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A MUNKA ELOZMENYEIL KITUZOTT CELOK

Az ismert baktérium genom szekvencidk gyorsan novekvd szdma
mellett, a gének tobbségének feladata kevéssé ismert. A baktériumok
koérokozd képességének genetikai meghatdroz6i  szigordan és
pontosan szabdlyozottak, els6sorban transzkripcidés szinten. Ez
lehetdséget ad a koérokozdssal Osszefiiggd génjeik elkiilonitésére,
mégpedig azok specifikus in vivo (in planta) kifejezddése révén. Az
il vivo expression technology” (IVET) egy olyan prométer keresd
mddszer, amely baktériummutinsok szelekcidja révén lehetové teszi
a promoter nélkiili riportergénekkel fuzionalt feltételesen kifejez6do
gének azonositasat. A vizsgdlat végeredménye olyan baktérium
gének azonositidsa, melyek elsdsorban in planta fejezédnek ki, a
betegség kialakuldsa kozben. Tobb kozlemény ismerteti az IVET
alkalmazasat kiilonbozd dllat-baktérium kolcsonhatdsban. Ennek
ellenére a novénykorokozd baktériumok koérokozé képességének
vizsgélata gyakran korldtozott olyan genetikai rendszer (pl. megfeleld
IVET plazmid) hidnya miatt, mely az els6sorban a baktériumok
novénnyel alkotott kolcsonhatdsa alatt  kifejez6d6  gének
azonositdsara lenne alkalmas.

E Tanulmény célja olyan IVET prométer keresé plazmidok készitése
volt, melyek alkalmazédsa a szokdsos auxotréf koplementacié helyett
antibiotikumos szelekcion alapul. Célként szerepelt az egyik plazmid,
a pIviGK hasznélhatésaganak igazoldsa sordn a lagyrothaddst okozd
Pseudomonas viridiflava olyan génjeinek elkiilonitése, melyek

kérokozéssal 6sszefiiggd faktorokat kodolnak.



ANYAG ES MODSZER

Baktériumtorzsek és plazmidok

A munka sordn alkalmazott baktériumtorzsek: Pseudomonas viridiflava,
Escherichia coli DH5/A pir, E. coli S17.1 és E. coli HB101. A
szelekcidhoz haszndlt antibiotikumok: 50 pg/ml rifampicin, 10 pg/ml
gentamicin és 50 pg/ml kanamycin. A munka sordn alkalmazott plazmidok:

pRK?2013, pBluescriptKS, pGP704, pJQ199 és pAG408.

Rekombinans DNS technikak

A plazmid DNS és a teljes genom DNS izoldldsit, az E. coli
transzformacidjat, az agaréz gélelektroforézist €és minden enzimes kezelést
ismert moddszerekkel végeztink. A DNS fragmenseket GELase
(EPICENTRE, USA) alkalmazdsaval izolaltuk agar6z gélbdl, a gyartd
ajanlasat kovetve. Southern hibridizaciéhoz digoxigenin (DIG)-alapu jelolo
és detektdld kit-et (Boringen Manheim) haszndltunk, a gydrté ajanldsa

szerint.

Konjugativ mobilizacio

A konjugiciét Czelleng és mtsi. (2006) kozleménye alapjan végeztiik.

A pIviGK és pIviGG készitése

El6szor a pGP704 egy szdrmazékat, a pGPMCSII-t készitettiik el, mely a
Bglll és Kpnl helyek kozott tartalmazza az MCSII mesterséges polilinker
szekvenciat (1. abra). A gentamicin (accAl) és kanamycin (aphA3)
rezisztenciagéneket a pAG408-bdl izoldltuk. Mindkét izoldlt fragmens
tilnydlé végeit T4 polimerdzzal tompdvd alakitottuk és az Sspl — Bst11071
enzimekkel emésztett pGPMCSII-vel ligdltuk, eredményként a
pGPMCSIL:gm és pGPMCSIL:km plazmidokat kaptuk. A gfp-km és a
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gfp-gm riportergén parokat a kovetkez6 moédon készitettiik. Az aphA3 és
accAl gének promotermentes szarmazékait (tovabbiakban: kmS/R és gmS/R)
nested PCR technikdval allitottuk el6. A PCR termékeket EcoRI és Smal
enzimekkel hasitottuk és a pBluescriptKS plazmiddal ligaltuk,
eredményként a pBKS:gmS/R és pBKS:kmS/R plazmidokat kaptuk. E
plazmidokat Kpnl-el és EcoRI-el hasitottuk, majd ligdltuk a pAG408-bél
szdrmaz$ atpE-gfp génkazettdhoz, eredményként a pBKS:gfp-gmS/R és
pBKS:gfp-kmS/R plazmidokat kaptuk. A riportergén parokat Kpnl és Smal
hasitdssal izoldltuk és ligdltuk a pGPMCSILkm és pGPMCSIl:gm
plazmidokhoz. Ezzel elkészitettiik a pIviGK és pIviGG plazmidokat.

