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1. BEVEZETES

Gazdasagi novényeinket rendszeresen kérositjdk a kiillonbozé kérokozd mikrobdk: virusok,
baktériumok, gombdk. Amellett, hogy a virusos és baktériumos betegségek kezelésére
nincsenek forgalomban valéban hatdsos novényvédo szerek, az agrotechnikdban alkalmazott
vegyszerek kornyezetkdrositd hatdsa hasznélatuk csokkentését kivanja meg. Ezek miatt a
kérokozdkra rezisztens novények eldallitdsa, nemesitése fontos, szinte az egyediili dtja lehet a
hatdsos védekezésnek. A korokozé virulencidjanak és a gazda rezisztencidjanak molekuldris
bioldgiai szinten torténd megismerése nemcsak, hogy a ndvényi immunits kutatdsok érdekes
targyat képzik, de e tulajdonsdgok jobb megismerése egyttal a betegség rezisztencia
fejlesztését szolgdldé molekuldris stratégidk (Morgues et al. 1998) tervezését is
eredményezhetik.

Molekuléris genetikai mddszerrel megkozelitve — kérokozds sordn aktivdlédo baktériumgének
izolalasaval — alapvetd informacidkat nyerhetiink a koérokozé stratégidjardl, a novényi
fogékonysdg és ellendllosdg okairdl. A ndovénykorokozo baktériumok kérokozo képességének
genetikai vizsgédlata az 1980-as évek kozepén vette kezdetét (Niepold et al., 1985) és
napjainkban is folyik. Altaldban a rekombindns DNS technikdval készitett muténs
baktériumokkal torténd fertdzési kisérletekben a betegségtiinetek elmaradésa, illetve a
novényi ellendlldas (HR, hiperszenzitiv reakcié, Klement et al., 1964) megjelenése vagy éppen
annak elmaraddsa alapjan torténik a kérokozdsban résztvevd baktériumgének kivalogatdsa.
Erdekes modon csak az elmilt években Keriiltek alkalmazasba azok a médszerek, melyek a
baktérium géneket ennél teljesebb korben teszik vizsgdlhatéva, azok kornyezettdl fiiggd
kifejezddése alapjan (Shelburne és Musser, 2004, Chiang et al., 1999).

A novénykdrokozé baktériumok kérokozéd képességének genetikai tanulmanyozédsa gyakran
itkozik akadédlyokba olyan gének azonositdsdndl, melyek elsdsorban a ndvényekkel alkotott
kolesonhatasuk sordn aktivalédnak. Az ,.In Vivo Expression Technology” (IVET, Mahan et
al., 1993) egy olyan genetikai vizsgdlati mddszer, amelynek novénykdrtanbeli felhaszndldsat
csak az elmilt évek eredményei tiikkrozik (Preston et al., 2001, Brown és Collmer, 2004). A
fentiek miatt célul tliztem ki az IVET mddszerhez a baktériumok széles korében alkalmazhat6
genetikai rendszer kidolgozdsat, valamint annak felhasznaldsat a kompatibilis korokozo
baktérium betegségokozd képességével 0Osszefiiggd génjeinek azonositisdhoz. A cél
megvaldsitasahoz a zoldpaprikatermés — Pseudomonas viridiflava modellrendszert (Klement,

1956) valasztottuk



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A novények védekezo rendszerei

A természetben a novények altalaban egészségesek, vagyis a betegség kifejlodése inkdbb a
kivétel, mint a szabdly. Mi van ennek a latszélag egyszert kijelentésnek a hatterében?

Az 0Osszes élolény, igy a novények is folytonosan kiilonboz6 korokozok lehetséges
tdmadédsdnak vannak kitéve. A koriilbeliil 450 milli6 éves evolicidjuk sordn a ndvények
kiilonbozd passziv és aktiv védekezd rendszereket fejlesztettek ki, amelyekkel képesek
elkeriilni a legtobb fert6zést (Woods, 2000). A XX. szdzad elején Chester (1933) irta le
eldszor a novényeknek a fert6zéssel szembeni ellendlld képességét, a betegség utdni
regeneracidjat és ezt a ,,vakcindldst” kovetd djboli fertdzés sikeres elkeriilését.

Bar a novények védekezd rendszerein kevés koérokozd jut at, ndvénykorokozéd mikrobdk
mégis vannak. Jellemz06 rdjuk viszont a sziik gazdakor. Gyakran egy-egy korokozé csak a
gazdanovények egy nemzetségét képes megfertdzni, a tobbi lehetséges gazdandvényben az
ugynevezett altalanos, nem specifikus, tiinetmentes, alap rezisztencia (Heath, 2001, Thordal-
Christensen, 2003) kovetkeztében képtelen betegséget kialakitani. Ez az altalanos rezisztencia
biztositja azt, hogy a novény szovetei altal nyujtott gazdag tdpanyagforrast a legtobb
mikroorganizmus nem tudja kiaknazni. Amelyek mégis képesek attdrni e védelmi vonalakat,
azok olyan koérokozok, amelyek gazdakorét tovdbb sziikiti a specifikus rezisztencia
(Thompson €s Burbon, 1992), amely a kérokozé gomba/ baktérium - névény kolcsonhatast

egészen a rassz/patovarietas-cultivarietas/fajta mélységéig juttatja (1. dbra).

Preformalt Indukalt
Szerkezeti Kémiai Nem specifikus Specifikus
| (Inkompatibilitas)
— T~
Altalanos (alap) Nem-fajta Fajta
rezisztencia specifikus

rezisztencia

Szaprofito
Korokozd
Kompatibilis
kérokozo

1. abra
A novények védekezési reakcidi €s az azokat attord baktériumok sziikiild faji spektrumai.

A védekezés rendszerét bonyolitja, hogy a névény helyi illetve szisztemizélt (SAR, systemic

aquired resistance, Schneider et al., 1996) reakciot fejt ki a fert6zés kovetkeztében, illetve,



hogy ez a vélasz idében mikor jelentkezik és meddig tart? A fenti védekezési formak mogott
olyan fizikai és kémiai védelmi vonalak allnak, amelyek 4lland6 €s induktiv elemei bonyolult

rendszert alkotnak.

2.1.1. Preformadilt dllandé rezisztencia

Az altalanos rezisztencia allandd szerkezeti (fizikai) komponensei a koérokozdk bejutdsat
akadilyozzdk meg. Ilyenek a levelek nedvességfilm keletkezését megakadalyozé allasa, a
szlik 1égcsere nyildsok, a viaszos kutikula, vagy a novényi sejtfal (Cassab és Varner, 1988).
Az 4altaldnos védekezd rendszer dllandé kémiai elemei a vegyiiletek széles korét olelik fel
(Dennis et al., 1997). Kozéjiik tartoznak kiilonb6zd terpenoidok, cianogén gliikozidok, fenol
vegyiiletek (kumarinok, flavonoidok, tanninok, ligninek), alkaloidok és peptidek illetve
fehérjék (pl. defenzinek), melyek nemcsak antimikrobidlis hatast fejtenek ki, de a virus vektor

izeltlabuak ellen is hatékony védelmet biztositanak (Bell, 1981).

2.1.2. Indukdlt dltalanos, nem specifikus, tiinetmentes, alap rezisztencia

Az elobbi allando védekezési rendszereken atjuté koérokozdk ugynevezett daltalanos
elicitoraikkal tovabbi, immadaron induktiv fizikai €s kémiai, de még mindig daltaldnos
védekezési valaszokat valtanak ki a novénybdl (Ellis et al., 2000). Az altalanos elicitorok a
kérokozdk és nem —korokozok olyan, dltaldban, de nem kizarélagosan (Felix és Boller, 2003)
feliileti molekuldi (epotdpjai), illetve képletei, egyiittesen az igynevezett ,,patogénhez-kotott
molekularis mintdzatok” (PAMP, pathogen-asszociated molecular patterns, Parker, 2003),
melyeket a novény felismer é€s amelyek helyi védekezési reakcidkat védltanak ki. Ilyen nem
specifikus elicitor példdul a baktériumok flagelluménak épitdeleme, a flagellin (Felix, 1999),
vagy a korokozé sejtfaldnak hidrolizisébdl szarmazd oligomerek (kitin, glukan, Tarchevsky,
2001) illetve a Gram-negativ baktériumok lipopoliszacharid burka (LPS, DeWilt, 1997).
Ezeket a nem specifikus elicitorokat a novénysejt kiilonboz6 feliileti receptorai érzékelik,
mint amilyen példdul a flagellint érzékeld FLS2 (Bauer et al., 2001). A jelfogast kovetd
szignal transzdukcié folyamdn egyrészt mitogén aktivélt fehérje kindz (MAPK, mitogen
activated protein kinase, Ligterink és Hirt, 2001) foszforilaciés kaszkadja aktivalodik, amely
védekezési géneket aktivald transzkripcids faktorokat indukdl. A jeltovabbitds masik ttvonala
mentén szintén foszforilacidval aktivalédnak kiilonbozd ion csatorndk (pl. kalcium csatorna),
illetve NADPH oxiddaz komplex, amely szuperoxid dizmutdzzal (SOD) egyiitt H,O,
felszabadulast eredményez (Gémez-Gomez és Boller, 2002). A bearaml6 Ca®" és a keletkezd
H,0; (Laloi, 2004) a jazmonsavval (Reymond et al., 2000), etilénnel (Sivasankar et al., 2000)

és szalicilsavval (Delaney et al., 1994, Lu et al., 2001) egyiitt masodlagos jelatvivo szerepiiek.

9



Mindezek — egymadssal hdlézatos szabdlyozdsi rendszert alkotva - egyrészt a novény
szerkezeti, masrészt a kémiai védekezO elemeinek indukcidjat eredményezik. Példa az
indukélt szerkezeti valtozdsokra a novényi sejtfal megerdsodései, a papilldk képzése a
kérokozoé baktérium-novénysejt kapcsolatanak helyén (Ott et al., 1998).

Az altalanos elicitorok az indukalt kémiai védekezés sokrétii formdjat valtjak ki, ezek kozé
tartozik a sejtmembrinban helyileg (Bozso et al., 1999) és szisztemizdltan torténd oxidativ
robbands (Bell és Charlwood, 1980), mely soran H,O, mellett szuperoxid szabadgyokok
szabadulnak fel. Ezek a reaktiv oxigén fajtdk (ROS, reactive oxigen species) egyrészt
kozvetleniil karositjdk a korokozdkat, masrészt keresztkotések kialakitdsaval erdsitik a
novényi sejtfalat (Imlay, 2003), illetve jelatvivé szerepiik is van. A jelatvivd molekuldk
hatdsdra egyéb korokozdssal Osszefiiggd rezisztencidt add faktorokat kodold gének
aktivalodnak, melyek termékei pl. az tn. ,,pathogenesis related” (PR) fehérjék (Ryals et al.,
1994), a sejtfalbontast végzo 1,3-B-glikkandz, illetve endokitindzok; tovabba proteinaz
inhibitorok, RN-dzok, a-amildz, poligalakturondz. A nem enzimatikus hatdsu vegyiiletek
dontéen nodvényi defenzinek (Kitajima és Sato, 1999). Az dltaldnos, indukdlt kémiai
védekezés egyéb helyi és szisztemizalt szerepl6i kozé tartoznak a tobb, mint 300 féle eltérd
szerkezetli kis molekulatomegli vegyiiletek, a fitoallexinek, amelyek antibiotikus hatdsukon
tul egyéb védekezési reakciok meginditasaért is felelosek lehetnek (Hammerschmidt, 1999).
A szaponinok, tanninok, alkaloidok, nitrogén-oxid (NO), flavonoidok szintén az indukalt
helyi és szisztemizalt kémiai védekezés vegyiiletei (Bell és Charlwood, 1980, Schneider et al.,
1996). Erdekes, hogy néhany novény, mint amilyen a dohany is, illékony metil-szalicilat
kibocsatdssal a kornyezetében 1évo fajtarsait felkésziti a ndvénykorokozok ,.tdmadaséara”
(Shualev et al., 1997). A helyi védekezési valaszokkal parhuzamosan a novényben indukalt
szisztemikus - vagyis hosszantart6, és nem csak az indukdlé kérokozd dltal fertézott
szovetekben jelentkezd - vdlaszban a helyi védekezési reakcidban résztvevékhodz hasonlo,
elsésorban enzimatikus tulajdonsagu fehérjék vesznek részt, mint a glitkandzok, kitinazok,

RNazok.

2.1.3. Indukalt nem fajta specifikus hiperszenzitiv rezisztencia, nem-gazda rezisztencia
Azok a kérokozok, amelyek sikeresen elkeriilték vagy letorték a novény fenti védekezési
reakcidit - igy tehat képesek voltak bejutni a szovetekbe és ott megfeleld0 mennyiségi
tdpanyaghoz jutottak - képesek lennének elszaporodni és a betegség tiineteit kivaltani. Ez
azonban tovabbi akadalyokba {itkozik.

A helyi indukalt védekezés legszembedtlobb megjelenési formdja a megtdmadott

novénysejtek gyors lefutdsi programozott sejthalala (PCD, programmed cell death), a
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hiperszenzitiv reakcié (HR), mely a kérokozd és a fertdzott ndvénysejtek haldlat okozza,
ezzel megakadélyozza a fert6z€s tovabbterjedését (Greenberg, 1996). Noha a HR alapi PCD
elsésorban a késobbiekben targyaldsra keriild indukalt fajta specifikus védekezési reakcid
jellemzoje, mégis a koérokozokra jellemzé olyan altalanos faktorok is kivalthatjdk, mint
amilyen a harpin (He et al., 1993, Lee et al., 2001).

A novényi sejtek tobbszoros jelek fogdsat lehetévé tevd rendszerekkel rendelkeznek, példaul
az Arabidopsis és a dohany érzékeli a Pseudomonas syringae harpinjait (Lee et al., 2001,
Desikan et al., 1999) illetve flagellinjét (Bauer et al., 2001), mig a paradicsom a gombak
kitinjét és glikopeptidjeit (Boller, 1995). Mégis ahogy a PAMP-ek, gy a harpin esetében is
érvényes az, hogy nem minden novény reagdl egyformdn minden elicitorra. Ugyanakkor a
kérokozdk bizonyos avirulencia génjeinek (avr) termékei (részletezve aldbb), melyek a gazda-
kérokozé koevolicidjanak vélhetden régebbi elemei, a nem-gazda novényekben rezisztencia
gének (R) termékei daltal felismerésre keriilnek és hiperszenzitiv reakcidt vdltanak ki.
Baktérium kérokozok esetében ilyen nem-gazda avr géneket leirtak Xanthomonas campestris-
nek babbal alkotott kélcsonhatasdban (Whalen et al., 1988), valamint Pseudomonas syringae
esetében is, annak szdja (Kobayashi et al., 1989), borsé (Wood et al., 1994), bab (Dangl et al,
1992) és Arabidopsis (Grant et al, 1995) novényekkel vald kapcsolatiban. Mivel a novények
részben hasonlé modon ismerik fel a nem-fajta- és a fajta specifikus inkompatibilis
kérokozdkat, igy az elleniik torténd védekezés is — legaldbb részben - hasonld. Ezért nehéz
kiilonbséget tenni az eltérd kolcsonhatdsokra jellemz6 védekezési formak kozott. A fejezet
legels6 mondatanak magyarazatat éppen a kérokozok itt bemutatott nem-gazda avr génjeinek
jelenlétében lehet megtaldlni, ha ugyanis egy korokozd egy vagy tobb nem-gazda Avr
fehérjéjét egy novényfaj minden fajtija (genotipusa) felismeri, akkor a kérokozénak e

novényfaj egésze nem-gazdija lesz.

