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BEVEZETES ES CELKITUZESEK

Az altalanos rezisztencia (basal resistance — BR) a ndvény eszkoze
arra, hogy megakadalyozza idegen mikroorganizmusok elszaporodasat
sajat szervezetében. Erre azért van sziiksége, mert a novény korokozok
jelenléte nélkill is folyamatos, aktiv védekezésre kényszeril a
kornyezetében talalhatdo nem-korokozoé €s opportunista koérokozé mikrobak
ellen. A BR-t indukalhatjak patogenitasukat vesztett mutans és hovel eldlt
koérokozd baktériumok, valamint szaprotrofok, s6t egyes baktérium-
alkotorészek (microbe associated molecular patterns, MAMP-o0k) is. A BR
folyamata egy korai (early basal resistance, EBR), és egy késoi (late basal
resistance, LBR) fazisra kiiloniil el, melyek koziil az EBR sotétben is
kialakul, de az LBR létrejottéhez fény sziikséges. A BR detektalasat
megkonnyiti, hogy BR-t indukalé baktériumot injektdlva a levélbe
tiinetmentes lokalis rezisztencia idézhetd eld. Ez védi a novényt a
hiperszenzitiv reakcié (HR) kialakulasatdl inkompatibilis baktériummal
torténd feliilfertozéskor, valamint a betegségtdl, amennyiben kompatibilis
korokozo baktériummal fert6zik feliil.

Modellnévényiink, a dohdny, hagyomanyosan fontos szerepet tolt
be a novényi rezisztenciakutatasban, ez fokozottan érvényes a baktériumos
kolcsonhatasokra. Ezt a szerepét madig meglrizte, bar sok vizsgalat
konnyebben elvégezhetd Arabidopsison, mivel annak mar teljes genomja
ismert. Erdemes azonban mas modellndvényen, példdul dohanyon is

vizsgalni a BR-t, mivel ezt altalanos rezisztenciaként, vagyis minden



ndvényben meglévé rendszerként tartjuk szamon. A kiilonbdzo
ndvényekben lezajlo BR mutat azonossagokat és kiilonbségeket is, melyek
megtalalasa segithet a folyamat Iényegi megértésében. Az azonositott
geének feladatanak meghatarozasat a késébbiekben megkonnyitheti, hogy a
dohanyon szamos jol kidolgozott géncsendesitési, valamint taltermelési
technika all rendelkezésre. Ezenfeliil a dohanyra vonatkoz6 eredmények a
Solanaceae csalad mas haszonndvény tagjainak szempontjabol is fontosak
lehetnek.

A gének kifejezddésének BR alatt bekovetkezd valtozasait
transzkriptomikai ~ modszerekkel — vizsgalva  kovetkeztethetiink a
novénysejtben lezajlé folyamatokra. Irodalmi adatok szerint a névények
energidikat a felépitd anyagcsere-folyamatoktél a masodlagos, védekezo
anyagcsere-folyamatokhoz csoportositjdk at. Az aromds aminosavak
szintézisében részt vevo enzimek aktivitasa megemelkedik, ami dsszecseng
feltételezhetéen mikrobagatld hatasti papillak képzodéséhez, melyek
kialakulasa a baktérium és a novénysejt érintkezésénél figyelheté meg.

Az altalanos rezisztencia gyakorlati, ndvénytermesztési felhasznalasi
lehet6ségeinek keresése érdekében fontos, hogy az alapkutatds eszkozeivel
minél tobbet megtudjunk az altalanos rezisztencia folyamatarol.
Dolgozatommal is ehhez szeretnék hozzajarulni, az altalanos rezisztencia

génatirasi szintli valtozasainak vizsgalataval.



Célkitiizések

. Az altalanos védekezés soran aktivaloédé ndvényi gének
azonositasahoz a 3’RACE valamint a szubtrakciés hibridizacio
modszereket kivanjuk hasznalni. Ezek soran létrejon egy klongyiijtemény,
valamint azon géneknek az adatbazis-szeri konyvtara is, melyek koziil
késobb egyes jeloltek biologiai jelentOségét is vizsgalni lehet.

. Az aktivalodd gének lehetséges feladatara ismert génekhez vald
hasonlosaguk alapjan kivanunk kovetkeztetni. A gének funkcio szerinti
csoportositasaval arra keressiik a valaszt, mely géncsoportok, illetve az
ezeknek megfeleld fehérjék, enzimek tekinthet6k fontos jeldltnek a BR
kialakulasanak iranyitasa és mikrobaellenes hatdsa szempontjabol.

