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Dr. Dallmann Géza

A kutatasunk az almafélék tlizelhalasos megbetegedés elleni természetes
védekezési mechanizmus biologiai alapjainak felderitését célozza, dontéen a
nektarban taldlhato fehérjékre koncentralva. Feltételezésiink az, hogy az Erwinia
amylovora fertdzésre érzékeny fajok/fajtak esetében ez a mechanizmus, legaladbb
id6legesen, nem, vagy nem kelld hatékonysaggal mikodik. A fertézés folyamatanak
novényi oldalat tekintve feltételezziik, hogy ez a kevéssé hatékony miikédés a
nektarfehérjéket kodold gének expresszios tulajdonsagaival, azok nektarban mérhetd

crer

folyékony nektar jelenlétének iddtartamaval hozhato Gsszefiiggésbe.
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1. abra Nektarfehérjék osszehasonlitasa hirom egymast koveto évben.

Az elmult évek soran megallapitottuk, hogy minden vizsgalt nektarban
detektalhatdé néhany eltéré molekulatomegili fehérje. Megallapithatd tovabba, hogy a
fehérjemintdzatok — a mennyiségi kiilonbségektdl eltekintve - fajon beliil
hasonlosdgot mutatnak, mig fajok kozott jelentds az eltérés. Szembetiind, hogy a
kimutathat6 fehérjék mennyiségében (azonos térfogatok keriiltek analizisre!) lényeges

eltérés tapasztalhat6 a vizsgalt fajok kozatt, illetve fajon beliil a fajtak kozott is.



A legmarkansabb eltérést a 27-30kDa-os molekulatomegli fehérje esetében
talaljuk, ez a Freedom - egy tlizelhalasra tolerans almafajta - nektarjaban dominans,
mig a tobbi vizsgalt almafajta esetében a kimutathatésag hatdran mozog, a
kortefajtaknal pedig jol detektalhato, de a Freedomhoz viszonyitva lényegesen kisebb
mennyiségben van jelen. Ennek a 30kDa-os fehérjének a vizsgalatat, molekularis
analizisét tlztik ki feladatul, valamint lehetséges szerepének elemzését az Erwinia
amylovora fertzés elleni tolerancia biztositdsaban. A tomegspektrometrias analizishez
a Freedom almafajta nektarjaban abundansan megjelend protein csikot PAGE utan a
g¢lbdl izolaltuk, majd alkilalas és redukalds utan gélen beliil tripszinnel emésztettiik.
Az egyértelmiien azonosithato peptid szekvenciak (2.4bra) alapjan ez a vizsgalt fehérje
homologiat mutat a QO0MX4 UniProt azonositoji alma fehérjével. A parcialis
szekvencia alapjan degenerdlt oligonukleotidok tervezésével illetve inverz PCR
alkalmazaséval izolaltuk a kérdéses gént. A karakterisztikus kozbeesd peptid
szekvencidk folyamatos ellendrzése lehetdvé tette, hogy a kiindulasi szekvencianal

maradjunk.
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2. abra A tomegspektrometriaval azonosithaté aminosav szekvenciak.

Elvégeztiik a Freedom tolerans almafajtabol a kérdéses gén teljes kodolo
szekvencidjanak izolalasat a klasszikus génazonositdsi modszereket alkalmazva. A
teljes szekvencia ismeretében most mar hatdrozottan kijelenthetjiik, hogy a tolerans
Freedom almafajtdk nektarjaban megtalalhatd, abundansan expresszaléodd gén egy
PRS /patogén related 8/ tipusu fehérjét kodol, a gén az un. III tipusu savas kitinazok
csoportjaba tartozik. Az irodalmi adatok alapjan azt talaltuk, hogy néhany fehérje a
savas kitindzok csoportjabol kettds funkcioval rendelkezik, vagyis a kitinaz funkcion
tul lyzozim aktivitdsa is van. Ilyen tipusu fehérje pl. a kaucsukfa hevamin fehérjéje.
Az alabbi 3. abra az altalunk izolalt protein szekvencidjat, és annak hasonlosagat
mutatja az ismert Malus PR8 proteinhez viszonyitva. A két protein 297 ill. 299

aminosav hossszu, a homoldgia 93%.
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3. abra Az alma PRS8 és Freedom nektarban expresszalodo fehérje

osszehasonlitasa.

Az izolalt gén és termékének ismeretében a legfontosabb alapvetd kérdés,
hogy valoban ez a — Freedom tolerans almafajta nektarjaban konstitutiv expressziot
mutatd — gén jellemzd-e egyéb tolerans almafajtakra is. Vagyis a kérdést
megfogalmazhatjuk ugy is, hogy valdban izolaltunk-e egy olyan gént, amelynek
expresszioja kizardlagosan jellemzé a tolerdns almafajtakra, vagy azok egy
csoportjara. Ezen tdlmenden nemcsak jellemz6, hanem a gén expresszidjanak
kovetkezménye a megemelkedett szintli Erwinia amylovora elleni védekezd képesség.