2.1.4. Indukdlt fajta specifikus hiperszenzitiv rezisztencia

Az el6bbiekben targyalt védekezési rendszerek hatdsdra szikiilé kérokozok korét most mér a
novény-korokozd, fajta-patovarietas szintjéig elmélyitd indukalt fajta specifikus,
hiperszenzitiv védekezési valasz csokkenti. A kovetkezdkben targyaldsra keriilo ,,gén génnel
szemben” kolcsonhatds alapjan mikodé HR éppen azért képes lesziikiteni a kdérokozok
gazdakorét, mert azok novényekkel torténd koevolucidja soran felhalmozott tobb tucat avr

génje koziil elég, ha csak egy is felismerésre keriil a gazdanovény R génjei altal.
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2.2 A Kkoérokozok gazda specifitasanak genetikai hattere, a gazdanovénykort
befolyasolé tényezék

A novénykorokozé baktériumoknak tehat specidlis gazdakorikk van, amely gyakran
korlatozédik egyes novényfajtikra, fajokra vagy nemzetségekre. A sziik gazdakor oka a
kérokozo részérdl az avirulencia génekben, illetve ezek termékeiben taldlhatd. A novényi
védekezés szempontjabol tehat, a mikrobdk avirulencia (avr) génjei olyan termékeket
kédolnak, amelyek alapjan a novény felismeri a betolakoddt, és védekezési reakcidt indit
ellene. Ennek ellenére az avr gének 4altal kodolt fehérjék eredeti szerepiik szerint kdzvetve
vagy kozvetleniil a korokozdsban vesznek részt (Keen, 1990).

A gazdanovények spektrumidnak meghatirozdjaként az avirulencia faktorok mellett kisebb
jelentdséggel birnak a korokozasért felelds egyéb gének, melyek termékei képessé teszik a
kérokozét a tiinetek kozvetlen eldidézésére, €s a novény megbetegitésére. Ezeket virulencia
faktoroknak nevezziik (Gross, 1991). A virulencia gének termékei lehetnek példdul:
fitotoxinok, pektinbonté enzimek vagy extracellularis protedzok. Ezeknek a faktoroknak az
allelikus véltozatossdga és multiplicitdsa lehetévé teszi a baktériumok szdmadra, hogy
tolerdljak a virulencia gének némelyikének muticidjat anélkiil, hogy szamottevéen
veszitenének kérokozé képességiikbél. fgy az egyes virulencia gének muticidja és esetleges
funkcidvesztése ltalaban vagy a tiinetek megvaltozasat okozza, vagy csak csokkenti, de nem
sziinteti meg a korokozd képességet. Ennek példidja a Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola-esetében a Tab toxint koédolé gén, melynek muticidja kovetkeztében
megvaltozik a betegség tiinete, ami abban nyilvanul meg, hogy a toxin hidnyaban nem alakul
ki klorotikus udvar a fert6zott novényen (Gross, 1991), de a mutdns baktérium kérokozo
képessége megmarad.

Csak kevés olyan virulencia faktort ismeriink, amely valéban nélkiilozhetetlen a
koérokozasban. Egy ilyen példaul a Xanthomonas citri pthA génje, melynek muticidja a

virulencia teljes elvesztését eredményezte (Swarup et al.,1991).

2.3 A gén génnel szemben elmélet

A gazdanovény és a korokozo genetikai kolcsonhatasat a ,,gene for gene” elmélet (gén génnel
szemben), Flor 1955-6s modellje magyardzza. Ujabban ,avr for R’ néven is emlitik a
rendszert. A faj, illetve fajta specifitist meghatiarozé kolcsonhatds elméletét a koérokozds
jelenségének modellezésére dolgoztak ki (Ellingboe, 1982). A patogenitds a korokozé
megfeleld avirulencia (avr) és a novény rezisztencia (R) génjeinek kolcsonhatasaval
magyarazhatd. Flor (1955) a len és a Melampsora lini rozsdagomba kozotti kdlcsonhatast

kutatta. Ellingboe a “mdagikus négyzet” segitségével dbrazolta a kompatibilitds
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és inkompatibilitds viszonyait (1. tdbldzat); a gazda specifitds alapjanak a géntermékek

kozotti kozvetlen kolcsonhatast tekintette.

1. Tablazat; Gén génnel szemben elmélet

A gazda genotipusa

A patogén

genotipusa RR/ Rr -
avr - +
avr. + +

Jelmagyardzat: + a betegség kialakuldsa
- hiperszenzitiv reakcié

Az avirulencia €s a rezisztencia gén kolcsonhatdsa vélaszreakcidk lancolatat valtja ki a
novényben. E reakciok eredményezik a lokalizdlt sejthaldlt a megtdmadott szovetekben
(hiperszenzitiv reakcié-HR; Klement, 1982), megeldzve a patogének tovabbterjedését a
novényben és ezaltal a betegség kialakuldsat. Ha a komplementer génpar tagjai koziil az egyik
vagy mindkettd hidnyzik (akdr a gazda, akdr a koérokozd részérdl), a novény képtelen
kérokozdként azonositani a baktériumot, nem kovetkezik be a HR és kialakul a betegség, ez a
fogékony reakcid, a kompatibilis kapcsolat. A hiperszenzitiv reakciéval szemben a
kompatibilis kapcsolat magadba foglalja a baktérium szaporoddsit a gazdaban,
tovabbterjedését a kornyezd szovetekbe, a makroszkdpikus tiinetek kialakuldsét, valamint a
betegség karakterisztikus megjelenését. Mivel a rezisztencia és az avirulencia domindnsan
oroklodik, a legtobb novény-mikroba kapcsolat inkompatibilis lesz akkor is, ha a négyzet
alapjdn a kolcsonhatdsnak ez az esete csak egyféle titon vezethetd le (Collmer, 1996).
Az ,,avr for R” kolcsonhatdst hagyoményosan a ,;receptor-ligand” modellel értelmezték, ami a
két géntermék kozvetlen kapcsolatat feltételezi (Gabriel és Rolfe, 1990).
A ,heterodimer modell” szerint az avirulencia gén termékérdl azt feltételezték, hogy a gazda
rezisztencia génje altal kodolt fehérjével konglomeratumot képezve a HR elicitora (Hamm és
Glichrist, 1996).
A ,,guard modell” szerint az R gének termékei egy-egy Avr fehérje novénybeli célmolekuldjat
Orzik, vagyis kozvetetten érzékelik az Avr fehérjék jelenlétét (Van der Biezen és Jones, 1998).
A fitopatogén baktérium szempontjabol az avirulencia gének latszélag hatranyosak, mivel
lehetdvé teszik a lehetséges gazdandvény szdmdra a kérokozé felismerését és az ellene vald
védekezést. Ez a nyilvanvald szerepiik vezetett leirdsukhoz és izoldlasukhoz. Természetesen
emellett egyéb funkcidkat is betdltenek, melyek viszont eldnyt biztositanak a patogenezisben,

ellensilyozva a koevolici6 sordn kialakult hatranyos hatast (Collmer, 1996).
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Néhany avirulencia génrél bebizonyitottdk, hogy szelekciés elonyt jelentenek a
baktériumoknak (Dangl, 1994). A Xanthomonas campestris pv. vesicatoria baktérium
tartalmazza a kromoszéman lokalizalt avrBs2 gént (Minsavage et al., 1990). Ennek a génnek
a mutdciéja nemcsak az avirulencia elvesztésével jart, de csokkentette a patogén
agresszivitasat is, ami a kérokozo gazdandvénybeli szaporoddsi ratdjanak csokkenésében
mutatkozott meg. A X. campestris pv. alfalfae homoldg génjének mutéiciéja hasonld
eredménnyel jart, ezzel mindkét patovarietas esetében meggy0zden bizonyitva e gén
fontossdgdt a baktérium novénybeni fitnesse szempontjabdl (Kearney és Staskawicz, 1990).

A baktériumok avirulencia génjeivel szemben a ndvény rezisztencidval kapcsolatos génjei
védelmi funkcidk kialakitdsaért felelés faktorokat, és védd anyagokat Orokitenek:
fitoalexineket, PR fehérjéket, hidroxiprolinban gazdag glikoproteineket (Stinzi et al., 1993).
A gazdandvény védekezd mechanizmusainak legydzése és a kompatibilitds elérésének
képessége adja a korokozok specificitdsdt. A kompatibilitds esetében tehat egy
mikrobapopulaciéo patogén vagy szimbionta médon képes fennmaradni és szaporodni

valamely novényfaj egyedeiben (Gabriel és Rolfe, 1990).

2.4 A IIL tipusu fehérje szekrécios rendszer

A Gram-negativ kérokozé baktériumokban hat eltérd utvonaldt azonositottdk a belsé és a
kiils6 membranokon keresztiil torténd fehérjeszekrécionak (Thanassi és Hultgren, 2000). A
legbonyolultabb szerkezetti a III. tipusi dtvonal, melynek feladata, hogy a patogenitdssal
kapcsolatos fehérjéket (Hrp és Avr) kozvetleniil a gazdasejtekbe juttassa (Rosquist et al.,
1994) az €16 novényi sejt sejtfaldn és plazmamembrinjain keresztiil (Alfano és Collmer,
1997).

A III. tipusu szekrécids rendszert (TTSS, Type III Secretion System) a hrp (hiperszenzitiv
reakcié és patogenitds) gének kodoljak. Ez a fehérjeszdllitd mechanizmus eltér a
hagyomanyos Sec-t6l fiiggd szekrécids tutvonalaktdl, illetve az Agrobacterium 1V. tipusi
export rendszerétdl is (Zhanassi és Hultgren, 2000). A III. tipust fehérje szekrécids rendszer
egyarant el6fordul éllat-, €s novénykdérokozo baktériumokban is. Ezt példdzza a Yersinia ssp.
IIL. tipusu fehérjeszekrécids rendszere (Cornelis és Wolf-Watz, 1997). Ezek az allatkérokozok
elsddlegesen extracelluldris parazitdk, az in. Yop (Yersinia outer proteins) szekrétumaikat
egyenesen a gazdasejtbe juttatjdk és ahhoz, hogy betegséget okozzanak, ,.sejt a sejthez”
kapcsolatot igényelnek (Cornelis és Wolf-Watz, 1997). A legtobb novénykoérokozd
baktériumot az ehhez hasonlé gazdasejt kontaktus-fiiggés jellemzi.

Maga a membran transzlokédcids appardtus szamos, a flagellum biogenezisnél megismert

fehérjével homoldg elemet tartalmaz. A III. tipusu fehérjeszekrécids rendszeren keresztiil
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kivélasztott fehérjékrdl hidnyoznak az amino-termindlis szigndlpeptidek. A kivédlasztashoz az
eddigi ismeretek szerint kétféle ut vezethet (Thanassi, €s Hultgren, 2000, Biittner és Bonas,
2002). Az egyik a kivélasztand6 fehérjét kddol6 mRNS 5° végén helyet foglalé szekvenciat
hasznélja, mely az RNS- riboszéma komplexet a szekrécids pilushoz rogzitve a transzlaciot és
a szekréciot térben és idOben Osszekapcsolja. A kivalasztds masik lehetOsége un.
Syc chaperon-okat alkalmaz, melyek a citoplazmaban oldhaté dallapotban tartjdk a

kivélasztand6 fehérjéket, illetve a kivalaszto rendszerhez kapcsoljak azokat.

2.5 A hrp gének

A korokozis képességét csakigy, mint a HR kivaltasit az Un. hrp gének illetve termékeik
hatdrozzdk meg. Ez érvényes a koérokozdk széles korére. A xilemben szaporoddkon kiviil
minden ndvénykorokozé baktérium az apoplasztot kolonizdlja, igy az intercellularis térbol
(IC, intercellular space) okoz betegségeket a termesztett ndvények tobbségén (Alfano és
Collmer, 1996). Ezeknek a kérokozoknak a tobbsége Gram-negativ baktérium az Erwinia,
Pseudomonas, Xanthomonas és Ralstonia nemzetségekbdl. Bar ezek a baktériumok
taxonémialag €és az A&ltaluk kivaltott betegségek tekintetében is eltérnek egymastol,
valamennyien rendelkeznek hrp génekkel.

Az allatpatogén Yersinia, Shigella és Salmonella nemzetségekbe tartozé baktériumokban a
III. tipusd fehérjeszekréciés rendszer é€s a hrp gének jelentds homoldgidt mutatnak a
novénykorokozd baktériumok megfeleld6 DNS szekvencidival. A Yersinia spp. genomja
kb. 80-95%-o0s homoldgia mellett tartalmazza a hrp cluster Pseudomonas, illetve Erwinia
genusokban meglevd 9 konzervalt génjét (Huang et al.,1995). Ezeknek a géneknek a nevét
hrec-re modositottdk (hypersensitive reaction and conserved, Bogdanove et al., 1996).

Az elsé hrp clustereket a Pseudomonas syringae pv. syringae és a P. syringae pv.
phaseolicola-ban 1irtdk le olyan Tn5 transzpozon mutdnsok izoldldsdval, melyek minimal
taptalajon a vad tipusu torzzsel azonos iitemben szaporodtak, de dohdnylevelekbe infiltralva
nem idéztek el6 HR-t (Niepold et al., 1985, Lindgren et al., 1986).

A hrp gének csoportokba (clusterekbe) rendezddnek, és gyakran eléfordul, hogy a hozzajuk
kapcsolod6 avirulencia gének csoportjaival egyiitt plazmidokon o6roklodnek, illetve
horizontalis géntranszfer Utjan szerzett Gn. patogenitds szigeteket alkotnak (Hacker és Kaper,
2000; Czelleng, 2005 b.). A patogenitds szigeteket gyakran Ovezik transzpozon vagy
bakteriofdg szekvencidk és alacsony guanozin és citozin tartalom jellemzi dket (Lawrence és
Roth, 1996; Groisman és Ochmann, 1996).