. A BR lefutasat szorosan kovetd aktivalddasi mintdzattal rendelkezd
géneket megkeresve és markerként hasznalva vizsgalni kivanjuk, vajon a
BR mennyire tekintheté 4ltalanos hatdst rezisztencianak. Ez a
dohanynovénnyel kiillonbdz6 kdlcsonhatasban 1évé baktériumokkal tortént
kezelés utdn a markergének aktivacidjanak mérésével lehetséges. A
markergének segitségével azt is célunk kideriteni, vajon az ismert ndvényi
védekezO- és stressz-folyamatokban résztvevd jelatviteli molekuldk
szerepet jatszanak-e a BR-ben.

. Az azonositott BR-hez kothet6 gének, géncsoportok, illetve a nekik
megfeleld fehérjék kiizil néhanynak a BR-ben betoltott szerepét is
vizsgalni  kivanjuk. Az enzimek gatlasaval vagy rekombinans
tultermelésével megvaltoztathato a kivant enzimek mitkddési szintje. Ennek
a BR-re kifejtett hatasa tobbek kozott HR-gatlasi teszttel, valamint a

kompeatibilis baktérium szaporodasi sebességének mérésével lehetséges.



ANYAG ES MODSZER

Névények, baktériumok, kezelések

2-2,5 honapos dohanynovények (Nicotiana tabacum, N.
benthamiana) leveleinek injektalasat fecskenddvel végeztik. A
Pseudomonas, Agrobacterium, és Sinorhizobium torzseket 28°C-on, King
B taptalajon tenyésztettiik. Inokuladlashoz egyéjszakas tenyészeteket
hasznaltunk, BR el8idézéséhez a baktériumokat 10° CFU/ml,
baktériumszaporodas méréséhez 10° CFU/ml koncentraciora éllitottuk be.
Utobbinal levélkorong homogenizatumokbol higitasi sort készitettiink,
melyeket kiszélesztettiink King B taptalajra. A kolonia-képz6 sejtek (CFU)
szamat levélteriiletre vonatkoztattuk. A BR detektalasat HR-gatlasi teszttel
végeztik. A kiilonboz6 moédon eldkezelt levélérkdzoket féloranként
feliilfertéztiik Pseudomonas syringae pv. pisi (10° CFU/ml) baktérium-
szuszpenzioval. A  vizsgalatok soran a kovetkezd jelatviteli- és
gatlomolekulakat hasznaltuk: Metil-jazmonsav (MeJa, 200 uM), szalicilsav
(SA, 400 uM), spermin (SPM, 100 uM), 1-amino-ciklopropan-1-karbonsav
(ACC, 1 mM) az etilén prekurzora, piperonilsav (PIP, 1 mM, Sigma-
Aldrich).

BR-specifikus cDNS kényvtar készitése
A Pseudomonas syringae pv. syringae hrcC (10° CFU/ml)
baktérium-szuszpenzioval kezelt és a kontroll dohanylevelekbdl 3, 6 és 48

oraval a kezelés utan mintat vettiik. A korai mintakat dsszekevertiik. RNS-t



vontunk ki, majd duplaszala cDNS-t készitettlink. Ezutan a Clontech
Protocol # PT1117-1 alapjan szubtraktiv hibridizaciot végeztiink. A kapott
géndarabokat klonoztuk, és univerzalis M13 primerparral PCR-rel
felszaporitottuk. A termékek tovabbi feldolgozédsa és cDNS-chipre vitele a
Szegedi Biologiai Kozpont Funkcionalis Genomikai Laborjaban tortént. A
szekvenalando klonok kivalasztasdhoz chip hibridizaciot végeztiink,
amihez a leveleket a P. syringae hrcC baktériummal kezeltiik. A kontroll
leveleket vizzel injektaltuk. A hibridizalashoz a mintakat fluoreszcensen
jeloltiik. A detektalast konfokalis fluoreszcens lézer szkennerrel végeztiik.
A kapott képfajlokat a GenePix Pro6.0 (Axon Instruments Inc.)
programmal elemeztiik. Az adatok normalizaldsa utan az aranyértékek 2-es
alapu logaritmusat kiszamitva, az ismétléseket felhasznalva egymintas t-
probat végeztiink. Azokat a klonokat, amelyek logaritmusértékeinek atlaga
95%-0s valoszintiséggel nagyobb volt 1-nél, (ez kétszeres emelkedésnek
felel meg) aktivadlodonak tekintettik, ¢&és meghataroztattuk a
bazissorrendjiiket. A szekvenalast az MWG-Biotech Ag. (Ebersberg,
Németorszag) végezte. A Seqman programmal eltavolitottuk a vektor
illetve az adapter maradvanyokat, majd Osszeillesztettiik az azonos géneket
képviseld géndarabokat (kontigok). A gének azonositdsit a BLAST
programmal végeztik. Az aktivaciokat ujabb hibridizaciokkal, és

