abra). Igy a ubiquitin proteaszomas
fehérjelebontd rendszer egyes elemeinek csendesitése szovetek pusztuldsaval és szamos
esetben a novény teljes elhaldsaval jart egydtt (pl 120-as klon). Egyes riboszéma alegységek
géncsendesitése viszont rovid szartagok kialakuldsat, igy kisebb méretli ndvényeket
eredményezett (pl. 56-0s klon).



11. dbra. Kiilénb6z6, protein szintézisben és lebontasban résztvevd gének csendesitése Nicotiana benthamiana
novényekben és ennek fenotipusos hatasuk A kép a virusfert6zés utan 3 héttel késziilt. A szamok az egyes
csendesiteni kivant gen darabjat tartalmazo6 inszerteket jel6lik. 56=riboszéma alegység, 97=ubiquitin szallité
protein, 120=proteoszéma alegység, cisztein proteaz BAK=védekezésben résztvevd receptor kinaz (pozitiv
kontroll), PDS=protein anyagcsere gén inszert nélkili kontroll. A levelek fehéredését a PDS marker gén (fitoén-
deszaturdz gén) okozza. Az 56 —os esetén a ndvények torpllését, a 120-as esetén a novények elhaldsat lehetett
megfigyelni.

A géncsendesitett ndvényekben a BR-el kapcsolatos markerként a hiperszenzitiv reakcio
gatlasat, a novényben szaporodni képes kompatibilis kérokozd szaporodasat, valamint a
vedekezési reakciok soran felszaporodd hidrogén-peroxid mennyiségét mértik. A méréseket
a kifehéredett levelek alatti elsd levélszintekbdl végeztiikk ahol még hatisos a kivant gén
géncsendesitése, de a fehéredés nem zavarja a kisérleteket. A géncsendesitésitett névényekkel
kapott eredmények a cisztein proteédz és a feherjeszintetizal6 rendszer (riboszéma alegységek)
vedekezésben jatszott szerepét mutatjak (12. abra).
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12. dbra. A Pseudomonas syringae pv.
tomato DC3000 hopQ kompatibilis
baktérium sejtszdma kontroll (PDS) és
protein  anyagcserében résztvevo
génekben csendesitett Nicotiana
benthamiana levelekben. A
baktériumokat 10° sejt/ml
koncentracidban injektaltuk a levelekbe,
majd a 3. napon levélkorongokat vagtunk
ki, amelybdl higitadsos és tenyésztéses
maédszerrel meghataroztuk a szdvetben
1évé baktériumok szamat. A csillagok a
PDS kontrolltol szignifikansan eltérd
(P<0,01) mutans novényeket jeldlik. A
hibavonalak a szérast mutatjak. A
kisérletet kétszer ismételtiik meg hasonlé
eredménnyel.



Protein lebontdsban résztvevd Arabidopsis gének BR-ben betOltdtt szerepének vizsgalata
mutans novények segitsegével

A proteindz génekben mutans ndvények kivalasztdsdhoz kétféle megkozelitést
hasznaltunk. Egyrészt cisztein, és szerin tipusu protedzok, illetve cisztein proteinaz inhibitort
kodold géneket Kkerestink Arabidopsisban. Azert éppen ezeket, mert a korabbi
kisérleteinkben azt talaltuk, hogy ezek a tipust proteaz gének aktivalodtak a legjobban a
baktériumfertdzésre, illetve az proteaz inhibitorokkal végzett kisérletek is utaltak e tipusu
protedzok lehetséges szerepére a BR-ben. Az adatbazisbol kikeresett géneknél az Arabidopsis
a nyilvanos adatbazisokban megnéztik, hogy véalaszolnak-e baktériumfertézésre vagy
valamely BR-t indukalé baktérium alkotérészre (pl. flagellin, LPS). Ezek koziil azokat
valasztottuk ki, melyek aktivacioja legaldbb kétszeres mértékben fokozodott vagy
mérséklodott tobbféle kezelés hatasara is (18 db). A masik megkdzelités esetében nyilvanos
microarray adatbazisbol olyan adatsorokat toltottiink le, melyek a fert6zés utan kiilonbozo
idépontokban késziilt expresszids értékeket tartalmazta a Pseudomonas syringae pv tomato
DC3000 torzs betegséget nem okozo6 hrcC baktérium fertézése utan. Az egyes iddpontokhoz
tartozo biologiai ismétlések értékeit atlagoltuk, majd a MAPMAN szoftver segitségével
jelenitettlik meg az egyes idépontokban a fehérjelebontasban résztvevd gének kifejez6dését
(13. abra).