A ndvénykorokozo baktériumok hrp génclustereinek horizontélis 4tvitelére kozvetett utaldsok

vannak, ilyen példaul, hogy Ralstonia solanacearum esetében a hrp clustert egy megaplazmid
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hordozza (Alfano és Collmer, 1996). Egy mdsik példa az Erwinia herbicola (Pantoea
aggromerans), mely rendszerint nem okoz betegséget, bar eléfordul a novények gyokerein és
fold feletti részein is. Az E. herbicola pv. gipsophillae-ként meghatirozott torzsekben
—amelyek viszont tumorokat indukalnak a gyokereken, €s dohdnylevelekben HR-t idéznek el
-plazmidon lokalizalt Arp géncsaladot, és 150 kbp nagysagu fitohormon- bioszintézist iranyitd
szekvencidkat taldltak, melyek egyardnt sziikségesek a tumorok képzdodéséhez, és a HR
kivaltasdhoz. Ez arra utal, hogy a patogén funkcidk a baktériumok ko6zott horizontdlisan
atvihetéek (Nizan et al., 1997).

A hrp génclusterek és a hozzijuk fiz6d6 funkcidk megegyeznek azon tulajdonsidgukban is,
hogy 4tviteliik képessé teszi HR kivaltdsdra az olyan nem patogén baktériumokat, mint pl.
az Escherichia coli. Ezt olyan cosmidok datvitelével mutattdk ki, mint a Pseudomonas
syringae pv. syringae-b0l szidrmazd pHIRII, és az Erwinia amylovora-bél szarmazd
pCPP430 (Alfano and Collmer, 1996), illetve a P. syringae pv. phaseolicola baktériumbdl a
pPPY430. Bar e cosmidok az E. coli-t képessé teszik HR kivéltdsara, egyéb sziikséges
faktorok hidnydban kérokozé mégsem valik beldle (Puri et al., 1997).

A betegségokozas képessége tehat feltételezi a hrp gének teljes készletének jelenlétét,
amelyek egyben a hiperszenzitiv reakcio kivaltasaért is feleldsek, hiszen e gének elicitorok
szintézisét illetve transzportjat irdnyitjdk. Vagyis hatdsuk kétirdnyd (episztatikus), mivel
fogékony novényben a betegség eldidézésében vesznek részt, rezisztens novényben HR-t
véltanak ki, limitdlva ezzel a gazdandvények korét. Mindkét reakcio kivaltasdhoz sziikséges a

hre cluster, mivel szekvencidi az un. III. tipusud fehérjeszekrécids rendszert kodoljak.

2.6 Az extracellularis Hrp proteinek

Az extracelluldris Hrp proteinek a harpinek és a pilinek. A harpinek hdstabil, glicinben
gazdag hidrofil fehérjemolekuldk, ciszteint nem tartalmaznak és baktériumtenyészetekben a
hrp rendszer kifejezddésekor valasztédnak ki. Az amino-termindlisukon nincsenek
szignalpeptiddz felismeré helyek (Bonas, 1994). Dohdnylevélbe vagy egyéb novénybe
infiltralva altaldban HR elicitor aktivitast mutatnak (He et al., 1993). A harpinek természetes
feladata és a HR kivaltasaban jatszott szerepiik alapjaiban mindeddig ismeretlen maradt, de
feltételezik, hogy érzékennyé teszik a novényt az avr gének termékeire (Alfano és Colmer,
1996).

Egyes megfigyelések arra utalnak, hogy funkcidjuk a novényi sejtfalhoz kapcsolodik. A
tisztitott P. syringae pv syringae harpinja a ndvényi sejtfalhoz kotddik és bioldgiai aktivitisa
is csak a sejtfallal rendelkezd novényi sejtekkel szemben van (Hoyos et al., 1996). Az

E. amylovora és a P. syringae HrpW harpinjanak aminoterminalis része harpin-jellegii, de a
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karboxitermindlis része a koérokozé gombdkban és baktériumokban leirt pektat lidzok
csoportjaval mutat homologiat (Kim és Beer, 1998).

A harpinek, amellett, hogy az els6ként leirt bakteridlis proteinek, melyek HR elicitor aktivitast
mutattak (He et al., 1993), az apoplaszt alkalizicidjaval, valamint Avr fehérjék novényi sejtbe
val6 bejutdasanak segitésével a parazitizmust szolgalhatjak.

Az extracelluldris Hrp proteinek maésik csoportjat a P. syringae HrpA pilinje reprezentdlja,
amely a baktérium felszinén taldlhat6 Hrp pilus alegysége (Roine et al., 1997). A Hrp pilus
sziikséges a patogenitdshoz, a patogenitdssal kapcsolatos géntermékek transzlokécidjahoz, és
a HR kivaltdsdhoz. Egy hasonld struktira jatszik szerepet az Agrobacterium tumefaciens

T-DNS transzferében is (Fullner et al., 1996).

2.7 Az Avr proteinek és szerepiik a gazda-korokozo kolcsonhatasban

A ndvénykérokozé baktériumok Erwinia, Pseudomonas, Xanthomonas és Ralstonia
nemzetségeiben tehat miikodik a konzervativ III. tipusi fehérjeszekrécids tutvonal és a
patogenitds szigeteikhez néhdny avr gén is tartozhat. Emellett azonban nincs kozvetlen
bizonyiték arra, hogy az Avr fehérjék in vivo a hrp rendszeren keresztiil szallitddnanak, de ezt
az elképzelést kozvetetten alditdmasztja az, hogy a Hrp dtvonal hidnydban az Avr effektorok
nem képesek a novénysejtbe atjutni (Collmer, 1998).

Ezek szerint az avirulencia fehérjék, vagy effektorok, a kérokozé baktériumok azon termékei,
melyek a III. tipusu szekréciés rendszeren keresztiil a gazdasejtbe jutnak és elsddleges
hatdsuk ott nyilvanul meg. Az evolicié sordn kétéli fegyverekké vaéltak, hiszen a
gazdaszervezet éltal torténd felismerésiik avirulens fenotipust (rezisztencidt), az ellenkezd
eset viszont sikeres korokozé képességet eredményez (Ritter és Dangl, 1995).

Az avirulencia gének termékeit két csoportba soroljak, attdl fiiggden, hogy a kérokozas sordn
a gazdasejt mely organelluméval keriilnek kapcsolatba. Az egyik csoportba az AvrPto-hoz
hasonlo, a gazdasejt membranjanak citoplazmatikus oldaldhoz k6t6d6 (Tang et al., 1996), mig
a masik csoportba az AvrBs3 csalddba sorolt, a sejtmagot megcélz6 fehérjék tartoznak (Bonas
etal., 1993).

A baktérium-novény kolcsonhatds jelenlegi modellje a kovetkezoket feltételezi: a
kolcsonhatds a hrp gének miikodésén, a korokozo altal termelt Avr fehérjék novényi sejtbe
torténd bejutdsan, valamint az avr és R gének koevoldcidjan alapul. Utébbi megéllapitasok
szerint tehat az Avr jellegli fehérjék a parazitizmus elsddleges effektorai €s a koérokozd
-gazdanovény koevoldcidja soran a gazdapopuldcié azon genetikai valtozasai, melyek

csokkentik egy effektorfehérje parazitikus elOnyét, vagyis lehetdvé teszik az effektorfehérje
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felismerését a rezisztenciagének védekezd rendszere szdmara, az avr jellegli gének szdmanak
novekedéséhez vezetnek (Alfano és Colmer, 1996).

Az Avr fehérjék szabjdk meg a gazdakort faj-faj és rassz-cultivarietas szinten egyarant.
Harmincndl tobb Avr fehérjét jellemeztek (Leach és White, 1996). A legtobb Avr fehérje
jelenléte - a harpinokhoz hasonléan - fizikailag nem mutatkozik meg, novénybe juttatva
onmagukban nem minden gazda esetén valtanak ki HR-t, és biokémiai funkcidjuk sem
minden esetben tisztizott. Feladatuk lehet a gazda védekezésének meghiudsitdsa, az apoplaszt
moédositdsa a kolonizidcidé eldsegitéséhez, vagy a gazda anyagcseréjének datalakitisa. A
P. syringae pv. tomato AvrD fehérjéje egy, a jol ismert Avr fehérjék koziil (Keen, 1990). Az
AvrD irdnyitja a sziringolid HR elicitorok szintézisét (Leach és White, 1996). Egy madsik
fehérje, az AvrBs2 (X. campestris pv. vesicatoria) hasonlésdgokat mutat az Agrobacterium
tumefaciens agrocinopin szintetdzaval, amely a parazita A. fumefaciens szaméra hasznosithaté
specidlis szénforrds eldéllitdsara teszi képessé a gyokérgiimoOk sejtjeit (Sheng és Citovsky,
1996, Alfano és Collmer, 1997).

Avr proteineket csak ritka kivétellel mutattak ki in vitro (folyadékkultirdban szaporitva) a
Pseudomonas syringae és Erwinia fajok citoplazmdjan kiviil. Az egyik ilyen az E. amylovora
dspE (disease specific, sziikségesek a kérokozashoz, de nincs szerepitk a HR kivéltdsaban)
génje, mely a P. syringae pv. tomato avrE génjének homoldgja (Gaudriault et al., 1997). A
dspE mutians korokozd képessége helyredllithatd - legaldbb részlegesen - egy olyan
plazmiddal, amely hordozza a P. syringae avrE 16kuszét. Ez arra utal, hogy a DspE és az
AvrE funkci6ja hasonl6 (Bogdanove et al., 1998) .

Egyes Avr fehérjék tisztdzatlan moddon bdr, de jelentdsen befolydsoljdk a koérokozd
agresszivitdsat (Leach és White, 1996). Az AvrBs7 géncsaldd termékei a Xanthomonas
fajokban a novényi sejt sejtmagjit célozzdk meg (Bonas és Ackerveken, 1997) és néhdanyukrol
kimutattdk, hogy nagymértékben fokozzdk a zsirfoltossdg tiineteket, valamint a kérokozé
agresszivitasat (Yang et al., 1996).

Az Avr fehérjék egy nagy csoportjdnak a kérokozdsban betdltott szerepe a gazdaszervezet
induktiv védekez6 rendszereinek elnyomasa, illetve a baktérium jelenlétének ,,alcazasa”. A
beavatkozasnak tobbféle mddja lehet. Torténhet a novényi sejtfal megvastagodasok (papilldk)
képzésének gatlasaval (Brown et al., 1995), az altalanos és specifikus indukalt rezisztencia
folyamatdnak post-transzlacids szintli gatlasaval, illetve az eukaridta DNS-koté doménnal
rendelkez0 AvrBs3-tipusi effektorokkal, a gazda génindukcidjanak szabalyozdsa révén
(Szurek et al., 2001). A P. syringae AvrRpml effektora foszforildlja (Mackey, 2002), a
cisztein protedzt, az AvrRpt2 pedig lebontja (Axtell et al., 2003) a RIN4 represszor fehérjét,

ami az Arabidopsis thaliana altalanos védekezési rendszerében, valamint az RPM1 és RPS2
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-kozvetitésével megvalosul6 HR-ben jatszik szerepet. A P. syringae pv. tomato DC3000
AvrRtoB effektora megakadilyozza a HR kialakuldsat Nicotiana benthamiana névényben
(Abramovich, 2003), a tirozin-foszfataz aktivitisi HopPtoD2 pedig amellett, hogy sziikséges
a P. syringae pv. tomato DC3000 teljes virulencidjdhoz, az avirulens baktérium altal kivaltott
HR megjelenését is elnyomja paradicsom és Arabidopsis novényekben egyarant (Espinosa,

2003, Bretz et al., 2003).

2.8 A hrp és avr gének szabalyozasa

A hrp gének akkor fejez8dnek ki, amikor a ndvényekbe inokuldljuk a baktériumokat, vagy az
apoplaszthoz hasonl6 feltételeket biztosité minimal tdptalajon szaporitjuk 6ket, de rendszerint
nem aktivdlédnak komplex bakterioldgiai taptalajon. (Lindgren, 1997). Ezek szerint a hrp
gének promotereit sziikos tdptalajviszonyok €s novényi kivonatok indukaljak (Bonas, 1994).
Alfano és Collmer (1996) szerint a baktériumok két f6bb csoportja kiilonithetd el a hrp gének
szabdalyozasa alapjan: az elsé csoportba a P. syringae és Erwinia amylovora, a masodikba
pedig a Ralstonia solanacearum és a X. campestris pv. vesicatoria fajokat soroltdk. Ez a
felosztas megfelel a hrp clusterek Osszetételében mutatkozd kiillonbségeknek is (Alfano és
Colmer, 1997).

A hrp ttvonal két tipusaban kiilonboznek a gazdanovény sejtkozotti dllomanyanak kornyezeti
hatdsaira reagdld szabalyozd rendszerek. Az elsé csoportba tartozd P. syringae pv. syringae
szigndl transzdukcids rendszerében a hrpS kornyezetre reagdlé szabdlyozé aktivdlja a hrpR
gént, melynek terméke egy transzkripcids aktivator (Xiao et al., 1994). A P. syringae pv.
phaseolicola  szerkezetileg hasonlé génjeir6l feltételezik, hogy termékeik HrpR-S
heterodimerként funkcionédlnak (Grimm et al., 1995). Ezek a gének aktivdljak a hrpL gént,
melynek terméke az 4ltala szabélyozott promoéterek konzervalt Arp-box-dhoz kot6do, un. ECF
szigma faktor (extra cytoplasmic function). Ez in planta feltételek kozott, nevezetesen
alacsony ozmotikumtartalom, pH és tapanyagtartalom mellett, a hrp operonok aktivalasaval
szabdlyozza a hrp gének kifejez0dését (Xiao et al., 1994).

A masodik csoportba tartozé Xanthomonas €s a R. solanacearum baktériumok signdl
transzdukcids ttvonala egészen a PrhA (plant regulator of srp genes, Aldon et al., 2000), nem
diffuzibilis novényi jeleket érzékeld receptortél kiindulva ismert. A kétkomponensi
szabalyozé rendszer kovetkezd eleme a HrpG transzkripcidés aktivitor, ami indukélja
Xanthomonas esetében a HrpX, Ralstonia esetében a HrpB transzkripcids aktivatorokat.
Utobbiak éltal szabdlyozott prométerek tobbségében megtaldlhaté az un. PIP-box (plant
inducible promoter, ndvényben indukal6d6 promdéter, Fenselau és Bonas, 1995). PIP box-okat

talaltak tobb hrp gén €s egyes avirulencia gének promoter szekvencidjaban is. Emellett
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azonban, a X. campestris pv. vesicatoria avrBs3 prométere tartalmaz ugyan PIP-box-ot, de e
génrol megéllapitottak, hogy kifejezddése fiiggetlen a hrp clustertdl (Knoop et al., 1991).
Mindezek mellett, tobb avr gén promdterét a ¢ >4 aktivalja, ami szintén a sziikos kornyezeti

feltételekhez adaptdlja a baktériumot.

2.9 Virulencia faktorok

Az apoplasztot kolonizal6, kozonséges koérokozd baktériumok rothaddst, foltosodast,
rakosodast, hervadast vagy elhaldst okoznak a novényeken. A gazdandvénnyel vald
kapcsolatuknak két sajatossdga van: (i) parazitikus aktivitdsukat a novény sejtkozotti
dllomanydban, illetve a xilémben fejtik ki, valamint (ii) nekrogének, azaz képesek a sejtek
elhaldsat okozni.