valosidejii PCR-rel ellendriztiik.

A gének expresszids szintjének vizsgalata valos idejii PCR-rel
Ossz-RNS-t vontunk ki folyékony nitrogénben eldorzsélt novényi

mintabol. A tisztitds soran a mintakat DN-azzal kezeltiik, cDNS-t irtunk



oligo(dT) primer felhasznalasaval. A PCR reakciokat Opticon 2 DNA
Engine (MJ Research) késziiléken futtattuk minden primernél azonos

paraméterekkel. Minden mintanal két technikai ismétlés értékeit atlagoltuk.

Kitinaz cDNS klénozasa 3'RACE mddszerrel

Az EBR-hez kapcsolodo gének klonozasdhoz a dohanyleveleket a
P. syringae pv. syringae hrcC mutans baktérium 10* CFU/ml
szuszpenzidjaval kezeltik. Egy evoluciésan megérzott (HNFNYG
aminosav-sorrendil) kitinaz-részletre degeneralt PCR primert terveztiink.
Ennek bazissorrendje a kovetkez6 volt: CHTO, 5" CAC AAC T(A/T)(C/T)
AAC TA(C/T) GG(A/G) C 3. Az agaroz-gélben megjelent PCR-

termékeket klonoztuk.

A BR-specifikus kitinaz eléallitasa atmeneti génkifejeztetéssel

A gént a PVX virus-vektorba épitettiik be. A klénozaskor a PCR
reakcioval restrikcios hasitohelyeket és hisztidin-jelet (HIS-tag) is
elhelyeztiink. Felhaszndlt primerek: RE Ntchitinase 5 5’-CCATC GATTC
GAAGG AGATA GAACC ATGAA TTTCT CTTCA AG-3’;
RE Ntchitinase 3 5’-CCGTC GACTC Agtgg tgatg gtegat ggteG CAGGT
GAGAT TATCC CCAG-3’. A beépitett gént tartalmazo virusgenomot
transzkripcios kittel irtuk & RNS formaba. A virus RNS-sel fogékony
Nicotiana benthamiana ndvényeket fertéztiink. A fertézés utan 9-12 nappal
vett mintakat -70 °C-on taroltuk. A tricin-SDS PAGE utan a fehérjéket
Western blottal, hisztidin-jelet felismer6 ellenanyaggal detektaltuk.



EREDMENYEK

Emelkedett kifejez6dési szintii gének keresése és ellenérzése

Kisérleteinkben a BR alatt aktivalédd géneket kerestiik, ehhez a
dohanylevelek egyik felét BR-t kivaltd, de HR-t nem okoz6 Pseudomonas
syringae pv. syringae hrcC mutansanak 10° CFU/ml siirliségii
szuszpenzidjaval oltottuk be, masik felét nem kezeltiik, majd a kivont RNS
feldolgozasaval szubtrakcids hibridizaciot végeztiink. Igy olyan cDNS
populaciot allitottunk eld, amely dusitva tartalmazza azokat a
géndarabokat, melyeknek expresszidja a  baktériumok hatasara
megnovekedett. A korai, 3—6 o6ras mintabol kb. 430, a késOi, 48 oras
mintabol kb. 460 klont izolaltunk. A gének aktivacidjanak ellenérzéséhez a
beldliik késziilt PCR-termékekbél cDNS chipeket nyomtattattunk,
melyekhez P. syringae hrcC-vel kezelt és vizes kontroll levelekbdl
szarmaz6, fluoreszcensen jelolt c¢DNS  mintdkat hibridizaltunk.
Kivalasztottuk azokat a klonokat, amelyek a szamitasaink szerint elérték a
kétszeres aktivacios kiiszobot, ez alapjan 461 klont jeloltink ki a
szekvenalashoz. A kapott géndarabokbol (mivel egy gént tobb cDNS klon
is képviselt) 176 kiilonallo génszakaszt (kontigot) allitottunk 0ssze, melyek
aktivacidjat ismételten ellendriztilk. A tovabbi, egyes géncsoportokon
vegzett kisérleteinknél az atirddasi szint emelkedését valosidejii PCR-rel is
megmeértiik. A valdsidejii PCR és a chip hibridizacié egymdast megerdsito

eredményeket adott, de a valdsidejii PCR érzékenyebbnek bizonyult.