A fenti allitds bebizonyitdsdhoz szdmos, az irodalmi adatok ¢és korabbi
kisérletes vizsgalatok alapjan jol meghatarozott, tlizelhalassal szemben tolerans és
fogékony almafajtakb6l mintdkat gyljtottiink. A begy(jtott  virdgmintak
hypanthiumabol, ahol a nektarszovet taldlhatd, RNS-t tisztitottunk és ezekkel
szemikvantitativ ill. kvantitativ RT-PCR —t végeztiink. A felhasznalt oligonukleotid
primerer alkalmasak az altalunk izolalt gén specifikus kimutatasara.

Az alébbi képen lathato tolerans fajtdk: Freedom, A2-13, MR-01 C-104, Relejka. A
fogékony fajtdk: Sampion, Redrome. A “?” mintak jol szerepelnek gombaelleni
fogékonysagi tesztekben, tlizelhalassal szembeni reakciojuk kérdéses, nem a
legjobbak. Az F1 jeli mintdk a Freedom x Redrome keresztezés F1 utddai, mint

lathaté a molekularis marker ezekben szegregal.
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4. abra Fogékony és tolerans almafajtak mRNS alapi azonositasa. Ac:actin

kontrol.

Amint az a fenti mintdkon vilagosan lathatd6 a molekuldris marker /600bp/
jelenléte kovetkezetes az eldzetesen toleransnak tartott almafajtdkban. Ezzel szemben
nem figyelhetd meg a marker a tlizelhalassal szemben fogékony fajtakban ill. az F1
novények egy részében. Az F1 ndvények azért szegregalnak, mert az egyik sziild
Freedom, nem homozigoéta a kérdéses génre, molekularis markerre. A mRNS alapu
azonositas a PAGE alapu azonositassal megegyez6 eredményt szolgaltat. Nyilvanvalo,
hogy a protein jelenléte alapjan torténd azonositds, valamint az mRNS alapu
azonositas idében behatarolt. A mintavétel lehetdsége a viragzas idejére, szinte csak
egy hétre korlatozédik mindkét esetben. Kerestiik olyan molekularis markerek
l1étrehozasanak lehetdségét, amelyekkel szinte egész évben el lehet végezni a fogékony
¢s tolerans fajtak azonositasat. Erre a lehet0séget a DNS alapu markerek teremtik meg.
A DNS alaptt molekularis markerek Iétrehozasanak alapjat a kérdéses gén
promoéterének izolalasa és megszekvenaldsa szolgaltatta. A tolerans Freedom és a
fogékony Sampion fajtakban a szébanforgd lyzozim aktivitdssal rendelkezé gén
koédolo szekvencidja azonos, de a gén expresszioja eltérd, amint ez a 3. dbra alapjan is
is hatarozottan kitlinik. Az eltéré génexpressziod okat az eltéré promoter struktiraban
kell sziikségszerien keresniink. Egyuttal az eltéré promoter szerkezet lehetdséget

biztositott DNS alapu markerek l1étrehozasara.
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5. abra Tolerans és fogékony fajtak azonositasa DNS alapi molekul

markerekkel.
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bra Freedom és Sampion fajtak promotereinek 6

6.4



A 6. dbran lathato, hogy a Sampion fogékony fajtdbol szdrmazod promoter
214bp-al rovidebb, az 0Osszehasonlitdis a PCR felamplifikalt szekvencidk
alapjan tortént, az egyik végpont a kitinaz gén ATG start kodonja. A
szekvencia analizis ravilagitott arra, hogy az atlagos homoldgia magas. A
Iényeges eltérés a két promoter kozott egy kb 200bp hosszisagli szakaszon

figyelhetd meg.

Concensus TTTGGCTTCTATCTACGAACTTTCCAAAACGTTCATGTGATGTGATGTGATGATAAGGAGAGAT

Freedom 470 TTTGGTTTCTATCTACTAGC--TCCCAAACTTTCATGTGATGTGATGTGATGATAAGGAAAGAT
533 TTTGGCTTCTATCTACGAACTTTCCAAAACGTTCATGTGATGTGATGTGATGATAAGGAGAGAT
597 TTTGGCTTCTATCTACGAACTTTCCAAAACGTTCATGTGATGTGATGTGATGATAAGGAGAGAT
661 TTTGGCTTCTATCTACGAACTTTCCAAACCGTTCATGTGATGTGATGTGATGATAAGGAGAGAT
725 TTTGGTTTCTATCTACTAACTTTCCAAAACGTTTATGTGATGTGA—-TG—G-TAAGGAGAGAT

Sampion 433 TTTGGTTTCTATCGACGAGCTTCCCAAA-CGTTCATGTAATGTGATGTGATGATAAGGAGAGAT
496 TTTGGTTTCTATCTACGAACTTTCCAAAACATTCATGTGATGTGA--TG--G-TAAGGAGAGAT

7.abra Freedom és Sampion fajtak promédtereiben eléfordulé repeat
elemek.