Lagyrothadast véltanak ki gazdandvényeiken a kdvetkezd baktériumok: Erwinia carotovora,
E. chrysanthemi és a Pseudomonas viridiflava. Ezeknek a kérokozoknak széles gazdakoriik
van. Leginkdbb a hisos parenchimaszdvetben gazdag novényeken okoznak tiineteket. A
tiinetek megjelenése jelentdsen fiigg a kornyezeti tényezoktol. A nedves, paras, hiivos idéjaras
kedvezdéen befolydsolja a betegség kialakuldsit. A kérfolyamatban domindl a pektinbontd
enzimek szerepe, amelyek hidrolizis dtjan (poligalakturonazok), vagy B elimindciéval (pektat
lidzok) elhasitjak a novényi sejtfal srukturalis alkot6jaként els6dleges fontossaggal bir6é o-1-4
poligarakturon polimereket (Perombelon és Kelman, 1980; Barras et al., 1994).

A Pseudomonas viridiflava egy pektat liazt valaszt ki (Pel), amely lehetdvé teszi opportunista
kartételét a termesztett zoldségeken (Liao et al., 1988).

Az elterjedtebb kérokozoként ismert Erwinia carotovora €s E. chrysanthemi pektinbontd
enzimkomplexet termel. Ezeket az enzimeket a IlI. tipusu szekrécids rendszer vélasztja ki. A
szekrécidos  rendszerilkkben  kdrosodott mutins  baktériumok nem  képesek az
enzimkivéalasztisra, igy nem okoznak lagyrothadast (Barras et al.,1994).

Ezek mellett, a ndvénykdrokozo6 baktériumok egyéb enzimeket is termelnek, melyek koziil pl.
a kataldz és a szuperoxid dizmutaz (Imlay, 2003) hatékony védelmet biztosit a védekezd
novény reaktiv oxigén fajtdival szemben.

A patogén baktériumok véltozatos tiineteket produkdlnak a gazdandvényeken, melyekben a
sejtfalat degraddlé enzimeken kiviil fontos szerepet jdtszanak a toxinok, mint a nekrézis
kozvetett vagy kozvetlen kivaltéi. A nekrogén Gram-negativ baktériumokban termel6dd
toxinok madsodlagos metabolitok (tobbnyire kisméretii peptidek), melyek nem mutatnak
gazdaspecifitdst, dltaldban nem jarulnak hozzd a baktérium ndvénybeli szaporoddsdhoz és

diffuzié utjan gyorsan terjednek a szévetekben (Gross, 1991).
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A bakteridlis toxinokat virulenciafaktoroknak tekintjiik, de szerepiik val6jdban nem tisztdzott,
hiszen a toxintermelés kimutathaté néhidny nem patogén P. syringae torzs esetében is
(Adetuyi et al., 1995). Szamos toxinnak antimikrobidlis hatasa is ismert, amely kompetitiv
elonyt jelent a mikroba szdmara (Gross, 1991).

A baktériumnyélka vagy burok anyagaban jelenlevo extracellularis poliszacharidokat (EPS) a
toxinoktol eltérden a legtobb baktérium termel, beleértve a legtobb patogént is. Az EPS azzal
segiti a kérokozdt, hogy fenntartja az intercellularis kornyezet vizzel valg telitettségét, vagyis
a zsirfoltossdgot, valamint, hogy védi az él6 baktériumsejtet a kiilonbozé kornyezeti
stresszhatdsoktdl, igy megvédi a baktérumsejtet az antimikrobidlis anyagoktdl, a mérgezd
hidrogén-peroxidtél (D’Haeze, 2004. a) vagy megvdltoztatja a gazda védekezd reakcidit
kivalté szignalokat (D’Haeze, 2004. b). A hervadast okozé baktériumokban a duzzadé EPS
nydlka eltomiti a xilemet, ezzel valtva ki a tiinetet (Denny, 1995).

A ndvénykdérokoz6é baktériumok tobbsége rendelkezik a mozgdsukhoz sziikséges
flagellummal. Miikodoképes flagellum nélkill invazidjuk (Chesnokova et al., 1997, Trans
-kersen et al., 2001), illetve a novényszovetkozi terjedésiik (Pirhonen et al., 1991) gatolt, igy
virulencidgjuk csokken. Mivel a flagellin, mint PAMP a novény immun-tipusi védekezd
rendszerét indukdlja, i{gy aminosav sorrendjének megvaltoztatidsa a baktérium felismerésének
elmaradasdhoz vezethet (Gomez-Gomez és Boller, 2002).

Az enzimek, a kiilonb6z6 toxinok €s az EPS termelés csakigy, mint a mozgas képessége tehat
hozzajarulnak a baktérium in planta ratermettségéhez (fitness-éhez), kérokozé képességéhez

és a betegségtiinetek megjelenéséhez.

2.10 A korokozas genetikajanak vizsgalati modszerei

Adott kornyezeti tényezOk kozott a baktérium genomban nem minden gén fejezédik ki. A
génkifejez0dés szigord, elsdsorban transzkripcids szinten megvaldsuld szabdlyozdsa ttjan a
baktérium csokkenti az energia felhasznalasat. Ez egyben azt is jelenti, hogy a feladatukban
kapcsolédé géntermékeket (pl. valamely metabolikus ttvonal enzimeit) kdédolé gének
kifejezése kozos szabdlyozds alatt 4ll. Eppen a szabalyozott génkifejez6dés teszi lehetévé a
kiilonbozoé kornyezetben atirédé gének kimutathatosagit. Az eltér6é helyzetekben ugyanis
kiilonb6zé mRNS és fehérje garnitiirdk jelennek meg a baktériumban.

A transzkripcié elemzésében nagyon lényeges szerep jut olyan in vitro médszereknek, mint a
DNS mikroarray, vagyis a DNS chip technikdk (Lipshutz RJ, 1999, Czelleng, 2005 b.), a

kivond (subtractive) hibridizacié vagy az RT-PCR (reverse transcription polymerase chain

reaction, Shelburne és Musser, 2004).
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A vizsgélt baktérium valamennyi génjének kifejez0dését egyidejlileg nem csupdn in vitro
moddszerekkel lehet elemezni. Léteznek olyan eljarasok, melyekben valamennyi gént egy-egy
mutdns baktériumtorzs reprezentdl, egyiittesen génkonyvtarat alkotva. Ezeknél az eljarasoknal
az egyes géneket in vitro kiilon-kiillon megjeloljik oly mddon, hogy a jeldlés egyrészt
biztositsa a gének elkiilonithetdségét, masrészt pedig adjon lehetdséget a géneket reprezentild
mutdnsok in vivo szelekcidjara (Handfield és Levasque, 1999, Chiang et al., 1999, Czelleng,
2005 b.). Jelolésre alkalmasak lehetnek transzpozonok (Hamer et al., 2001, Mecsas, 2002),
vagy onmagukat kifejezni nem képes tn. riporter gének; a szelekcid az eldbbi esetben negativ,
utébbi esetben pozitiv. Erdemes megjegyezni, hogy a transzpozon mutagenezis stratégidjara
épiild mddszerekkel csak kdzvetett mddon €s csak olyan géneket lehet azonositani, melyek
nagymértékben befolydsoljdk a patogenezist, hiszen funkcidvesztéssel jaré (loss-of-function
tipust) mutdcidjuk esetén a mutdns torzsek nem élik tdl az in vivo szelekcidt, vagyis negativ
szelekcidval eltiinnek a génkdnyvtarbol.

Valamely kornyezeti tényez6é indukdld hatdsara kifejez0do géneket az azokat reprezentdld
baktériumtorzsek in vivo pozitiv szelekcidjaval is megtaldlhatjuk. Ebben az esetben olyan
géneket valogatunk ki, melyek onmagukkal egyiitt a hozzajuk kapcsolt riportergéneket is
kifejezik. Ahogy a neviik is mutatja, a riportergének a velilk fiziéban 1év6 prométerrel
rendelkez0 gén kifejez0désérdl tijékoztatnak, ugyanis a riportergének valamilyen jol
szelektalhat6 tulajdonsagot kddolnak, de a transzkripcié meginditasdhoz sziikséges sajat un.
prométer szekvencia hidnydban onmagukban nem képesek megnyilvanulni. A riporter gén
alapd promoter keresés modszerekre éppen az ad lehetdséget, hogy a vizsgalt gén promoter
szekvencidjar6l meginduld6 mRNS datirdssal a riporter gén transzkripcidja is végbemegy. A
baktériumtorzs ezzel olyan fenotipusivd valik, hogy in vivo el tudjuk kiiloniteni a tdbbi
torzstél (Mahan et al., 2000, Rainey és Preston, 2000). Ilyen pozitiv szelekciét eredményezhet
példdul egy antibiotikum rezisztenciagén vagy auxotr6f (valamely nélkiilozhetetlen
novekedési faktor eldallitdsara képtelen mutins) baktérium esetében a hibds anyagcserertit

hidnyz6 elemének génje, mint riporter gén.

2.10.1 In vivo expression technology

Kézenfekvonek latszik, hogy a gének kifejezodését in situ vizsgiljuk, vagy legalabbis legyen
kihasznalva a génkifejez6dés bioldgiai teszt titjan torténd vizsgalhatésdga. A mutins torzsek
pozitiv szelekci6jat hasznalé prométer keresés stratégidjat elséként Osbourn és munkatarsai
(1987) alkalmaztak novénykorokozo baktériumok feltételes génkifejezodésének vizsgdlatara.
Késobb az eljards ,,in vivo expression technology”, IVET (Mahan et al., 1993) néven vélt

ismertté. Ennél a mdédszernél a vizsgilandé baktérium genomban specidlis promoéter keres6
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génkonyvtarat kell létrehozni. Ebben a klontirban minden gént kiilon baktériumtorzs
képvisel. Az Osszes génhez két-két riportergén van transzkripciondlisan fuiziondltatva dgy,
hogy adott gén két eltéré kornyezetben (in planta és taptalajon) torténd kifejezodését kiilon
szelektalni lehessen. Ezzel a gén kifejez6dése Osszehasonlithatdva valik.

A riporter génekkel alkotott transzkripciondlis fizié baktérium genomba torténd egykopids
beépiilését a vizsgdlat alatt 4ll6 baktériumba juttatott, a baktérium genom fragmenst
tartalmazd ,,suicide” replikdciéjd plazmid vektor és a genom homoldg szekvencidja kozott
lejatsz6dd rekombindcié révén lehet elérni. Mivel az egyszeres crossing-over Utjan
megvaldsulé homoldg rekombindcié eredményeként egy részleges diploid (merodoploid)
genotipus jon létre, a gén eredeti prométere megmarad, ami a funkcidvesztést
megakaddlyozza. A genomba torténd integracidval elkeriilhetdvé vdlnak azok a problémadk,
amelyek plazmidok alkalmazdsdval 1éphetnének fel. Ilyen a plazmid inkompatibilitdsabdl és
szerkezetébdl adédd dn. szegregicids és strukturdlis instabilitds (Meima, 1996). Az sem
elhanyagolhaté tényezd, hogy a génszabalyozast sokszor a szabalyozé faktor és a szabalyozott
faktor stochiometriai ardnya szabja meg. A szabdlyozand6 gén tobbkopids plazmidon vald
jelenléte éppen ennek az egyensulyi ardnynak a felboritasdval a szabdlyozas meghitsuldsdhoz
vezethet.

Az eljards széleskorii alkalmazhatosagat a riportergének varidlhatésaga adja, mely
riportergének egyben a kiilonb6z6 IVET stratégidk alapjaiként is szolgdlnak (Angelichio és
Camilli, 2002). Kérokozds sordn aktivdlédod gének vizsgdlatakor példdul hasznos lehet, ha az
egyik riportergén valamilyen antibiotikummal szemben teszi ellendllovd az azt kifejezd
baktériumot (2. dbra). Ezt a riportergént a megbetegités sordn a gazdaszervezetben lehet
pozitiv in vivo szelekcidra haszndlni, hiszen ha valamely aktiv promoéterhez kapcsolt
antibiotikum rezisztenciagén megnyilvdnul, a baktérium ellendllévd vélik az antibiotikum
kezeléssel szemben. Amennyiben a mdsik riportergén kifejez8dése valamilyen konnyl
szelekcidt biztosito fenotipust eredményez, akkor ezzel taptalajon el lehet kiiloniteni a csak a
koérokozas folyamatdban indukdlédd géneket az dllanddan kifejez6dd (konstitutiv) un.
haztartasi génektol. Konnyi belatni, hogy az antibiotikumos kezelést azok a baktériumtorzsek
élik tdl, melyek vagy alap anyagcsere utakat kodold, igy allanddan kifejez6, vagy a betegséget
kialakitd, a korokozds ideje alatt aktivdlédd géneket képviselnek. A téptalajon végzett
szelekcié sordn, a mdasodik riportergén alkalmazdsaval elkiilonithetové valnak a
gazdaszervezeten kiviili kornyezetben is aktiv géneket képviseld6 és a csak a
gazdaszervezetben aktiv, ezzel vélhetéen a korokozasban szerepet jatszé géneket képviseld

mutansok.

23



% 1. Prométer keresd
génkonyvtar,

SR | minden rporergen
e rendszerrel kapcsolt
2P gént egy-cgy

baktérium torzs
2. In vivo (pozitiv) szelekcid, képvisel (az dbrazolt
melyet a vizsgilati feltételek hdrom gén koziil az
kozott kifejez6do géneket els6 héztartdsi gén, a
képviseld baktérium torzsek élik —— ' kozéps6 kérokozdssal

til a riporter gének &tirdsa révén. Osszefiiggd, a
harmadiknak egyéb

feladata van).

3. Az eldzdleg
szelektalt torzsek
masodik (in vitro)
szelekcidja.
No6vényi indukcio
nélkiil azok a
torzsek
szelektalandok,
melyek riporter gén
rendszere a
génkifejezodés
elmaradését jelzi.