Az aktivalodo gének lehetséges szereplik szerinti csoportjai

A kontigokat az ismert génekhez valdé hasonlésaguk alapjan
megallapitott lehetséges szerepiik szerint a kovetkez6 csoportokba soroltuk:
sejtfelépités (2 db), jelatvitel (20 db), sejtvédelem (7 db), sejtfal (11 db),
fenilpropanoid (9 db), terpenoid (4 db), védekezés (16 db), hosokk fehérje
(9 db), fehérje anyagcsere (13 db), szallitoé folyamatok (12 db), anyagcsere-
energia (21 db), fotoszintézis (2 db), egyéb (7 db), ismeretlen (11 db),
azonositatlan (32 db). A vartnak megfeleléen nagy aranyban szerepelnek
jelatviteli gének. Jelentds a sejtfalerdsitdé gének aranya, foleg, ha egyiitt
tekintjiik a fenilpropanoid szintézis génekkel, melyek szintén sejtfalerdsitd
folyamatokban vehetnek részt. Emlitésre méltdo a védekezésben szerepet
jatszo gének nagy aranya ¢és a fotoszintézisgének elenyész0 hanyada.
Valoszinilileg sok fontos gént rejt az ismeretlen funkcigji és az
azonositatlan gének csoportja. A géncsoportok koziil fontosnak tartottuk a
jelatvitelben részt vevo gének tovabbi vizsgalatat, mivel ezek kozvetleniil
szabalyozhatjdk a rezisztencia folyamatokat. Az aktivalodd gének a
jelatvitel folyamatanak minden 1épését képviselték, a jel érzékelésétdl
(receptorok) a jeltovabbitason (kindzok) at a jelre adott valasz iranyitasaig
(transzkripcids faktorok). Az e csoportba sorolt 16 kontigrol valosidejii
PCR-rel megallapitottuk, hogy a BR kivaltasa utan 6 vagy 48 oraval 11
aktivalodott szignifikansan, tobb mint kétszeresen.

A BR mikrobagatld hatasa az egyik lehetséges magyarazat szerint a
baktérium tapadasi helyén megfigyelhetd sejtfalvastagodason és
papillaképzédésen alapul. Adataink szerint a lignines lerakodasért felelds

fenilpropanoid ttvonal szinte minden eleme, valamint a sejtfalszilarditd
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glikoprotein-alapu haldézatot képezd glicin-gazdag és extenzin fehérjék is
megjelentek a BR alatt a dohanylevélben. Két fenilalanin-ammonia-liaz
(PAL) izoenzim, a fahéjsav-4-hidroxilaz (C4H), koenzim-A ligaz (4CL),
ortometil-transzferazok (OMT), és ferulasav-5-hidroxilaz (F5H), valamint a
ligninképzd peroxidazok (POX) harom izoenzimjének génaktivaciojat is
kimutattuk. Az aktivalodott enzimek alapjan feltételezziik, hogy a dohany
BR-nél a fenilpropanoid Gtvonal foleg a lignines lerakodas képzésében vesz
részt, mivel a szalicilsav és az anticianinok képzése fel¢ vezetd elagazas
enzimeinek génjei nem aktivalodtak. A fenilpropanoid utvonal
megzavarasanak BR-re gyakorolt hatdsat a piperonilsav (PIP) segitségével
vizsgaltuk, amely a fahéjsav-4-hidroxilaznak (C4H), a fenilpropanoid
utvonal egy kulcsenzimének hatékony, szelektiv inhibitora. A HR-gatlasi
teszttel kapott adatok szerint a P. syringiae hrcC baktérium altal kivaltott
BR mértékét az egyidében alkalmazott PIP kezelés csokkenti.