IVET fuziés konyvtar készitése

P. viridiflava tisztitott genomi DNS-ét Hindlll-mal hasitottuk és a
2000-3000 bp méretli fragmenseket izoldltuk agardz gélbdl. Az izoldlt
fragmensek 5° végeit Klenow DNS polimerdz segitségével dATP-vel és
dGTP-vel részlegesen feltoltottiik. Az Xbal-el hasitott pIviGK-t részlegesen
feltoltottik dCTP-vel, valamint dTTP-vel és a P. viridiflava genomi DNS
fragmenseivel ligaltuk. Az 6sszes (kb. 10%) Escherichia coli DH5a/A pir
transzformdns donorként szolgdlt egy olyan konjugdciéban, ahol

P. viridiflava volt a recipiens.

Zoldpaprikatermés fertézése
Két kiilonbozd atmérdji dugéfirdval 0,5 cm széles paprikagytiriiket vagtunk
ki zoldpaprikatermésb6l. A paprikagyliriket vdkuum alatt fertdztiik

P. viridiflava szuszpenzidval. A fert6zési folyamat 30 mdsodpercig tartott.

In vivo szelekcié
10* telepbél IVET-mutdns P. viridiflava pool-t készitettink és a

szuszpenziot vikuumos fertézéshez hasznaltuk. A fert6zés utdn két éraval a
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zoldpaprikagytiriiket 50 pg/ml toménységli kanamycin oldattal vakuum alatt
infiltraltuk. 10-12 érdnyi inkubdcié utdn a paprikagyfirliket homogenizéltuk,
a baktériumokat szuszpenddltuk és gentamicin tartalmd szelektiv LB
taptalajra szélesztettiik, majd 28 °C-on 48 6rdn keresztiil inkubéltuk. A Petri
csészéket UV atvildgiton rovid ideig megvildgitottuk és tovdbbi elemzésre
azokat a telepeket vdlogattuk ki, melyek nem bocsatottak ki zold fényt. A
szelektalt ~ klénok  olyan  géneket  képviseltek, melyek  csak

in planta fejez6dtek ki.

Az ivi-gének Kkonjugativ klonozasa és nukleotid sorrendjiik
meghatarozasa

A kiilonboz6 ivi-géneket tartalmazé plviGK plazmidokat retrotranszferrel
E. coli DH50/A pir torzsbe juttattuk. Az ivi-gének bdzissorrendjét a

pUC/M13 (-26) szekvendlo primer segitségével hataroztuk meg.

Arabidopsis levelek fertézése és az in planta baktériumszaporodas
mérése

Az Arabidopsis thaliana (Col-0 okotipus) leveleinek fecskendével végzett
fert6zését, illetve feliileti beoltdsat csakigy, mint a fert6zd baktériumszam

meghatdrozasat, ismert modszerekkel végeztiik.

Az ivi-gének Kkifejez6dés dinamikajanak mérése a GFP floureszcencidja
révén

A fluoreszcens méréseket Fluoromax-3 (Jobin Yvon, Franciao.)
spektrofluorometerrel végeztiik. A GFP-t feltételesen kifejezd P. viridiflava
sejteket 395 nm hulldmhosszisdgi fénnyel gerjesztettiik. A fluoreszcens
fénykibocsatdst 512 nm-nél detektdltuk. Az Ivi-mutdns torzseket éjszakdn at
(kb. 16 6ra) szaporitottuk 10 pg/ml toménységben gentamicint tartalmazé

LB tapoldatban. Centrifugdlds utdn a baktériumiiledéket desztillalt vizben
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prométereket  képviselnek, képtelenek zold fluorescens fény
kibocsatdsara.