2. abra

»In vivo expression technology” alkalmazdsa novénykorokozé baktériumok kérokozds sordn aktivalédé
génjeinek azonositasara.

kék szakasz: gén, sdrga korong: prométer, fekete és sziirke nyilak: riporter gének, O.K.: kifejez6d6 riportergén,
mely a szelekci6 alapjaként szolgdl

Az IVET a baktérium szinte barmely két kornyezeti tényezd kozott megvaltozd
génaktivitisdnak kimutatdsidra alkalmas moddszer, ennek megfeleléen felhasznéldsa is
tobbiranyd. Nem csak koérokozassal kapcsolatban 1évé gének, hanem a rhizoszférdban a
talajlaké Pseudomonasokban aktivdlodé gének vizsgalatara (Silbi é€s Levy, 2004; Preston et
al., 2001; Rainey, 1999; Gal et al., 2003), valamint a baktériumok biofilm képzése sordn
aktivalodo (Finelli et al., 2003), illetve azok, a novényeket endofita (Rediers et al., 2003) és
szaprofita (Oke és Long, 1999) médon torténd kolonizdldsa alatt aktival6dd génjeinek
izolalasara is felhasznaltak. Ezek mellett természetes, hogy - habar csak a legutobbi idokben -
az IVET szelekciés rendszerét alkalmaztik a novényeket parazitdlé baktériumokban, az
elsdsorban a fert6zés alatt kifejez6dd gének vizsgalatira is (Boch et al., 2002; Brown és

Allen, 2004; Yang et al., 2004).
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A fenti vizsgdlatok kozleményekben megjelent példdinak mindegyikében a baktérium
auxotrof fenotipusait, a riportergén kifejezése utjan komplementalo IVET szelekcids rendszert
hasznéltdk. Ez azonban szdmos nehézségbe iitkozhet. Egyik az, hogy eldzetes szekvencia
ismeretekre timaszkodva, a vizsgaland6 baktérium olyan mutins szarmazékéat kell eldallitani,
amely egy feltételesen letdlis mutaciét hordoz. A mutans e tulajdonsaganak koriilményektol
fliggd komplementdldsdhoz, a mutdciét hordozé funkcidjat vesztett gén promoterétdl
megfosztott valtozatdnak felhasznaldsaval promoéter keresd plazmid vektort kell késziteni.
Amennyiben mindezek mar rendelkezésre dllnak, akkor tovabbi problémat jelent, hogy a nem
szaporodé hidnymutdns baktériumok kihigitdsa, vagyis negativ szelekcidja csak azok
tobbszoros atoltasaval, a szelekcids nyomds 1-2 héten keresztiil tarté folyamatos fenntartdsa
esetében valdsithatd meg. Tovabb neheziti az ismert IVET plazmidok alkalmazdsat, hogy
azokban a génkonyvtar kialakitdsdhoz haszndlhat6 restrikcios endonukledz felismerd helyek
nem varidlhat6ak, igy a rendszertanilag tavoli baktériumok vizsgélatdra tobb nem is alkalmas.
A mar ismert plazmidokkal izoldlt gének bdazissorrendjének meghatirozasahoz egyedi
primerek haszndlata sziikséges, ami szintén megneheziti e plazmidok széleskori
felhasznalhat6sagat.

Ezért olyan plazmidok és a haszndlatukhoz sziikséges kisérleti rendszer kidolgozasat tliztem
ki célul, amelyek (i) a baktériumok széles korében hasznalhatéak, (ii) gyors és hatékony

szelekcidt biztositanak €s (iii) lehetové teszik az izolalt gének tovabbi konnyli elemzését is.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Baktériumtorzsek és plazmidok

2. Tablazat; Baktériumtorzsek és plazmidok

Fajok, torzsek és
plazmidok

Tulajdonsagok (fenotipus, genotipus)

Forras

Fajok, torzsek

E. coli
DHS5ovA pir

S17.1/\ pir
HB 101

P. viridiflava

sup E44, DlacU169 (F80lacZDM15), recAl, endAl, hsdR17, thi-
1, gyrA96, relAl, Jpir phage lysogen.

Tp' Sm' recA, thi, pro, hsdR-M'RP4: 2-Tc:Mu: Km Tn7 Apir.

F, leuB6, proA2, recAl3, thi-1, araCl4, lacYl, galK2, xyl-5, mtl-
1, rpsi20 (Str'), ginV44, A (mcrC-mrr)

Prototréf, vad tipus, Rif "

de Lorenzo et al.,
1990

Simon et al., 1983
Sambrook et al., 1889

NCAIM B.01581

IviPV-s1/1 Rif ', Gm', kromoszémadba integralt pIviGK: dGTP4z génfiizié Jelen Dolgozat
IviPV-s1/2 Rif ', Gm', kromoszémadba integralt pIviGK: ATP-kot6/permeéz Jelen Dolgozat
génfuzid
IviPV-s1/3 Rif ', Gm', kromoszémadba integralt pIviGK: szerin szenzor Jelen Dolgozat
receptor génfizid
IviPV-s1/4 Rif ', Gm', kromoszémadba integralt pIviGK: 2-hidroxipent-2,4- Jelen Dolgozat
dienoat hidratdz génfiziod
viPV-s1/5 Rif', Gm'", kromoszémaba integralt pIviGK: K*-fiiggé Na*/Ca** Jelen Dolgozat
exchanger génfiizi6
IviPV-s1/6 Rif , Gm', kromoszémadba integralt pIviGK:mviN,, fizi6 Jelen Dolgozat
IviPV-s1/7 Rif ', Gm', kromoszémadba integralt pIviGK:pel fizi6 Jelen Dolgozat
IviPV-s1/8 Rif ', Gm', kromoszémadba integralt pIviGK:pel fizi6 Jelen Dolgozat
PV-dm Rif ', Km', mviN,, ::QKm' Jelen Dolgozat
P. fluorescens 55 Prototréf, Nx" Huang 1991
Plazmidok
pBluescriptKS Ap', a-lac Stratagene,USA
pGP704 Ap', ori R6K, mob RP4 Miller és Mekalanos,
1988
pJQ199 Gm', ori R6K, mob RP4, sacB Quandt és Hynes,
1993
pAG408 Ap', ori R6K, mob RP4, aphA3 (Km"), accAl (Gm"), atpE-gfp Suarez et al., 1997
pRK2013 Km', TraRK*, MobRP4" helper Figurski és Helinski,
1979
mini-Tn5Km (pUT)  Km', ori R6K, mob RP4, mini-Tn5 deLorenzo et al., 1990
pBADI18 Ap', AraC-Pgap Guzman et al., 1995
pGPMCSII Ap', ori R6K, mob RP4, MCSIT* Jelen Dolgozat
pGPMCSII:gm Gm', ori R6K, mob RP4, MCSII Jelen Dolgozat
pGPMCSII:km Km', ori R6K, mob RP4, MCSII Jelen Dolgozat
pBKS:gmS/R Ap’, Gm": promoter nélkiili accAltranszkripcidja a plazmid Py, Jelen Dolgozat
prométerérdl
pBKS:kmS/R Ap', Km'": promoter nélkiili aphA3transzkripcidja a plazmid Py, Jelen Dolgozat

pBKS:gfp- gmS/R
pBKS:gfp- kmS/R
pIviGK

pIviGG

pIviGKIII

plviGK:s1/6

prométerérdl

Ap’, Gm" (azonos pBKS:gmS/R)::gfp fizi6

Ap', Km' (azonos pBKS:kmS/R)::gfp fiizi6

Gm', ori R6K, mob RP4, MCSII, promoter nélkiili

aphA3::.gfp fizié

Km', ori R6K, mob RP4, MCSII, prométer nélkiili

accAl::gfp fuzié

Gm', ori R6K, mob RP4, MCSIIT", prométer nélkiili aphA3::gfp
fizié

plviGK-val azonos, de tartalmazza az mviN,,: [aphA3::gfp] fizidt

Jelen Dolgozat
Jelen Dolgozat
Jelen Dolgozat

Jelen Dolgozat

Jelen Dolgozat

*MCSII, Multiple cloning site (klénozdhely; Ncol, Xbal, Spel) a két M13/pUC (-20 és -26) szekvendl primer
-rel és a Pacl ritkdn hasité restrikciés endonukledz felismer6 hellyel szegélyezve.
*MCSIII, mint MCSIIL, de Ncol, Bcll, Pstl, Scal, Clal, Eco8I1, Spel restrikciés endonukledz hasité helyeket

tartalmaz.
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3.2 Felhasznalt oligonukleotidok

3. Tablazat; Felhasznalt oligonukleotidok

Oligonukleotid Nukleotidsorrend (5’ - 3%)

MCSIIs*
MCSIIas”

3MCSfw*
AMCSrv
MCSIIIs
MCSIIlas
GMP1fw
KMP1fw
GMSrv
KMSrv
P2fw
GFP1fw
GFPrv
GFPnatfw
AraCfw
PB ADLI’ A\
MviRrv
Myvilfw

GTAAAACGACGGCCAGTTTAATTAACCATGGACTAGTTTAATTAAGTCATAGC

TGTTTCCTG

CAGGAAACAGCTATGACTTAATTAAACTAGTCCATGGTTAATTAAACTGGCCG

TCGTTTTAC
AAAGATCTGTAAAACGACGGCCAGT

TTTGGTACCCAGGAAACAGCTATGAC

AACCATGGTGATCACTGCAG TACTATCGATCCTCAGGACTAGTA
TACTAGTCCTGAGGATCGATAGTACTGCAGTGATCACCATGGTT

AAGGAGGAAAAAATGTTACGCA
AAGGAGGAAAAAATGGCTAAAATGA
TTCCCGGGTTAGGTGGC
AACCCGGGGGTACTAAAACAATTCATC
GGAATTCGGGTTAACTTTAGGAAGGAGGA
AAGGAGGAAAAAATGAGTAAAGGAGA
TTCCCGGGTTTATTTGTAGAGCT
AGAATTCAAGGAGGAAAAAATGA
AAAGGTACCATTATGACAACTTGA
GAATTCACAGTAGAGAGTTGCGA
GAGGACAGCGAGATCAGCAA
AGTCTTGTCAAGGGCAGTTA

E:S T
*g, sense; "as, antisense; Sfw, forward, ‘rv, reverse

3.3 Anyagok és forrasaik

Agar-agar (Bacto Difco, Oxoid), antibiotikumok (Serva,

Sigma), agar6z (Sigma,

Ammersham), casamino acids (Oxoid), etidium-bromid (Serva), élesztékivonat (Bacto Difco,

Oxoid), fenol (Loba Chemie), 8-hidroxiquinolin (Sigma), a tobbi anyag Reanal gyartmanyu

(analitikai tisztasdgban).

3.4 Taptalajok, tapoldatok

3.4.1 E. colitenyésztéséhez, szaporitdsdhoz haszndlt taptalajok és tapoldatok
e LB (Luria Broth) tapoldat (1000 ml): 5 g élesztokivonat, 10 g Tripton, 5 g NaCl (pH 7,2)

e LB komplett taptalaj: LB tiapoldat 1,2% agar kiegészitéssel

e LB lagyagar: LB tapoldat 0,75% agar kiegészitéssel
e SB (Super Broth) tapoldat (1000 ml): 900 ml desztilldlt vizben: 12 g Tripton,
24 g élesztokivonat; kiilon sterilizdlva: 1.: 100 ml desztillalt vizben 2,3 g KH,PO4, 12,5 g
K,HPOy4 (pH 7,3); és 11.: 4 ml glicerin

3.4.2 Pseudomonas torzsek tenyésztéséhez, szaporitdsdhoz haszndlt tapoldatok, tdaptalajok

e KB (King’s B) tapoldat (1000 ml): 18 g Proteose pepton, 10 ml glicerol, 0,75 g MgSOy,

1,5 g K2HPO4
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e KB taptalaj: KB tapoldat 1,48% agar kiegészitéssel

¢ LB tapoldat, taptalaj

e M9 minimal taptalaj (1000 ml): 6 g Na,HPO,, 3 g KH,PO,4, 0,5 gNaCl, 1 g NH4Cl,
15 g agar, kiilon sterilizalva: 1.: 100 ml (0,1M) MgSO, oldat és II.: 100 ml (0,01M)
CaCl, .2H,0, III.: 20 ml (20%) gliikéz, fruktéz vagy szachar6z oldat

e M63 minimal taptalaj (1000 ml): 10 g (NHy),SOq, 6,8 g KH,PO4, 1 ml (2.5 g/1000 ml)
FeSO,.7H,0, 15 g agar, kiilon sterilizalva: I.: 1 ml (120 g/1000 ml) MgSQy, IL.: 0,1 ml
(0,5%) B1 tiamin, 5 ml (20%) Casamino acids, 20 ml (20%) gliik6z, fruktéz vagy
szachardz oldat

e MM minimal taptalaj (1000 ml): 6 g Na,HPO,, 1 g (NH4),SO4, 0,16 g MgCl,,
0,1 g NaCl, 15 g agar, 20 ml (20%) gliikéz, fruktéz vagy szachardz oldat

Antibiotikumos szelekcié esetében, miutdn a taptalaj- oldat 45°C-ra lehiilt, az aldbbiak

szerinti végkoncentraciéban alkalmaztuk a megfeleld antibiotikumot.

Antibiotikum Torzsoldat koncentracio, oldészer Végkoncentracio
Ampicilin: Ap 10 mg /ml - st. desztillalt viz 100 pg/ml
Kanamycin: Km 10 mg/ml - st. desztillalt viz 50 pg/ml
Gentamicin: Gm 10 mg/ml - st. desztillalt viz 5 ug/ml
Rifampicin: Rif 10 mg/ml - metilalkohol 50 pg/ml

3.5 Mbédszerek

3.5.1 Baktérium torzsek fenntartdsa és szaporitdsa

A baktérium torzseket LB, illetve Pseudomonas torzseket -fenntartas céljabol- KB taptalajon
(sziikség esetén a megfeleld antibiotikumokkal kiegészitve) szaporitottuk, 4°C-on taroltuk,
kéthavonta atoltottuk, illetve a torzsgylijteményt 15%-os glicerinben —20°C-on téroltuk.

E. coli-t 37 °C-on , Pseudomonas torzseket, 27 °C-on, 16-18 oran keresztiil, illetve

24-72 6ran keresztiil szaporitottuk.

3.5.2 Rekombindns DNS technikdk

A Pacl restrikciés endonukledz a New England Biolabs (UK) terméke, az Gsszes tobbi
alkalmazott enzim az MBI Fermentas (Litvdnia) terméke.

A plasmid DNS-t a standard “alkaline-lysis” protokoll segitségével izolaltuk, az agar6z
gélelektroforézist és minden enzimatikus kezelést Sambrook és munkatiarsai (1989)

moédszerével végeztiik.
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Az E. coli transzformaldsat Inoune és munkatarsai (1990) szerint végeztiikk. A DNS fragmens
izolalashoz GELase-t (EPICENTRE, USA) alkalmaztunk, a gyart ajanldsa szerint.

A P. viridiflava genomi DNS izolalasat, Pitcher és munkatarsai (1989) altal kozolt, guanidium
thiocyanate—alapi mddszerrel végeztiik, azt csak 1 6ran keresztiil, 37 °C-on torténd RNazA
kezeléssel egészitettiik ki. A DNS oldatok koncentraciéjat Hoefer TKO 100 Mini
-Fluorométerrel hatdroztuk meg, a cég ajanldsa szerint. Southern hibridizdciéhoz digoxigenin
(DIG) jelold és detektdld kit-et hasznéltunk a gyarté (Boringen Manheim) ajdnldsa szerint.
El6hibridizaci6hoz hering sperma DNS (Sigma) ultrahanggal tordelt, 1000-4000 bp
mérettartomanyba es6 oldatat hasznaltunk.