A Freedom promoter szekvenciaban 5db 63bp hosszisagu tandem repeat
koveti egymast, ezzel szemben a Sampion promoterben a repeat elemek szdma
csak kettd. Mivel a két promoter kozott ez a legnagyobb 1ényeges eltérés, ezért
jelenleg ugy véljiik, hogy az eltérd mértekli génexpresszid oka is ez az eltérd
szekvencia lehet.

Felmeriilt annak a lehetdsége, hogy a tolerans almafajtabol izolalt gén lyzozim
aktivitasa felhsznalhato lehet a tlizelhalas elleni védekezésben. Kézenfekvonek tinik,
hogy az a gén ill. terméke, amely a nektarszovetekben termelddik és a folyékony
nektarba jutva a kitinaz és lyzozim aktivitdsanak koszonhetéen védelmet biztosit az
Erwinia fertézéssel szemben, valamilyen biotechnologiai uton alkalmazhaté a
tlizelhalés ellen.

Az tolerans almafajtabol izoldlt gént  bakteridlis expresszidos vektorba
klonozva megteremtettiik a kérdéses protein nagy mennyiségi eldéallitasanak
lehetdséget. A taltermeltetett fehérjével igazoltuk, hogy valoban rendelkezik ez a
fehérje lyzozim aktivitassal. Azonban a bakteridlis expresszaltatasbol adodo
nehézséget, nagyon gyakori a tultermeltetett fehérje ,,inclusion body”-ba zarddasa, a
kovetkezOkben élesztd rendszerben valo fehérje taltermeltetéssel probaltuk kivaltani.

Fehérje expresszaltatas Pichia pastoris €lesztd torzsben:



A fehérje taltermeltetést a pPICZ A plazmidban 1étrehozott konstrukciokkal végeztiik.
A pPICZ A plazmid egyaraant alkalmas extracellularis és intracellularis
tultermeltetésre.

Amennyiben a termelendd fehérje nativ szignalszekvencidja megfeleléen mikodik
¢lesztOrendszerben a fehérje szekretalodik a taptalajba, ahonnan kinyerhetd.
Szekrécids szignal hidnydban, vagy nem megfeleld miikodés esetén a termeltetett
fehérje az élesztében intracellularisan termelddik. Négy konstrukcidt készitettiink,
ezeket élesztébe transzformalva vizsgaltuk a fehérje termelést. A konstrukciok a
kovetkezok:

A, Nativ szignalszekvencia - gén - Myc, His Tag

B, Szignalszekvencia deletalva - gén - Myc, HisTag

C, Nativ szignalszekvencia - gén - Stop, Tag nincs

D, Szignalszekvencia deletalva - gén — Stop, Tag nincs

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
—

7. napos mintak

: pPicZA, feluluszo

: pPicZA, feltart éleszt6sejt

: ATG-noSTOP klon feluluszo

: ATG-noSTOP klon feltart é.sejt
: A26-noSTOP klon feluluszo

: A26-noSTOP klon feltart é.sejt
: ATG-STOP Kklon feltluszo

: ATG-STOP klon feltart é.sejt

: A26-STOP klon feluluszo
10:A26-STOP klon feltart é.sejt

CONONAWNS=

8. abra A savas kitinaz tultermeltetése Pichia élesztorendszerben.

Az expresszids vizsgalatok ¢élesztOrendszerben sikeresek voltak, a gén sajat
szignalszekvencidja megfeleld arra, hogy az extracellularis térbe jusson a
tultermeltetett fehérje / 3. 7./ A két minta kozott csak a C-terminalis Tag megléte
illetve hianya a kiilonbség. A sikeres tiltermeltetés lehetéséget teremthet arra, hogy a
fehérjét a tiizelhalas elleni kdzvetlen védekezésben is felhasznalhassuk.

Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy izolaltunk egy olyan gént, amely a specifikusan
a nektarszovetben expresszalodik. Kitindz és lyzozim funkcidjabdl kovetkezden a
termelodé fehérje védo szerepet lathat el a virdgon keresztiil fert6z6 Erwinia
amylovora ellen. Ez a védekezd funkcid kihasznalhatd, vagyis egy altalanos

tlizelhaléas elleni toleranciaval rendelkezd fajta rezisztenciaja tovabb fokozhato. Az



altalunk azonositott gén hagyomanyos nemesitéssel, vagy molekularis biologiai
eszkozokkel az altalanos tolerancidju fajtdba juttathatd. A kifejlesztett molekularis
markerek segitségével a nemesités soran a nektarspecifikus gén jelenléte gyorsan

azonosithato.