A BR tulajdonsagainak feltérképezése reprezentativ gének
segitségével

A tovabbiakban hat reprezentativ gén atirddasat vizsgaltuk
részletesebben valosidejii PCR-rel. Koziiliikk kettd, a fahéjsav-4-hidroxilaz
(C4H) és az ortometil transzferaz (OMT) a fenilpropanoid utvonal része,
mig masik kettd, a glicingazdag fehérje (GRP) és extenzin a sejtfalat
erdsitd fehérje-halozatot alkotjak. A sejtvédelemmel kapcsolatos gének
koziil a glutation-S-transzferazt (GST) és az epoxid-hidrolazt (EH)
vizsgaltuk. Iddsorban kdvetve a gének expresszids szintjét egy altalanos

sémat figyelhettlink meg. 1-6 O6raval a fertézés utan a gének mar
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aktivalodtak, ez 3—12 draval a fertézés utan érte el cstucsat, majd 2448
orara a transzkripcios szintek visszaestek. Ez a mintdzat egyezést mutat a
BR soran megfigyelheté HR-gatld hatassal. A vizsgalt géneket ezért a BR
jo molekuléris markerének tartjuk. Kiilonbozé tipust ndvény—baktérium
kapcsolatokban 6 oraval a baktériumok bejuttatasa utan a BR-indukalo P.
syringae hrcC mutans baktérium kdzel hasonld génaktivaciot okozott, mint
a HR-t okozé vad tipusu torzs (P. syringae pv. syringae 61), a
kanamicinnel inaktivalt kompatibilis korokozd (P. syringae pv. tabaci),
vagy a szaprofita P. fluorescens illetve az E. coli. Ezeknél azonban kisebb
mértékli aktivaciot tapasztaltunk harom esetben, a virulens kompatibilis
patogén P. tabacival, az A. tumefaciens-szel, valamint a S. melilotival valo
inokulalaskor. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy ezek a baktériumok
képesek aktivan gatolni, vagy passzivan elkeriilni a BR-t. Négyféle, a
védekezési reakciokban jol ismert szigndlmolekula felhasznélésaval
igyekeztiink kideriteni, mely jelatviteli Utvonalak szerepelhetnek a BR
kialakitasaban. A metil-jAzmonsav (Mela), az etilén prekurzora, az amino-
ciklopropan-karboxilsav (ACC) ¢és a spermin (SPM) hatasara az altalunk
vizsgalt gének nem mutattak szignifikans atirodasiszint-valtozast 6 oraval a
kezelések utan. A SA-nal azonban, az epoxid-hidrolaz ¢s a GST esetében
szignifikans expresszioszint-novekedést mértiink. Ezért ellendriztiik, hogy
a SA képes-e a BR-hez hasonléan HR-gatlast okozni. A SA-val kezelt
teriileten gatlodott a HR, de kevésbé, mint a tipikus BR soran.
Transzgénikus NahG ndvényeket hasznalva, amelyekben egy beépitett
enzim a SA-t egy hatastalan termékké alakitja at, a P. syringae pv. syringae

hrcC-vel vald fertézés ugyanugy szignifikans génexpresszio-ndvekedést
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okozott a novényekben 6 oOra mulva, mint a kontrollokban. Ez
alatamasztotta csoportunk korabbi eredményeit, miszerint a BR megléte

NahG novényekben HR-gatlasi teszttel kimutathato.

BR-specifikus kitindaz gén azonositisa és jellemzése
dohanyban

A BR-specifikus gének azonositidsat a szubtrakcios hibridizacio
mellett 3’RACE modszerrel is végeztiikk. A kitindzok konzervativ részére
tervezett primer segitségével azonositottunk egy dohany kitinazt, melyet
3D9 koéddal jeloltiink. Az 1j, eddig ismeretlen szekvenciaval rendelkezd
gén mRNS szintje a baktériumos kezelés utan mar 1 o6ra mulva
megemelkedett, és az aktivacio még 12 6ra milva is kimutathaté volt.
Munkatarsaink a BR-indukalt dohanylevél sejtkozotti folyadékat vizsgalva
két, kifejezetten BR-specifikus szintndvekedést mutatd  fehérjét
azonositottak, az EBR215 és EBR250 jeliiecket. Ezek tomegspektrometrias
vizsgalata kimutatta, hogy az EBR215 ¢és EBR250 N-terminalis peptid
szekvenciai megegyeznek a 3D9 kitinaz génnel. A 3D9 cDNS-nek
megfeleld gént, illetve egyes részeit harom valtozatban klénoztuk, valamint
két valtozatban leltiik fel az NCBI adatbazisdban. A kozel azonos
szekvenciak illesztésébdl kitiinik, hogy a kisebb kiilonbségek mellett a
kitin-k6t6 domén megléte, illetve hidnya alapjan két csoportra lehetett
osztani ezeket. Mindkét format cDNS forméaban is megtalaltuk.
Szamitogépes elemzéssel nem talaltunk RNS-szerkesztési helyet a
szekvencidban a kitin-k6td domén kornyékén, ezért valosziniisitjiik, hogy a