A Tagq, illetve egyes esetekben Pfu polimerdzzal végzett PCR programokat az aldbbi médon

allitottuk be:

1. 95°C 2-5 perc
(,,template”-t6l fiiggden)
1X

2. 95°C 0,5 perc

3. 50-65°C 0,5-1 perc
(alkalmazott primer-ektdl fiiggden)

4. 72°C 1 perc
29X

5. 72°C 2-7 perc
(terméktdl fiiggden)
1X

6. 4°C 24 6ra

3.5.3 A konjugdcio kivitelezése, hdromsziilis keresztezés

LB tapoldatban, a megfeld antibiotikumok jelenlétében, 16 ordn at kémcsOkeverdben
szaporitottuk 37 °C-on az E. coli, illetve 27 °C-on a P. viridiflava torzseket,. A 10° cfu/ml
tdménységiire higitott recipiens sejtszuszpenziét 2,5 6rdn keresztiil (10" cfu/ml siirtiség
eléréséig) szaporitottuk orbitdlis kever6ben. A sejtszuszpenziét 4°C-on, 6000 rpm
fordulatszdmon, 5 percig centrifugéltuk, a feliiliszé eltdvolitdsa utdn még haromszor 1-1 ml
LB tapoldattal mostuk. A sejtiiledéket a kiindulasi térfogat 1/100 részében szuszpendaltuk és
LB taptalajra cseppentettiik, ahol 27 °C-on tovabbi 2 éran at inkubaltuk.

A donor és helper (pRK2013 tartalmi E. coli HB101) torzseket a fentivel azonos mddon
készitettiikk eld és cseppentettilk az elé-inkubdlt recipiensekre, D:H:R=2:1:2 ardnyban. A
konjugécids keveréket steril oltdkaccsal kevertiik 6ssze €s 27 °C-on 6 6rdn at inkubaltuk. A
taptalajbdl steril dugoéfirdval kivagtuk a vegyes tenyészeteket és 1 ml 10 mM foszfat
pufferben (pH 7,0) szuszpendaltuk. Higitdsi sorban szélesztettiik szelektiv LB tdptalajra
(Czelleng et al., 2006).
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3.5.4 Promédter kereso (IVET) génkonyvtdr elodllitdasa

Az Xbal-el hasitott plviGK 5° tilnyild végeit Klenow DNS polimerdz segitségével
(1U/pg DNS) és dCTP és dTTP felhaszndlasaval részlegesen feltoltottik. A HindlIll-al
hasitott P. viridiflava genomi DNS-ét 1 % agaréz gélben elvélasztottuk és a 2000-3000 bp
nagysagu frakciot izolédltuk. Az igy kapott DNS fragmens pool 5’ tilnyulé végeit dATP és
dGTP felhaszndlasaval részlegesen feltoltottiik. 2 pg plviGK és 2 ug P. viridiflava genomi
DNS-t ligdltunk T4 ligazzal. A ligitummal E. coli DH50/A pir-t transzformaltunk.

20 ¢6ra 37 °C-on torténd inkubdldst kovetden az Osszes transzformdnsbdl 1-1 ml LB
tapoldatban, két pool-t képeztiink, mindegyik 5x10° kol6niat tartalmazott. Mindkét baktérium
pool-t 10° cfu/ml stiriségtire higitottuk és 1-1 ml-rel, 100 ml (gentamicinnel kiegészitett) LB
tdpoldatot oltottunk be. Orbitdlis keverében, (150 rpm) 37 °C-on, 2,5 6ran keresztiil
inkubdltuk, majd a baktérium pool-t donorként haszndltuk, P. viridiflava recipiens felé
irdnyulé konjugécioban. Ennek eredményeként rifampicin és gentamicin, kétszeresen
rezisztens IVET-mutans P. viridiflava génkonyvtarat kaptunk, a kiindulé recipiensek

szamahoz viszonyitva 10° gyakorisaggal.

3.5.5 Zoldpaprikatermés fertizése

Az érett zoldpaprika termésébdl 0,5 cm széles paprikagytliriiket véagtunk ki. Ezeket
bemdrtottuk 10® cfu/ml toménységti IVET-mutdns P. viridiflava szuszpenzidba. Az infiltralast
0,5 perc alatt vikuum segitségével végeztiik, ahogy a két o6rdval késébbi antibiotikum
utdkezelést is. A vidkuum tobbszori megsziintetésével, majd Ujboli 1étesitésével elértiik azt,

hogy a baktérium szuszpenzi6 a sejtkozétti jaratokba jusson.

3.5.6 In vivo szelekcio

Az in planta szelekcié lebonyolitdsdhoz IVET-mutdns P. viridiflava baktérium pool-t
képeztiink 10" telepbSl. A 10® cfu/ml siiriségiire higitott baktérium szuszpenzi6t haszndltuk
fel vakuumos fert6zésre. Ennek sordn atlagosan 100 pl szuszpenzié jutott be minden egyes
paprikagytirtibe. Két 6rdval a fertdzést kovetden a gylriiket 50 pg/ml koncentraciéban
kanamycint tartalmazé oldatba martottuk és egy mdsodik vdkuumos infiltraldsnak vetettiik
ala. A kanamycinnel kezelt paprika mintdkat szobahémérsékleten (22°C), magas paratartalom
mellett, 10-12 6ran keresztiil inkubéltuk. Végiil a paprika mintdkat mozsarban 6sszeziztuk.

A baktériumokat, melyek talélték az antibiotikum kezelést a kovetkezé mdédon nyertiik vissza:
1 ml 10mM foszfat pufferrel (pH 7,0) készitett baktériumokat tartalmazd paprika
homogenatumot higitasi sorban szélesztettiink rifampicint és gentamicint tartalmazé szelektiv

LB téaptalajra. A taptalajokat 48 6ran keresztiil, 28°C-on tartottuk, majd rovid ideig 370 nm
30



hulldimhosszon sugdrz6 UV atvilagitora helyeztiik. Tovabbi elemzésre azokat a telepeket

valogattuk ki, amelyek nem bocsatottak ki jol lathatéan zold fluoreszkalo fényt.

3.5.7 Az ivi-gének konjugativ klonozdsa és bdzisosszetételiik vizsgdlata

A kiilonboz6 ivi-gént tartalmazé plviGK plazmid szarmazékokat konjugativ retrotranszferrel
(Rainey et al., 1997, Szpirer et al., 1999.) E. coli DH5a/A pir torzsbe juttatuk. Ennek sordn az
ivi-géneket reprezentdld mutdns P. viridiflava torzsek szerepeltek donorként, mig az
E. coli DHS50/A pir volt a recipiens, a pRK2013 tartalmi E. coli HB101 helper mellett. A
haromsziilés keresztezés mindhdrom résztvevéiét 10° cfu/ ml stirliségig szaporitottuk, majd
mostuk, ahogy a 3.5.3 pontban. Jelen mddszer abban tért el az idézett alfejezetben leirtaktol,
hogy a résztvevo baktérium szuszpenzidkat az LB taptalajra torténd cseppentésiik elott
osszekevertilk, D:H:R=2:1:2 ardnyban. Az inkubécids koriilmények azonosak voltak a
hivatkozott pontban leirtakéval. A kiilonbdzd ivi-gént tartalmazo, plviGK-szdrmazék
plazmidok autoném, replikativ formdit izoldltuk E. coli DH50/A pir-bél és az inszert
nukleotid sorrendjének meghatdrozashoz ,template”-ként hasznéltuk. Szekvendldshoz az

5’- CAGGAAACAGCTATGAC, pUC/M13 (-26) szekvenald primert alkalmaztuk.

3.5.8 Arabidopsis fertozése és a baktériumok szaporoddsdanak mérése

Az Arabidopsis thaliana leveleinek fertdozéséhez a P. viridiflava kiillonbozo torzseinek, illetve
a P. flourescens 55 torzsnek, 10° és 10° cfu/ml siiriségii vizes szuszpenzi6jdt hasznaltuk. A
leveleket vagy fecskend6vel fertoztiikk, vagy az egész novényt bemartottuk 0,02 % Silwet
L-77 (Union Carbide) tartalmd baktérium szuszpenziéba, 2 masodpercig. A fertdzést
kovetden a novényeket atlatsz6, milanyag zacskdval letakartuk és magas pératartalomban
(kb. 90%) 6 napig inkubaltuk.

A baktériumok szaporoddsdnak kovetéséhez teljes leveleket tdvolitottunk el a fertdzott
novényekrol. Két fiiggetlen novényrdl szarmazd levelekbdl, 6-6 db, 0,6 cm atmérdji
levélkorongot vagtunk ki, ez képzett egy mintdt. Hirom minta késziilt a vizsgédlat minden
id6épontjdban. A levélkorongok szétziizasit kdvetden a levél homogenatumot 10 mM foszfat
pufferben (pH 7,0) szuszpendéltuk, majd higitdsi sorban szélesztettiik egyszeri LB, illetve
rifampicint és gentamicint tartalmazé szelektiv LB téptalajra. A Petri-csészéket 48 Ordn

keresztiil 28 °C-on tartottuk.

3.5.9 Azivi-gének kifejezodés-dinamikdjanak mérése fluoreszcens spektroszkopidval
A fluoreszcens méréseket Fluoromax-3 (Jobin Yvon, Franciao.) spektrofluorometerrel

végeztik. A gfp gént feltételesen kifejezd P. viridiflava sejtek gerjesztéséhez 395 nm-es UV
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megvilagitast alkalmaztunk és 512 nm-en mértilk a 2 mm szélességiire allitott résen atjutd
floureszcencidjukat. A fluoreszcencia mérésre hasznalt P. viridiflava Ivi-mutidnsokat éjszakan
at szaporitottuk 10 pg/ml gentamicint tartalmazé LB tdpoldatban. A baktériumokat 5 perc
centrifugdldssal (6000 rpm) iilepitettik és desztilldlt vizben djra szuszpendaltuk. A
paprikakorongokat 107 és 10® cfu/ml stiriségti  baktérium szuszpenzidval, vdkuumban
fertztilkk, majd desztillalt vizzel mostuk. A fertézést kovetd kiilonbozd idépontokban a
mintdkat mozsarban eldorzsoltiik.

Minden homogendtum mintat 3 ml, 10 mM foszfat pufferben szuszpenddltunk. Mintdnként

2 ml szuszpenzi6 fluoreszcencidjat mértitk 1 cm x 1 cm kvarc kiivettaban.

3.5.10 Az ivi-gének kifejezodésének vizsgdlata minimal tdaptalajon

Ejszakén keresztiil szaporitott Ivi-muténs P. viridiflava torzsek sejtszuszpenziéit 10° cfu/ml
stiriséglire higitottuk LB tdpoldatban és 2,5 6rdn keresztiil, 28 °C-on rizatds mellett
inkubdltuk. A szuszpenzidkat higitasi sorban M9 minimal tiptalajra (amely szénforrasként
gliikézt tartalmazott) szélesztettik. Az ivi-génfuziok kifejez6désének ellendrzésére
2 oraval a szélesztés utdn a tdptalaj felszinére 1 ml ldgyagart teritettiink, amely 50 pg/ml

toménységben kanamycint tartalmazott.

3.5.11 TIS vizsgdlata Pgap indukcioval

A kiilonboz6 transzlaciot erdsitdé szekvencidval fuziondltatott gfp riportergént hordozé
transzpozon mutdns E. coli HB101 torzseket kanamycinnel kiegészitett LB tapoldatban
éjszakan keresztiil szaporitottuk. Centrifugdlast kovetdéen, a baktérium iledéket ujbol
szuszpendaltuk és 10°-10* cfu/ml strtiségtire higitottuk, 0,2% (13,3 uM) D-Arabinézzal
kiegészitett LB tapoldatban. A 37 °C-on szaporitott tenyészetekbdl a szaporodas 22. érajaig
2 dranként, utina a 48. Ordaban vettink mintdkat. A baktériumok elOkészitését és
spektrofluoriméterben a GFP dltal kibocsétott jel mérését, a 3.5.9 pontban leirtakkal azonosan
végeztiik. A baktériumok szaporodésat a fluoreszcencia mérésekkel egy idében vett mintak,

higit4si sorban, LB tdptalajra torténd szélesztésével hatdroztuk meg.
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4. EREDMENYEK

4.1 Prométer keresé IVET plazmidok (pIviGK, pIviGG és pIviGKIII) készitése

A célkitlizésben szerepld, a baktériumok széles korében alkalmazhaté IVET promoter keresd
plazmidok megtervezése sordn a kovetkezOket vettiik figyelembe: (i) a baktériumok széles
korében alkalmazhat6 riportergének révén biztositsak a szigort in vivo €s in vitro szelekciot,
(ii) hatékonyan szolgéljdk a kialakitott génkonyvtar vizsgédlhatsagat és (iii) varidlhatosagat.

E szempontok alapjan az 4j plazmidok, (i) a vizsgiland6 baktérium auxotréf muticidjat
koplementdlé riportergén helyett, antibiotikummal szembeni rezisztencidt biztosito
riportergént tartalmaznak, melyeknek (ii) 5° nemkddolé régidjuk, a szelekcid hatékonysagat
biztosité transzlaciés erOsitd szekvencidkkal, és transzlacids stop kodonokkal vannak
kiegészitve és (iii) a klonozdhelyek konnyt varidlhatésdgdval lehetdvé teszik a
rendszertanilag tavoli fajok elemezhetOségét.

4.1.1 Riportergének elodllitisa

Az IVET kétszeres szelekcidjahoz sziikséges gfp-km és gfp-gm riportergén parokat az aldbbi
moédon készitettiik. Az elsé 1épésben az aphA3 és az accAl 5° nem kédold régidinak
atrendezésével azok promoter nélkiili szarmazékait készitettiilk el, melyek a tovabbiakban
kmS/R és gmS/R néven szerepelnek. A gyakorlatban ezt nested PCR technikédval valdsitottuk
meg. Ennek sordn pAG408 mintirél a GMPlfw /GMSrv és KMP1fw/ KMSrv primer
parokkal végzett els6 PCR termékei (gmS/R’ és kmS/R’) egy méasodik PCR minta DNS
fragmenseként szolgéltak, ahol a P2fw primer mellett a GMSrv illetve a KMSrv indit6
szekvencidkat alkalmaztuk. E mésodik PCR termékeit EcoRI és Smal kettds hasitist kovetden
ligaltuk az azonos enzimekkel linearizalt pBluescriptKS plazmiddal (10. dbra, 5., 6. 1épései).
Ez utébbi sajat P, promoterérdl kifejezett gmS/R, illetve kmS/R riporter gén kazettak
biztositottdk a gentamicin illetve kanamycin rezisztens E. coli DH50/A pir transzformansok
szelekcidjat.