A plviGK, uj promoter keresé plazmid lehetové teszi a kivalogatott
indukdlhaté prométerek nukleotid sorrendjének és kifejezddésiik
dinamikéjanak konnyli meghatarozdsat.

A Disszertaciéban a P. viridiflava hét olyan in planta indukélhaté
génjét irtuk le, melyeket a pIviGK alkalmazdsa révén izoldltunk. Az
egyik ilyen gén az MviN feltételezett membranfehérje egy
homolégjit kodolja. A P. viridiflava MviN,,-re nézve hidnymutans
szarmazékat allitottuk eld, mely mozgésképtelen volt és a vad tipusi
torzshoz képest csokkent virulencidt mutatott feliileti beoltas esetén,
de amikor a baktériumokat fecskenddvel juttattuk a névény szdvetei
kozé, nem észleltiink kiilonbséget azok virulencigjat illetden. Ezek a
vizsgalatok jelezték elsd izben, hogy az mviN a novénykoérokozo
baktériumok egy virulencia faktora. Az mviN,, in planta
kifejez0dését a vele egyiitt kifejez0d6 gfp riportergén vizsgalataval
kovettiik. Ezek szerint, az mviN,, promoterének van egy LB
taptalajon is megnyilvanulé alapaktivitasa, amely a fert6zést kovetd
harmadik 6rdra 20%-al megnd. Ezzel parhuzamosan, a pektat lidz
promoéterének indukcidjan alapulé GFP fénykibocsatds a fertdzés
utan csak 1,5 d6raval volt mérheto.

Ezen eredmények alapjan a plviGK-t alkalmazé IVET mdédszer
egyéb novénykdérokoz6 baktériumok tovabbi virulencia génjeinek
azonositasat is lehetdvé teheti, ezzel mélyebb betekintést biztosithat a

novények baktériumos betegségeinek kortanaba.
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KOVETKEZTETESEK ES JOVOBELI LEHETOSEGEK

Munkank sordn egy dj IVET prométer keresé plazmidot, a plviGK-t
és az alkalmazasahoz sziikséges in planta antibiotikumos szelekciés
rendszert dolgoztunk ki. A mddszer alkalmazisa sordn a plviGK
felhasznalasaval specidlis, a P. viridiflava genomi DNS-ét tartalmaz6
prométer  keres6 génkonyvtarat készitettiink E. coli-ban. A
génkonyvtarban a genomi DNS fragmenseket fiziondltuk a pIviGK
plazmidon hordozott riportergén parral. A génkOnyvtdrat
P. viridiflava-ba juttattuk, ahol a klénozott genomi fragmensek a
velilk fiaziondlt riportergén parral egyiitt, homoldég rekombinacid
révén integralodtak a vizsgalt baktérium genomjdba. Ezutian
zoldpaprika gazdanovényt fertztink a rekombindns merodiploid
baktériumok csoportjdval, majd egy specidlis in planta
antibiotikumos (kanamycines) szelekcidénak vetettiik ald azokat. Azok
a baktériumok, amelyek tilélték ezt a szelekcidt, olyan kanamycin
rezisztens torzsek, amelyek egy aktiv prométerrel kifejezték a
kanamycin riportergént. Ezek a tiléld baktériumok tehat, konstitutiv
és in planta indukdlédé promoétereket képviselnek. A plviGK
plazmid GFP-t kédolé riportergénje egy madsodik bakterioldgiai
taptalajon végzett, in vitro szelekcidval biztositja a konstitutiv médon
kifejez6dé promotereket képviseld tidléld baktériumtorzsek ellen
torténd szelekciot. Ez azért lehetséges, mert in vitro koriilmények
kozott a GFP-t termeld konstitutiv. médon aktiv promdtereket

képviseld baktériumtelepekkel szemben azok, melyek indukélhatd
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szuszpendaltuk és a szuszpenzidval paprikagytiriiket fertdztiink. A fert6zést
kovetd kiilonboz6 iddpontokban homogenizaltuk a paprikagytriiket és

kibocsatott fluoreszcencidjukat mértiik.