két format eltéré gének kodoljak. A novénybeli kifejeztetés céljabol
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klénoztuk a teljes kitinaz-kodold régiot, melynek végére hisztidin-taget

helyeztink el. A kitindz atmeneti expresszigjat PVX virus-vektorral

végeztik N. benthamiana novényekben. A termelt fehérjéket Western-

blottal mutattuk ki anti-hisztidin ellenanyaggal. A kitinadzt és a GFP-t

kifejezé kontroll ndvények kozott in vivo nem tapasztaltunk szignifikans

eltérést a kompatibilis korokozd P. syringae pv. tabaci baktériumok

szaparordasi képességében.

Uj tudomanyos eredmények

1.

Szubtrakcids hibridizacid modszerrel azonositottunk 176, a BR sordn
nagy valosziniiséggel aktivalodd gént. Ezeknek a géneknek az
aktivaciojat valosideji PCR-rel és chip-hibridizacioval is ellendriztiik,
melyek koziil a valosidejit PCR modszer adott megbizhatobb adatokat.
A szubtraktalt konyvtarbol véletlenszerien kivalasztott gének tdbb,
mint 70%-anal igazoltuk utébbi modszerrel a BR alatti transzkripcio
novekedését.

Transzkripcids aktivacidjuk alapjdn azonositottuk a BR jelatviteli
utvonalainak egyes lehetséges elemeit, nagyrésziiknek aktivalodasat
valosidejii PCR-rel igazoltuk. Az aktivalt jelatviteli gének tipusa
alapjan megerdsitettik a MAPK utvonalak jelentdségét, mellette
valdszintisitettiik a kevésbé vizsgalt Ca*'-fliggd utvonalak szintén
fontos voltat.

Az aktivalt gének funkcioik szerinti csoportokba sorolasaval
megallapitottuk, hogy a sejtfalerdsités és papillaképzés fontos szerepet

jatszhat a BR kialakulasaban. Bizonyitottuk a fenilpropanoid ttvonal
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ligninképzés felé vezeté elemeinek aktivacidjat. A fenilpropanoid
utvonal sebesség-meghataroz6 enzimét, a fahéjsav-4-hidroxilazt
gatolva, szamottevd csokkenést tapasztaltunk a BR hatékonysagaban,
amit HR-gatlasi teszttel mutattunk ki.

Korai, és késdi aktivitasu BR-markergéneket azonositottunk, melyek
jol hasznosithatok a BR egyes szakaszainak elkiilonitésére.

Kimutattuk, hogy a HR-t okoz6 inkompatibilis baktériumok, valamint
az E. coli baktérium a csak BR-t kivaltd, korokozoképességiiket
vesztett mutans baktériumokhoz hasonlé mértékben aktivaltak a BR-
markergéneket. Ugyanakkor a kompatibilis P. syringae pv. tabaci
baktérium, valamint a nem patogén, de névényekkel kapcsolatban 1évo
Agrobacterium és Sinorhizobium torzsek a BR-markergéneket csak
kisebb mértékben aktivaltak, ami a BR gatlasaval, vagy elkeriilésével
lehet kapcsolatban.

A novényi védekezési folyamatokban fontos szerepet jatszo jelatviteli
molekuldk, a jazmonsav, etilén és spermin nem aktivaljak a BR alatt
indukalodo géneket. A szalicilsav részben BR-szerti HR-gatlast idézett
eld, de a szalicilsavat nem felhalmoz6 NahG dohanyndvényekben a
vad tipusi novényekhez hasonldé mértékii volt a markergének
aktivacidja. Ez arra utal, hogy a szalicilsav a HR-gatlast a BR-tdl eltérd
utvonalon éri el, azaz a BR kialakulasa a szalicilsavtol fiiggetlen.
Adataink alapjan a BR kialakuldsdban a fent emlitett jelatviteli
molekudktol fiiggetlen jelatviteli Gt jatszhat szerepet.