A két antibiotikum rezisztenciagén a fenti dton nemcsak az ©ndllé transzkripcidjukhoz
sziikséges régidjukat vesztették el, de egyben transzlicidt erdsitd szekvencidhoz is jutottak.
Az éltalunk djonnan tervezett TIS (Transzlaciét Indité Szekvencia) enhancer, az
5'-GAATTCAGGTTAACTTTAAATGATCCGGAGGAAAAAATG, mely e riporter gének

5’ nem kodol6 régidjaba keriilt, tobb 1ényeges sajatsdggal rendelkezik. Egyrészt tartalmazza a
T7 bakteriofdag 10 génjének, 5’-TTAACTTTA, & transzlaciot erdsitdé régidjat (Olins és

Rangwala, 1989), masrészt az 5’-TGATCC transzlici6-meginditast kezdeményez6 hely

(translation-initiation promoting site, TPS) szekvenciat. Ez utobbi minden erdsen kifejez6dd
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baktériumgénrol atirt mRNS 5’ régidjdban szerepel (Thanaraj és Pandit, 1989). Az el6z6 két
enhancer az 5’-GGAGGAA Shine-Dalgarno szekvenciatdl (RBS, ribosome binding site, Gold
et al., 1981) upstream (5 irdnyban) foglal helyet. Az RBS és a riporter gének ATG
transzlaciés kezdd kodonja kozott harom adenozin nukleotid van, melyek az RBS utolsé
adenozinjaival egyiitt az idedlisnak tekintett bézisosszetételt €s tdvolsdgot biztositjak
(Hongyun et al., 1994). A mRNS madsodlagos szerkezete, vagyis a nem szomszédos
nukleotidok egymadssal alkotott méasodlagos koté€seib6l adodo térszerkezete nagymértékben
befolydsolja a transzlaciét (Olins és Rangwala, 1989). A hatékony transzlaciét segiti el6 az
»~RNA stucture” (version 4.11, http://128.151.176.70/RNAstructure.html, Mathews et al.,
2004) segitségével ellendrzott teljes hosszisdgi TIS régié azon tulajdonsdga is, hogy kis

szabadenergidju (-2,6 kcal/mol) masodlagos szerkezetet vesz fel (3. dbra).

3. abra

A TIS (Transzlaciot Indité Szekvencia) mRNS mdsodlagos szerkezete, ,,RNA stucture” segitségével modellezve.

A riportergén parok elkészitésének madsodik 1épéseként a 650 bp hosszisdgi gfp gént
izolaltuk, a pAG408 Kpnl és EcoRI kettds emésztésével. Ez a DNS fragmens tartalmazza az
atpE transzldciés erdsitdé szekvencidt is a gfp struktirgén 5° nem kodold régidjdban
(McCarthy et al.,, 1985; McCarthy et al., 1986; Schauder et al., 1987). A kiilonallo
antibiotikum rezisztencia és gfp riportergének, a pBKS:gmS/R és pBKS:kmS/R plazmidok
Kpnl és EcoRI hasitasat koveto ligalds eredményeként lettek fiziondlva (10. abra, 7., 8.
1épései). Azokat a transzformdns E. coli DH5a/A pir telepeket kiilonitettiik el, melyek
szelektiv LB tédptalajon szaporitva a gentamicin, illetve kanamycin rezisztens fenotipus
mellett, rovid idejii (kb. 5 médsodperc) UV transzillumindtorral torténd megvildgitds sordn
élénk-zold fluoreszkdlé fényt bocsdtottak ki. Ez a tulajdonsdg szintén a pBluescriptKS
kl6nozé vektor Pp,. prométerérél megvaldsuld transzlicié eredményét mutatta. Az igy

kialakitott riportergén pdrokat a pBKS:gfp-gmS/R és a pBKS:gfp-kmS/R plazmidok
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tartalmaztdk. A gfp-gmS/R és gfp-kmS/R riportergén parok irdnydt PCR segitségével

ellendriztiik, a GFP1fw és a GMSrv illetve a KMSrv primer parok felhasznéldsaval.

4.1.2 TIS hatékonysdg igazoldsa

A TIS transzlaciot er6sitd tulajdonsdganak igazoldsdra a D-arabindzzal indukdlhaté Ppap
prométerrel (Guzman, et al., 1995, Siegele és Hu, 1997, Khelebnikov et al., 2000) kifejezett
GFP-t alkalmaztuk. Ebben a genetikai rendszerben a gfp-rdl atirt, szabalyozott mennyiségi
mRNS mintérdl torténd transzlacié mértéke fluoreszcencia méréssel meghatdrozhatd (Scholz
et al., 2000). A mérések elott elsoként a TIS-sel ellatott, illetve a csak az eredeti riboszéma
kotdhellyel analég szekvencidval kapcsolt gfp riportergént kellett eldéllitanunk. Ezt nested
PCR segitségével értiik el, melyben a GFP1fw és GFPrv primer pdrral készitett els6 PCR
termékét hasznéltuk a masodik PCR minta (template) szekvencidjaként. Ez utobbi PCR-ben a
P2fw illetve a GFPnatfw primerek szerepeltek a GFPrv mellett, a TIS-el illetve az egyszert
RBS-el fuzionalt gfp eldallitasaban, melyek a TIS-gfp és RBS-gfp nevet kaptak (4. dbra).

TIS: ggaattcaggttaactttaaatgatccggaggaaaaaatg
RBS: agaattcaaggaggaaaaaatg
PGFP :agaggatccccgggtaccggtagaaaaaatg

4. dbra
A pGFP-ben (U17997 / GL1:603191) szereplo gfp eredeti riboszéma kotéhelyének dsszehasonlitdsa a TIS és RBS
upstream nukleotid szekvencidkkal. Transzldciés kezdé kodon vastagon szedve, Shine-Dalgarno szekvencia
(RBS) aldhizva.

A Ppap promotert az AraC aktivitorat kédolé génnel egyiitt szintén PCR-rel izoldltuk a
pBADI18 plazmidbdl, az AraCfw és PgapLrv primereket felhaszndlva. A Kpnl és EcoRI
enzimekkel linearizalt pBluescriptKS—t ligiltuk az azonos enzimekkel hasitott PCR
termékkel, majd a transzformans E. coli DH50/A pir-bdl tisztitott plazmid DNS-t EcoRI és
Smal enzimekkel hasitottuk és az azonos enzimekkel hasitott TIS-gfp és RBS-gfp
génkazettdkkal ligdltuk. A pAG408-bdl Kpnl és EcoRI hasitdssal szdrmaz6 atpE-gfp fuziot
T4 polimerdzzal tompa végiire alakitottuk és az EcoRlI-el hasitott és szintén feltoltott végi,
AraC-Pgap-tartalmu pBluescriptKS plazmiddal ligéltuk. 0,2 W/V% D-arabinézzal kiegészitett
LB tapagaron az UV fény megvildgitisra fényes zold szint kibocsité transzformdnsokat
szelektaltuk. A gfp orienticiojat PCR-rel ellendriztiik, az AraCfw és GFPrv primerpar
alkalmazdsdval. A tovdbbiakban mini-Tn5Km (pUT) Norl-el hasitott és T4 polimerdzzal
feltoltott végli szarmazékaval ligaltuk mindharom (atpE-, TIS-, és RBS-gfp) Kpnl és Smal
enzimekkel kihasitott gfp kazettat. Eredményként olyan mini-transzpozonokat kaptunk,

melyek tartalmaztdk az indukédlhaté prométert és a kiilonféle gfp szarmazékokat. Az ezekkel
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transzformalt E. coli DH50/A pir transzformansok a 0,2 W/V% D-arabindzzal kiegészitett LB
taptalajon, 24 o6ras, 37 °C-on végzett inkubdlds utdn UV fény hatdsdra a tdptalajon

fluoreszkaltak (5. abra).

5. abra
0,2 W/V% D-arabinézzal kiegészitett LB tdptalajon 37°C-on, 24 o6rdn keresztiil szaporitott €s UV
transzillumindtoron megvildgitott E. coli DH50/A pir transzformdnsok fluoreszcencidja. A Pgap- ot és kiilonbozo
transzlaciot inditd, ill. erdsitd szekvencidval elldtott gfp szarmazékokat tartalmazé mini-TnSKm jelolése a
kovetkez6: X: RBS-gfp, XX: TIS-gfp, XXX: atpE-gfp.

Az atpE-gfp és TIS-gfp pontos transzlacidbeli kiilonbozoségét E. coli HB101 transzpozon
mutagenezisét kovetéen mértik meg. A kiilonb6z6é transzlacidt inditd, illetve erdsitd
szekvenciaval ellatott gfp szarmazékokat tartalmazé mini-Tn5SKm valtozatokat hordozé
transzpozon mutdns torzsekbdl harom-harom fiiggetlen mutagenezisbdl szairmazo 1-1 telepet
vizsgéltunk parhuzamosan. A Pgap indukcidjat kovetden a mini-TnSKm-mutdns baktériumok

szaporodasa lassuibb lett a GFP-t nem termeld, vad tipusu torzshoz képest (6. abra).
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—e—E. coli HB101

LogCFU

—e—E. coli HB101::gfp-
faziok
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orak az indukcio utan

6. abra
A Ppap-ot és kiilonboz6 transzlaciot indité szekvenciaval ellatott gfp szarmazékot hordoz6 mini-Tn5Km tartalmd
transzpozonos mutdns E. coli HB 101 torzsek és a vad tipusi E. coli HB 101 szaporodasi gorbéinek
kiilonbozdsége a D-arabindzzal torténd indukcié utdn. Az atpE-gfp-t és TIS-gfp-t képviseld mutans szaporodasi
diagramja hasonl6 volt, valamint a vad tipusu torzséhez képes is hasonlo kiilonbozdséget mutattak.
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Az indukciét kovetd 4-6. ora kozott kiilonbséget taldltunk a GFP kifejezésében. Ebben az
idokozben a legnagyobb fluoreszcencia értékhez képest az atpE-gfp 40-55%-ot, mig a
TIS-gfp 60-75%-ot ért el (7. dbra).
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1“4 R——

2 g —®
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%F/LogCFU
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0 2 4 6 8 10 12
orak az indukcio utan

7. abra

Az atpE-gfp-t és TIS-gfp-t tartalmazé transzpozon mutans E. coli HB 101 torzsek fluoreszcencia mértékének, a
szaporoddsi iitem ardnydban torténd novekedése az idében. (%F, onkényes fluoreszcencia mérték, ahol a 48.
6rdban mért érték képviseli a 100%-ot)

A 22. 6ratdl a fluoreszcencia értékek kozel kiegyenlitddtek, majd a 48. 6rdban a mért

fluoreszcencia abszolut és egymdashoz viszonyitott értéke is azonos szintre jutott (8. abra).
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8. abra
Az atpE-gfp-t és TIS-gfp-t tartalmazé transzpozon mutidns E. coli HB 101 torzsek D-arabindzzal torténd

indukciéja utdni fluoreszcencia kinetikdja (%F, onkényes fluoreszcencia mérték, ahol a 48. 6rdban mért érték
képviseli a 100%-ot).

Az eredményekbdl lathaté tehat, hogy a TIS hatdsdra, azonos szaporoddsi dinamika mellett a
prométer indukcidjit kovetd 6-8. oOrdig tobb GFP termelddott, mint az atpE transzlacids

erdsito jelenlétében. Ezzel egyiitt a két transzlaciot erdsitd szekvencia 48 6rdn beliil azonos

mértékben serkentette a GFP termelését.
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4.1.3 MCSII szintézise

Az Ujonnan szerkesztett plazmidok alkalmazhatésiaga érdekében tobb restrikcids endonukledz
hasit6 helyet tartalmaz6 klénozohelyet készitettiink, amely egyéb tulajdonsagai révén egyedi
vonasokat ad a plviGK és plviGG plazmidoknak.

Az MCSII szintetikus szekvenciahoz (9.4arba, GeneBank acc. number DQ077710), az MCSIIs
és MCSIlas hibridizdcigjat kovetd, 3MCSfw és 4MCSrv primerpéart felhaszndlé PCR
reakcidval jutottunk. A reakcié termékeit 4% Amplisize (Ammersham) agaréz gélben
vélasztottuk el és a 93 bp hosszisagi DNS fragmenst izoldltuk. Az MCSII kézpontjdban egy,
az Ncol, Xbal és Spel restrikciés endonukledzok felismerd helyeit tartalmazé klénozdéhely van
(MCS, Multiple Cloning Site). Az MCS-t két oldalrdl a ritkdn hasité Pacl felismerd helye
veszi kozre, amit upstream irdnyban (5’ felé¢) az M13/pUC -20, downstream irdnyban (3’ felé)

az M13/pUC -26 szekvendld primer-ek komplementerei szegélyeznek.

gtaaaacgacggccagtttaattaaccatggtctagaactagtttaattaagtcatagctgtttcctgggtacc

Az MCSII nukleotid sorrendje. aldhtizott szekvencig:. I?Al:jga Multiple Cloning Site, klénozéhely: Ncol, Xbal és
Spel; délt betiikkel jelolve: ritkdn hasité Pacl felismeré helyek, szaggatott vonallal aldhtzva: M13/pUC -20 és
M13/pUC -26 szekvendl6 primerek komplementerei

4.1.4 pIviGK és pIviGG osszedllitdsa

A Bglll és Kpnl kettdés emésztéssel linearizalt pGP704 suicide plazmid és az azonos
enzimekkel hasitott MCSII szintetikus polilinker szekvencia ligdldsdnak eredménye a
pGPMCSII volt. (10. abra, 1., 2. 1€pései)

A pAG408, Mlul hasitdsaval az accAl gentamicin rezisztencia gént, mig a plazmid EcoRI és
Kpnl kett6s hasitdsdval az aphA3 kanamycin rezisztencia gént izoldltuk. Az el6zd gént, mint
600 bp, az utébbit mint 750 bp méretii fragmenst izolaltuk agar6z gélbdl. Mindkét markergén
5’ és 3’ tilnyudld végeit tompa véglire toltottiink fel T4 polimerdzzal. A génkazettdkat az Sspl
és Bst11071 kettés emésztéssel linearizalt pGMCSII plazmiddal ligéltuk (10. abra, 3., 4.
1épésie). A ligatumokkal transzformalt E. coli DH50/A pir gentamicint illetve kanamycint
tartalmazd szelektiv LB tdptalajon fejlodé telepei a pGRMCSIl:gm és pGMCSII:km
plazmidokat tartalmaztdk. A rezisztencia markergének, plazmidokban mutatott irdnyadt PCR
segitségével hatdroztuk meg, a GMPlfw/ PPLUrv és KMPIfw/ PPLUrv primer pérok
felhaszndldsaval.