Az mviN,,-re nézve funkciévesztett PV-dm mutins P. viridiflava
készitése

A plviGK::s1/6 plazmidban hordozott mviN,,-t tartalmazé kromoszéma
fragmenst PCR—el megsokszoroztuk. A PCR termék tilnydld végeit T4
polimerédzzal feltoltottik és a pJQ199 egyedi Smal helyébe ligdltuk. Az
mviN,, egyedi Smal helyére kanamycin rezisztenciagént épitettiink €s a
plazmiddal E. coli S17.1 torzset transzformdltunk. A P. viridiflava PV-dm
szdrmaz€kdt a mutdns mviN,-vel végzett ,marker exchange”
mutagenezissel készitettiik, az ismert médon. A Km"® (aphA3) génkazetta

genomi beépiilését kolonia PCR technikdval igazoltuk.

A TIS (transzlaciot indité szekvencia) elemzése a hozza kapcsolt Py,p
promoter indukcidja révén

A D-arabinézzal indukdlhaté6 Pgap promoéterrel és a vizsgdlt transzlaciot
erdsitd szekvencidkkal fuziondlt gfp riportergént hordozé kiilonb6zd
transzpozon mutdns E. coli HB101 torzseit éjszakan at szaporitottuk LB
tdpoldatban. Centrifugdlds utdn a baktériumokat 0,2% (13,3 uM) D-arabin6z
tartalmi LB tdpoldatban szuszpenddltuk. A promoéter indukciéjat kovetd
inkubdcid elsd 22 érdjaban két 6ranként, majd a 48. drdban vettiink mintdt
fluorometrids elemzésre. A vizsgdlatban a gerjesztéshez és a kibocsatas

detektalasahoz alkalmazott értékek azonosak voltak a fentebb leirtakkal.



EREDMENYEK

A plviGK promoéter keresé plazmid

Az ujonnan készitett pIviGK (1. dbra) promoéter keresd plazmid
kiilonleges tulajdonsagait az alabbiakban részletezziik.

Az MCSII mesterséges szekvencia kozépsé része tartalmazza a
klénozoéhelyet (MCS, multiple cloning site), amelyet mindkét oldalon
a ritkan hasité Pacl restrikciés endonukledz felismerd helyei és az
M13/pUC -20 forward és -26 reverse szekvendld primer-ek
komplementerei szegélyeznek. A Pacl felismerd hely biztositja a
klénozéhely konnyli 4talakithatésagit. Az ,univerzalis” MI13
szekvendl6  primer-ek a DNS inszert PCR-el torténd
megsokszorozdsdhoz és a konnyli szekvenalasdhoz egyarant
alkalmasak.

A riportergén parbdl baktérium genomonként csak egy van, igy az
optimadlis szelekcidhoz sziikséges a riportergénekrol atirédé kisszamu
mRNS-rél  torténd hatékony transzlaci6. Ezért a plviGK
riportergénjeit ugy készitettiik, hogy azok 5’ nem transzlalédo
régidjdban transzldciot erOsité szekvencidkat tartalmaznak. Az
antibiotikum rezisztenciat kdédolé riportergén 5° nem transzlal6dé
régidja az djonnan tervezett TIS-t (transzlacidt indité szekvenciat, 1.
abra) tartalmazza.

Ezeken felil a pIviGK, mindkét riportergénje el6tt, mindhdrom
leolvasdsi keretben transzldcids stop kodonokat tartalmaz (1. dbra).

Ez biztositja, hogy a genomi- és a riportergének kozott transzlacids

Uj tudoméanyos eredmények

1. A baktériumok prométereinek elemzéséhez készitettiink egy olyan
Uj promoter keres6 plazmidot, a pIviGK-t, amely lehetévé teszi az
in planta indukal6dé promoéterek antibiotikum rezisztencian
alapul¢ kivalogatasat.

2. Uj transzlaciot erdsitd szekvenciat (TIS, transzlaciét inditod
szekvencia) terveztiink és épitettiink az antibiotikum rezisztenciat
ko6dolé riportergénhez.

3. A plviGK felhasznilasdval promodter keres6 génkonyvtarat
készitettiink a l4dgyrothaddst okozé Pseudomonas viridiflava
baktériumban.