Az addig ismeretlen BR-specifikus dohdny kitindz gént 3’Race és

szubtrakcidos hibridizacid modszerrel is azonositottuk. Atmeneti
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tultermeltetése N. benthamiana ndévényben aktiv kitinaz enzimet
eredményezett. Az enzim in vivo baktérium gatld hatasat azonban nem
tudtuk kimutatni, vagyis a tultermelé ndvények nem voltak
ellenallobbak a kompatibilis baktériummal szemben, mint a kontroll
novények.

Bizonyitottuk, hogy a BR-specifikus kitinaz gén kitinkotd szakaszt
nélkiilozo rovid formdja az irodalmi feltételezésekkel ellentétben nem
poszttranszlaciés modositds eredménye, mivel a hosszi és a rovid

forma is jelen volt mar az mRNS szinten is.
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KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Az altalunk készitett cDNS konyvtar tobb mint 900 klont tartalmaz,
ebbdl kb. 180 kiilonalloé gént azonositottunk. A valdsidejii PCR-rel végzett
tesztek szerint ezek kb. 70%-a aktivalodik a BR alatt. Eszerint legalabb
130, BR soran aktivalodd dohany gént azonositottunk. Kutatdsunk egyik
célja jelatviteli gének azonositdsa volt, mert ezek mikodésének
befolyasolasaval tobbet meg lehetne tudni a BR szabalyozasarol.
Azonositottuk a MAPK-foszforilacios jelatviteli utvonal néhany elemét,
transzkripcios faktorokat, melyeken keresztiil a BR génatirdsra kifejtett
hatésa érvényesiil, valamint egy MAP kindz foszfatazt, amely felelds lehet
a jelatviteli utvonal finomhangoldsaért. Ezen kiviil harom kélcium-kotd
hellyel rendelkezd fehérje aktivalodott 6 és 48 draban is, melyek mind a
sejten beliili jelatvitel folyamatanak szerepl6i lehetnek. A kalcium-fiiggd
jelatvitellel kapcsolatos gének BR-ben betoltott szerepét érdemes a
késObbiekben jobban megvizsgalni, mert jelentdségiik a fentiek alapjan
val6szinli, mikdzben a foszforilacios kaszkddokhoz viszonyitva viszonylag
kevesen tanulmanyoztak éket. Az azonositott gének funkcionalis vizsgalata
talan lehet6vé teszi majd a jelatviteli haldézatok bonyolult rendszerérol
alkotott, egyeldre még sok feltételezésen alapuld elképzeléseink tisztazasat.
Erre ad lehetdséget a géncsendesitett, illetve a taltermelé muténsok
fenotipusos vizsgalata, valamint egyes esetekben az enzimaktivitasok, vagy

mas fehérjékkel kialakulo kdlcsonhatasok elemzése.
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Az azonositott aktivalt gének kozott sok volt a sejtfalerdsitéssel
kapcsolatos gén, melyek a BR hatdsmechanizmusaban fontosnak tartott
papillaképzédésben vehetnek részt. A ndvényi sejtfalnak a védekezési
folyamatok soran tapasztalt megvaltozdsa a nemcsak baktériumos, hanem
gombas fertézések esetében is ismert folyamat. A lehetséges magyarazatok
szerint a papillak és sejtfallerakodasok gatolhatjak a mikrobdk viz- és
tapanyagellatasat, illetve megakadalyozhatjadk az effektor molekulak
bejuttatasat a novényi sejtbe. Az altalunk azonositott, BR-hez kothetd
gének kozott a ligninképzddéshez vezetd fenilpropanoid ttvonalban
megtalalhatd enzimek jelent0s része jelen volt. A piperonilsav, amely
hatékony inhibitora a fahéjsav-4-hidroxilaznak (C4H), a fenilpropanoid
utvonal korai elemének, eredményesen csokkentette a BR hatékonysagat.
Kisérleteink arra utaltak, hogy a dohanyndvényben a flavonoidok, illetve a
szalicilsav-felhalmozodas nem jatszanak kimutathatoé szerepet a BR-ben, a
ligninképzddésért felelés enzimek viszont aktivak. Ezért feltételezziik,
hogy a BR baktériumgatldo képessége kapcsolatban Iehet a
ligninképzddéssel.