) 13. é&bra. Arabidopsis  protein

lebontasban résztvevo gének atirodasa P.
syringae pv. tomato DC3000 hrcC

Protein lebontasban betegséget nem okozé mutans

baktériumok infiltralasa utan kiilonbdz6

résztvevé gének idépontokban. Az adatokat nyilvanos
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L N abrazoltuk (részletek a szdvegben).

e - Mindegyik  négyzet egy-egy @gén

. mE N kifejez6dési szintjét jeldli a nem injektalt

kontrollhoz képest. A piros az aktivaciot
a zold repressziot jeloli. A szinek

] n n intenzitasa a valtozas mértékét jeldli. Az
H [ itt megvaltozott aktivitdst mutatd gének
kozil valasztottunk mutans novényeket

Ezutan a Nottinghami Arabidopsis Torzsgytijteménybdl a megvaltozott aktivitasa
proteinaz gének T-DNS mutansait kerestiink. Els6sorban olyanokat, amelyeknél a T-DNS
a mutacié hatasanak megjelenésére. Ebben az esetben is olyan mutansokat valasztottunk a
magbankbol mely a mutéaciéra homozigota volt (60 db). Kozel nyolcvan (78 db) magot
rendeltiink majd ezeket elvetve és ebbdl a ndvényeket felnevelve baktériumfertdzésre
teszteltiik Oket. A novények fenotipusosan nem mutattak jelentds eltérést a vad Col-0
novényekhez képest.

Elészor olyan Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 tOrzzsel fertoztik a
novényeket, amely egy lumineszkald (Gn. lux) gént hordoz. A lumineszcencia valtozasabol
kovetkeztetni lehet a baktériumszam valtozasanak mértékére. Ez a modszer, mivel nem
igényli a baktériumok izolalasat a ndvénybdl lehetdséget teremt nagyszdmui novény egyidejii
tesztelésére. Ezeknek a vizsgalatoknak az alapjan ki tudtunk valasztani néhany olyan mutans
novényt, amelyben a baktérium Kkivaltotta lumineszcencia az ismétlésekben nagyobb
valosziniiséggel mutatott magasabb vagy alacsonyabb értéket a kontroll névényekhez képest.
Ezeket részletesebb baktériumszaporodasi Kisérleteknek vetettilk ala. A 14. abran 50-es



szdmmal jeldlt (karboxipeptidaz) és a 76-0s (szubtildz,) mutans névényben szignifikans
baktériumszam kulonbséget tudtunk Kimutatni a vad tipusi novényhez képest a fertézést
koveté harmadik napon. E két protedaz gén tehat pozitiv szerepet jatszhat a védekezés
kialakulésaban.
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14. bra. A Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 kompatibilis baktérium sejtszama vad (Col-0) és protein
lebontéasban résztvevé mutans (43, 50, 55, 62, 76) Arabidopsis ndvényekben. A baktériumokat 10° sejt/ml
koncentracioban injektaltuk a levelekbe, majd a 3. napon levélkorongokat vagtunk ki majd higitdsos és
tenyésztéses modszerrel meghataroztuk a szovetben 1évé baktériumok szdmat. A csillagok a Col-0 kontrolltol
szignifikansan eltéré (P<0,01) mutans novényeket jelolik. A hibavonalak a szorast mutatjak. A kisérletet kétszer
ismételtiik meg hasonl6 eredménnyel.

A ndveénykorokozo baktériumon Kivil mas tipusu kérokozéra torténé novényi valasz
megvaltozasat is megvizsgaltuk néhany kivalasztott mutans ndvényeben. A 15. abra a 76-0s
szubtildz mutans eltéré novényi tiineti valaszat mutatja Alternaria brassicicola-val tortént
fertézését kovetéen. A szubtilaz mutans ndvény tehat nemcsak a hemibiotréf P. syringae
baktériummal, hanem a nekrotrof gomba fertézésére is eltér6 modon reagalt, ami a gén
védekezésben betoltott szerepét erdsiti.
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15. dbra. A) Tinetek Alternaria brassicicola —val (A.b.) fertézstt vad tipust (Col-0) és szubtilaz (76) mutans ngvényeken. A szubtilaz
muténs erdteljesebb gomba kivaltott novényi sejtelhalast mutat 9 nappal a fertzés utan (a fertézés 5 x 10° konidiummal tértént). Kontroll
novények fertézés nélkiiliek.

B) A. brassiciola kivaltotta 16zidk atméréje kiilonbozé levélszintken 9 nappal a fertézés utan (a fertézés 5 x 10° konidiummal tortént).

A gének rezisztenciaban betdltott funkcidjanak pontosabb meghatarozasa a késébbi
kutatasok feladata lesz. A tobbi részletesebben nem vizsgalt mutans néveny kdzott meg
lehetnek a védekezést befolyasold gének, melyek vizsgalata szintén tovabbi kutatast igényel.



Tovabbi teenddk és lehetséges kutatasi irdnyok

A kozeljovoben tervezziik még az eredmények eddig nem publikalt részének kozlésre torténd
clokészitését. A kapott eredménynek nagy része eddig még nem vizsgalt (j tudomanyos
eredmeény. Folytatni szeretnénk tovabba az eddig funkcionalis mddszerekkel (géncsendesités,
mutans novények) azonositott, a BR kialakitasaban résztvevé noévényi gének tovabbi
jellemzését, funkcidjanak pontosabb meghatarozasat, illetve tovabbi védekezésben résztvevo

gének azonositasat.
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