4. Az 4j plazmid és az alkalmazdsdhoz fejlesztett antibiotikumos
szelekcids rendszer hasznalataval tobb in planta indukdl6dé
baktériumgént kiilonitettiink el.

5. E gének egyike a pel, amely a vizsgélt baktérium f6 virulencia
faktordt, a pektdt lidzt kodolja. Egy masik izoldlt gén az mviN,,,
amelyik a P. viridiflava egy feltételezett membrianhoz kapcsolt
virulencia faktorat kédolja.

6. Az MviN,, fehérjét kédolé gén funkcidvesztéssel jar6 muticidja
befolydsolta a P. viridiflava mozgasat és virulencidjat is. Az
utébbit annyiban, hogy feliileti beoltas esetén a mutans baktérium

nem volt képes megfertézni gazdanovényét.
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Az MviN,, fenotipusos elemzése

Az MviN,, lehetséges feladatdnak meghatdrozdsdhoz az mviN,, génre
nézve funkcidjat vesztett mutanst allitottunk elo.

A lagyagaron végzett motilitds teszt alapjin az MvViN,, fehérje
sziikséges a P. viridiflava mozgdsdhoz. Az mviN,, mutdns
P. viridiflava torzsnek a kompatibilis Arabidopsis thaliana-ban
végzett szaporodds vizsgilatival meghataroztuk a mutacié
virulencidra gyakorolt hatdsat. Ez a vizsgalat azt mutatta, hogy a
mutidns a mozgds képességének elvesztése miatt nem volt képes az
A. thaliana levelek természetes invazidjara, ezzel szemben a mutins
in planta kolonizaciéjanak és a betegség kialakitasanak képessége,
valamint a kivaltott tiinetek és a tiinetek kifejlddéséhez sziikséges id6

valtozatlan maradt.

Az izolalt prométerek in planta kifejezodés dinamikajanak
meghatarozasa

Az izolalt prométerek in planta aktivicidjat az Ivi-mutdnsokbdl a
GFP riporterfehérje altal kibocsatott zold fluoreszcens fény
intenzitdsdnak mérésével hatdroztuk meg, paprika fertézése utdn. Az
eredmények azt mutattdk, hogy néhany izolalt prométernek (pl. az
mviN,, prométerének) komplett bakterioldgiai tdpoldatban is van alap
aktivitisa, amely azonban induktiv tényez6k kozott  (pl.
in planta) képes megnovekedni. Ezzel egyiitt, a promdterek tobbsége

novényen kiviil nem mutatott aktivitast.
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fuzi6é helyett transzkripciés fuzié alakuljon ki, ellenkezd esetben

ugyanis feladatuk ellatasara képtelen fuzids fehérjék alakulhatnak ki.

M13/-20 Pacl MCS Pacl M13/-26

agatct gtaaaacgacggccagt ttaattaa ccatgg tctaga actagt ttaattaa gtcatagetgtttcctgggtace geatge
Bglll Ncol Xbal Spel Kpnl

MCSII

aacAl atpE-gfp

aggttaactttaaatgatccggaggaaaaa
TIS

kmS/R

oriT

1. bra.
A pIviGK fizikai térképe. Az Ncol, Xbal és Spel restrikciés helyeket
tartalmazé MCS (multiple cloning site, klénozéhely) és az azt két oldalrél
szegélyezd Pacl ritkdn hasit6 endonukledz felismerd hely, valamint a
pUC/M13 szekvendl6 primerek komplementer szekvencidi a felsd, kiemelt
keretben lathatok. A BglII és Kpnl helyeket a szintetikus DNS szekvencia
pGP704 plazmidba épitéséhez hasznaltuk.
A TIS (transzlacidt indité szekvencia) a jobb oldali keretben van kiemelve.
A harom leolvasasi keretben 1év0 transzlaciés stop kodon mindkét
riportergén (gfp €s kmS/R, utébbi az aphA3 prométer mentes szarmazéka)
eldtt alahdzassal van jelolve.
A plviGK plazmidban szerepld m replikdcids fehérjétdl fiiggd (,,suicide”)
replikdcids origd (oriV) és konjugativ transzfer origd (oriT) a pGP704-bdl
megmaradt tulajdonsagok.