A BR ltalanos tulajdonsagaira egyes kivalasztott gének
transzkripcios valtozasainak részletesebb, valdsidejii PCR-es vizsgalatabol
kovetkeztettiink. Az iddsor-vizsgalatok szerint a BR eseményei egy jol
meghatarozott sorrendben zajlanak le. A kiilonb6z6 ndévény—baktérium
kapcsolatokban adott ndvényi valaszt vizsgalva, jelent6s génaktivaciot
kaptunk a P. syringae csak BR-t indukal6 és HR-t indukalo torzse esetében
is. Ezek az eredmények, és irodalmi adatok is arra utalnak, hogy a BR ¢s a

HR folyamata jelentds atfedést mutat. Megallapithattuk, hogy a novényi

18



BR-t a baktériumok széles kore képes kivaltani. A baktériumok a BR
elkeriilésére két lehetséges stratégiat hasznalnak, egyrészt effektoraik
segitségével gatolhatjak a BR  kialakuldsat, masrészt mintegy
elmaszkirozhatjak, elrejthetik azokat a molekulamintazataikat (MAMP-
jaikat), amelyeket a novény felismerhetne. Jelatviteli molekulak hatdsat
vizsgalva a MeJa, ACC és SPM nem okozott értékelhetd transzkripcidszint-
valtozast a BR aktivalta génekben a vizes kontrollhoz képest. A
szalicilsavval végzett kisérletek eredményei arra utaltak, hogy a BR
folyamatai és a szalicilsavhoz kotott folyamatok kezdetben elkiiloniilnek,
de lehet atfedés a késobbi kovetkezményekben. Valosziniinek tartjuk, hogy
a fenti jelatviteli molekulaktol fliggetlen jelatviteli utvonal jatszik fontos
szerepet a BR korai eseményeiben.

Célzottan kerestiink BR alatt aktivalodo kitinaz(oka)t, mivel a BR
folyaman tobbféle lehetséges szerepiik is elképzelhetd az irodalmi adatok
alapjan. A lizozimaktivitasu kitindzok a baktériumok sejtfalat bonthatjak,
igy antibakterialis hatassal rendelkezhetnek. Ezenkiviil képesek lehetnek
endogén novényi elicitorok, vagy ismeretlen jelatviteli molekuldk
felszabaditasara is. Az altalunk izolalt BR-indukalt, CHO3D9 jelii uj
kitindz BR-specifikus aktivicidja mind transzkripcios-, mind fehérjeszinten
bizonyitast nyert. Az eredmények tovabbi kérdéseket vetettek fel, melyek
kozil az egyik legfontosabb: hogyan segiti el6 a CHO3D9 kitinaz a BR
folyamatat? Vajon antimikrobialis hatassal rendelkezik, vagy inkabb
szignal-szerepe van? Felmeriilhet, hogy a kitinaz esetleges oligoszaharid
tipusu jelatviteli molekulakra gyakorolt hatasanak is szerepe lehet. A

kérdések megvalaszolasahoz rekombinansan termeltettik a kitinazt
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tranziens PVX virus-expressziés rendszerben. In vivo nem sikeriilt
kimutatni a tranziensen termelt kitindz esetleges baktérium-szaporodast
gatld hatasat. A megfeleld mennyiség eldallitasa €s tisztitdsa in vitro
aktivitasteszteléshez késobbi feladat. Megallapitottuk, hogy a BR-
specifikus kitinaz két formaban létezik, melyek koziil a révidebbdl hianyzik
a kitink6td6 domén. Az irodalomban rendelkezésre all6 genomi
szekvencidban ez megtalalhat6. Korabbi feltevések szerint a genomban
talalhatd teljes kitindz poszttranszlacios modositdsok révén vesziti el a
kitink6t0 domént. Mi azonban ¢cDNS-ként kimutattuk a hosszu, és a rovid
format is, tehat a két forma mar mRNS szinten eltér, és mivel RNS-
szerkesztési helyet nem taldltunk, talan a masik forméanak megfeleld
genomi szekvencia is 1étezik. Szintén késobbi feladat lesz, hogy a hosszu és
a rovid kitinaz forma mikdodését ¢és BR-re gyakorolt hatdsat

osszehasonlitsuk.
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