A TIS (transzlaciot indito szekvencia) transzlaciobeli
hatékonysaganak igazolasa
A mini-Tn5Km transzpozon olyan szdrmazékait készitettiik el,

melyek tartalmaztdk a kiilonb6z6 transzlaciot erdsitd szekvencidkkal




és a Pgap promoterrel faziondlt gfp riportergént. E promdter
D-arabinéztdl fiiggd mdédon szabdlyozta a gfp kifejez6dését. Az 1j
TIS transzlaciét erdsitd szekvencia transzldcidra gyakorolt hatdsét
E. coli transzpozon mutagenezise utdn, egykdpids rendszerben, a
GFP fluorometrids mérésével hatidroztuk meg. A Pgap prométer
indukcidjat kovetd elsé 8 draban az 1j mesterséges TIS szekvencia az
atpE transzlaciot erdsitd szekvencidhoz képest madsfélszeres

mértékben megnovelte a GFP transzlacidjat.

Az IVET fiziés konyvtar készitése és az in vivo antibiotikumos
szelekcio kidolgozasa

Meghataroztuk a restrikcids endonukledzzal hasitott P. viridiflava
genomi DNS azon molekula mérettartoméanyat, melyben a pIviGK-
plazmiddal kimutathaté legtobb konstitutivan kifejez0dé prométer
van. Promoéter keresé konyvtarat készitettink E. coli-ban, a
P. viridiflava restrikciés endonukledzzal hasitott 2-3 kbp méretii
genomi DNS fragmensei és a pIviGK plazmid részleges feltoltésével.
Southern hibridizacidval igazoltuk, hogy az elkészitett génkonyvtar
teljes korl volt az altala képviselt genomi frakcidban.

Egy tovédbbfejlesztett haromsziilés keresztezéssel a génkonyvtdrat
P. viridiflava-ba juttattuk, ahol az inszertet tartalmazé plviGK
plazmidok homolég rekombindcié ttjan integrdlédtak a baktérium
genomjaba.

A promoter keresd génkonyvtarat alkotd P. viridiflava baktérium

pool-al  zoldpaprikagytirtiket fertdztiink vdkuum alatt, majd
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kanamycin oldattal infiltrdltuk azokat. Az in vivo szelekciét a

fertdz€s utdn 10-12 6ra alatt bonyolitottuk le.

Az elsésorban a fert6zés alatt Kkifejez6dé baktériumgének
izolalasa

A plviGK és a hozz4 kapcsolddé antibiotikumos szelekcids médszer
kiprébédlasa 132 in vivo kanamycinnel szelektdlt baktériumtelep
elkiilonitését eredményezte. Az izolalt klénok koziil meghataroztuk
10 ivi-fizi6 nukleotid sorrendjét, ezek kozott hét olyan nyitott
leolvasési keretet (ORF, open reading frame) azonositottunk, melyek
ismert feladatot ellaté terméket kddolnak. A fehérje homoldgidk
keresése ramutatott arra, hogy az izolalt ORF-ek 4ltal kodolt fehérjék
befolydssal lehetnek a P. viridiflava kérokozd képességére olyan
feladatok révén, melyek részt vesznek a fert6zésben, kolonizalasban
és a tiinetek kialakitdsdban. Az egyik izoladlt ORF a P. viridiflava
pektat lidz enzimét kddolja, amely a gyiimolcsok és zoldségek
lagyrothaddsos betegségében a novényi sejtfal f6 komponensét, a
pektint bontja. Egy masik azonositott ORF a P. syringae pv. tomato
DC3000 MviN membrin fehérjéjével 100% aminosav homoldgidt
mutaté fehérjét koédol. A P. syringae pv. tomato DC3000 génjeivel
homolég egyéb izoldlt ORF-ek a P. viridiflava kérokozéd
képességének néhany kevésbé meghatirozé elemét kodoljak. Ezek
koz¢é tartozik a deoxiguanozin-trifoszfat trifoszfohidrolazt (dGTPaz,
EC 3.1.5.1), egy ABC transzportert (ATP koté/permedz fehérjét) és
egy K*-fiiggd Na*/Ca®* cserével kapcsolatos fehérjét kédolé ORF.
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