Végiil a riportergén péarokat a pPBKS:gfp-gmS/R és pBKS:gfp-kmS/R plazmidokbdl Kpnl és
Smal hasitdssal izoldltuk és az azonos enzimekkel linearizdlt pGPMCSILl:gm és
pGPMCSII:km plazmidokkal megvaldsitott ligaldsuk eredményeként keletkeztek a 4,5 kbp
méretll pIlviGK és plviGG plazmidok. (10. dbra, 9., 10. Iépései)
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10. abra; pIviGK eléallitasa
1. MCSII/ Bglll+Kpnl; 2. pGP704/ Bglll+Kpnl; 3. pGP704MCSII/Sspl+Bst11071; 4. pAG408/Mlul (aacAl)+T4
polimerdz; 5. pBKS/EcoRI+Smal; 6. kmS/RIEcoRI+Smal; 7. pAG408/Kpnl+EcoRl  (gfp); 8.
pBKS:kmS/R/Kpnl+EcoRI; 9. pPBKS: gfp-kmS/R/ Kpnl+Smal (gfp-kmS/R); 10. pPGPMCSII:gm/Kpnl+Smal;
bla, ampicillin rezisztencia gén; ColEl ori, pMBI1 replikdciés origd; lacZ, B-galaktoziddzt kédold gén; TIS,
transzlaciét indité szekvencia
Az Ncol, Xbal és Spel hasitéhelyek alkalmasak génkonyvtar 1étesitésére. Az MCSII és TIS régidk transzlacios
stop kodonokat tartalmaznak a harom leolvasasi keretben.
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4.1.5 pIviGKIII készitése

A klénozohely bovitéséhez az MCSII belso szakaszat alkoté MCS-t kicseréltiik az MCSIII,
5’-CCATGGTGATCACTGCAGTACTATCGATCCTCAGGACTAG  szintetikus  DNS
szekvenciara. Ehhez a pGPMCSII:gm és az MCSIIIs és MCSIlIlas hibridizaci6éjanak termékét
Ncol és Spel enzimekkel hasitottuk €s egymadssal ligaltuk. Az igy kialakitott pGPMCSIII:gm
plazmidot Kpnl és Smal enzimekkel linearizaltuk és a pBKS:gfp-kmS/R plazmidbdl, azonos
enzimekkel kihasitott gfp-kmS/R riportergén rendszerrel ligaltuk. Az dj pIviGKIII plazmid,
hét restrikcids endonukledz hasité helyével (Ncol, Bcll, Pstl, Scal, Clal, Eco811, Spel) a

plazmid véltozatosabb felhasznéldsét biztositja.

4.2 plIviGK alkalmazasa

4.2.1 Promoter keresd génkonyvtdr készitése

Az IVET prométer keresési eljards sikere nagymértékben fiigg a vizsgalt baktériumbdl
készitett génkonyvtir megbizhatosagitdl. Egy klontarnak képviselnie kell a teljes genomot,
vagyis minden szekvencidnak azonos val6sziniiséggel kell benne jelen lenni.

Az IVET plazmid vektorok nem rendelkeznek olyan markerekkel, amelyek az inszert
jelenlétérél tajékoztatnanak (ilyenek pl.: pBluescript KS: lacZ; pBR322: Tc®). Az inszerttdl
upstream nem is tartalmazhatnak semmilyen RNS polimerdz kotShelyet, hiszen annak
jelenléte meghidsitand a klénozott promoéterek felismerését. Ezek figyelembevételével a
génkonyvtar elédllitisahoz olyan technikat kell valasztani, hogy inszertet nem tartalmazé
plazmid vektorok gyakorlatilag ne keletkezzenek.

Ezek mellett a génkonyvtarat alkoté genomi DNS fragmensek mérettartomanya is
befolyasolja az eljards eredményességét. Minél kisebb mérettartomanyba esik az inszert,
annal kisebb eséllyel jatszodik le a homoldg rekombindcié. Viszont minél hosszabb
fragmensek keriilnek a génkonyvtarba, anndl valészinlibb, hogy transzkripcids terminator
szekvencia fordul el6 benniik, illetve, hogy a klénozott genomi szakasz homolog
rekombindcidja kétszeres crossing-over utjan jatszodik le. Ennek révén a plazmid nem
integralodik, igy — riporter gének hidnya miatt — az IVET szelekcié nem teljesiilhet. A
génkonyvtar kialakitdsdnak vizsgdlataiban ezért hirom molekulamérettartomanyba es6
fragmentumokat hasznéltunk, ezek a genomi DNS hasitdsdbol szarmazé 500-1000 bp,
1000-2000 bp és 2000-3000 bp frakcidk voltak.

Tobb klénozasi eljarast probdltunk ki, melyekhez kiilonb6zo, a hasitdssal kozvetleniil, illetve
részleges feltoltés utdn kialakithaté komplementer ragadds végeket ado restrikcids enzimek

lehetséges kombindacioit hasznaltuk fel (4. tablazat).
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4. Tablazat; A pIviGK, MCS —beni restrikciés enzim hasité helyek kozvetlen, illetve részleges feltoltés utin
torténd alkalmazdsdnak lehetséges kombinacidi

MCS-ben lévé

restrikciés Részleges feltoltés
. Komplementer
endonukleaz
hasité hely MCS Inszert
Ncol Pagl + dCTP, dATP Alw441 (ApaLl) + dTTP, dGTP
Xbal Spel, Nhel + dCTP, dTTP HindIll + dATP, dGTP
Spel Xbal, Nhel + dCTP, dTTP Hindlll + dATP, dGTP

A klonozési eljardsok kozott szerepelt a genomi DNS és a plviGK azonos restrikcids
endonukledz hasitdsabol (Xbal), illetve komplementer enzimek haszndlatibol (Spel-Nhel),
valamint a fentiek alkalikus foszfatdzzal (CIAP, SAP) kiegészitett kezelésébdl szarmazd
elegyeinek ligatumaival transzformdlt E. coli DHS50/A pir elemzése. A csak részben
komplementer ragadés (cohesive) végeket add restrikciés endonukledzokkal hasitott és
megfelel6 nukleotidokkal részlegesen feltoltott vektor- és inszert DNS, vagyis a plviGK
vektor Xbal és a genomi DNS HindlIlIl hasitasat koveto részleges feltoltés alkalmazasa adta a
legjobb eredményt. Ezt a kiilonb6z6 mérettartomanyba es6 inszertet tartalmazé plviGK-val
transzformalt E. coli DH5a/A pir, random kivdlasztott telepeibdl tisztitott plazmid DNS-ek

gél elektroforézis vizsgédlata mutatta (11. dbra).

11. 4bra
Az IVET génkonyvtdr hatékonysdganak ellendrzése plazmid izoldtumok gélelektroforetikus mintdzata alapjan.
A P. viridiflava HindllI-al hasitott és 2-3 kbp mérettartomdnyba tartozé véletlenszeri genom fragmenseit
tartalmazé pIviGK szdrmazékokat hordozé E. coli DH50/A pir torzsekbdl tisztitott plazmid DNS gél
elektroforézis mintizata.

1-8.: inszertet tartalmazé pIviGK szdrmazékok, 9.: kontroll, pIviGK

Minden kiilonb6zd transzforménsbdl izolédlt plazmid tartalmazott inszertet, valamint azok
mérete egy mérettartomanyba esett (11. abra). Ezek mellett, azt, hogy a génkonyvtar megfelel
a véletlenszeriiségnek, tovabbi Southern hibridiz4cié bizonyitja (12. dbra). A hibridizaciéhoz
a transzformans E.coli DH5a/A pir 107 telepéb6l plazmid DNS-t izoldltunk és DIG
modszerrel jeloltiink. A kevert minta prébaként szolgalt a P. viridiflava genomi DNS HindIll

—al hasitott és gélelektroforézissel elvalasztott fragmenseivel végzett hibridizaciban.
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12. abra

Az IVET génkonyvtar véletlenszertiségének ellendrzése Southern hibridizaciéval.

2.,4.: A P. viridiflava HindIlI-al hasitott genom DNS-ének gél elektroforézis mintdzata.

5., 6.: A P. viridiflava HindIlI-al hasitott genombdl izoldlt 2-3 kbp mérettartomdnyba tartozé fragmenseket
tartalmaz6 pIviGK szdrmazékokat hordozé E. coli DH5a/A pir 10° telepébdl tisztitott plazmid DNS-el végzett
Southern hibridiz4cié. Mintaként a P. viridiflava HindllI-al hasitott genom DNS szolgilt.

1., 3.: DNS molekula marker

A tovabbiakban hiromsziilos keresztezéssel, P. viridiflava —ba vittiik at a promoter kereso
génkonyvtdrat.

A kilonboz6 mérettartomidnyokba es6 genomi DNS  fragmensekkel készitett
génkonyvtarakbdl a 2000-3000 bp frakciot valasztottuk ki, mert bir nem ez a konyvtar
tartalmazta a legtobb E. coli-ban kifejez6dd konstitutiv promoétert (13. dbra), de a
P. viridiflava-ban lejatsz6dé6 homol6ég rekombindcié gyakorisdga, igy a génkOnyvtar
eldallitasdnak sikeressége szempontjabol ez mutatkozott idedlisnak (14. dbra, 15. 4bra). Az
0sszes transzkonjugéns P. viridiflava telepek szamanak és az ezek koziil konstitutiv promotert
tartalmazdok szdmdnak Osszehasonlitdsa azt bizonyitotta, hogy a 2-3 kbp mérettartomanyba
esd inszert esetén, a konstitutiv promotert kifejezé P. viridiflava klonok szdma kétszerese a
0,5-1 kbp mérettartomanyba esO inszertet tartalmazo klonokénak (14. abra). Az el6zoeket
Osszevonva, ha az Osszes transzkonjugans P. viridiflava szamét viszonyitjuk a transzformans
E. coli mennyiségéhez és a konstitutiv prométert tartalmazoé P. viridiflava ardnyéit a
konstitutiv prométert kifejezd E. coli transzformansokhoz képest akkor eredményként azt
kapjuk, hogy az Osszes transzkonjugans P.viridiflava €s ezen beliil a konstitutiv promotert
kifejezOk legbiztosabban (1-hez legkdzelebb) a 2-3 kbp mérettartomadnyba esd inszert esetén
kozelitették meg a transzformadns, illetve konstitutiv prométert tartalmazé E. coli szamét (15.

abra).
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g transzforméns E. coli/ug
vektor DNS

@ konstitutiv promoétert
kifejez6 E. coli
transzformansok/ug
vektor DNS

500- 1000-
1000 2000

inszert mérettartomany

13. abra

A haromféle mérettartomdnyba esd P. viridiflava Hindlll-al hasitott genom fragmenseit tartalmaz6 pIviGK
szarmazékokban eldfordulé konstitutiv prométerek szdma é€s az Osszes transzformdns E. coli szama. (lpg
plviGK-ra vonatkoztatva)

@ transzkonjugans P.
viridiflava / pg vektor DNS

konstitutiv prométert
kifejez6 P. viridiflava
transzkonjugansok / ug
DNS

inszert mérettartomany

14. abra
A haromféle mérettartomédnyba es6 P. viridiflava Hindlll-al hasitott genom fragmenseit tartalmaz6 pIviGK
szarmazékokat hordozé P. viridiflava transzkonjugansok szdma és a P. viridiflava transzkonjugdnsokban
eléfordul6 konstitutiv prométerek szdma. (1pg pIviGK-ra vonatkoztatva)

@ traszkonjugans P.
viridiflava/transzformans E.
coli /pg vektor DNS

@ konstitutiv prométert kifejezé
P. viridiflava/konstitutiv
prométert kifejezd E.coli / pg
vektor DNS

relativ arany

500-1000 1000-
2000

inszert mérettartomany

15. abra
A hiromféle mérettartomdnyba tartozd P. viridiflava Hindlll-al hasitott genom fragmanseit tartalmazé pIviGK
szarmazékokat hordozé transzkonjugans P. viridiflava ardnya, a transzformans E. coli mennyiségéhez képest és
a konstitutiv promoétert tartalmazé P. viridiflava ardnya a Kkonstitutiv promdtert kifejez6 E. coli
transzforméansokhoz képest.
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4.2.2 Paprikatermés fertozési eljardsanak kidolgozdsa

Az in planta antibiotikumos szelekcié félrevezetd eredményt adhat, ha a fertdzési, illetve
antibiotikum utékezelési eljarast helyteleniil valasztjuk meg és az antibiotikum nem jut el
minden vizsgidlandé baktériumhoz. Ezért ki kellett valasztanunk a legmegfelel6bb
novénykezelési eljarast.

A zoldpaprikatermés fert6zéséhez haszndlt P. viridiflava baktériumot, valamint az in vivo
szelekcidhoz sziikséges antibiotikumot tobbféle fertdzési—utokezelési eljaras alkalmazasaval
juttattuk a novénymintdkba. Az eljarasok kiilonboztek a fertdzott paprika darabok alakjidban
és méretében, a fertdzés moddszerében, illetve a fertdz6 baktérium szuszpenzid
toménységében, valamint az antibiotikum tdménységében, bejuttatdsdnak moédszerében és az
antibiotikum kezelésnek a fertdz€s idépontjahoz viszonyitott idépontjaban.

ElsOként a fertdzési és utdkezelési eljarasok vizsgalatit végeztiikk el. A paprikatermésbol
dugéfiroval kimetszett 1 cm atmérdjii korongokkal végzett harom kiilonboz6 fertdzési eljaras
és a fert6z¢€s utan két oraval végzett antibiotikum kezelés, makroszképikusan, 24 6ra elteltével
lathaté hatdsait vizsgaltuk (16. 4bra). A fert6zési és antibiotikum kezelési eljardsok a
kovetkezok voltak: (i) baktérium szuszpenzidba/antibiotikum oldatba merités, (ii) ugyanez, de
vakuummal infiltrdlva és (iii)) a baktérium szuszpenzid, majd az antibiotikum oldat
fecskend6bél injektdldsa. Az alkalmazott baktérium szuszpenzié minden esetben 107 cfu/ml
stirtiségti volt, a kanamycin oldatot 50 pg/ml toménységben alkalmaztuk. A mintdkat 24 6ran
keresztiil, szobahOmérsékleten 90% relativ nedvességtartalom mellett inkubdltuk. A kisérlet

alapjan a vakuumos fert6zési és utokezelési eljaras alkalmazasa mellett dontottiink.

meritve vakuummal injektdlva fert8zott
fert6zott és fert6zott és és
utékezelt utékezelt utékezelt I vakuummal uk.
16. abra

Paprikakorong fert6zési eljardsainak dsszehasonlit6 vizsgdlata. Szaggatott vonal alatt kanamycin kezelés nélkiili
kontroll. (uk.: utékezelt, 50 pg/ml kanamycin antibiotikumos utékezelés)

A vakuumos fert6zést kovetd vakuummal végzett antibiotikum kezelés vizsgdlata sordn az
alkalmazott antibiotikum oldat toménységének és a fert6zéstdl az utdkezelésig sziikséges

idének a meghatarozasara keriilt sor. A kisérletekben 50 és 150 pg/ml toménységli kanamycin
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oldatot hasznaltunk, a fert6zéssel egy id6ben és két drdval késébb. Minden kisérletet
haromszori ismétlésben végeztiink el, a fertdzott paprikamintakat mozsarban homogenizaltuk
és 1-1 ml 10 mM foszfat pufferben (pH 7,0) szuszpendaltuk. Kontrollként a P. viridiflava
kiilonb6z6 miniTnS5-Km transzpozon mutéans szarmazékai szolgéltak (Czelleng A., nem kozolt
eredménye), melyek konstitutivan fejezték ki a kanamycin rezisztenciagént. A fertdézéssel egy
id6ben alkalmazott kanamycin kezelést a kontroll térzsek a fertdzést koveto tizedik ordra csak
10° gyakorisagban élték tdl (17. dbra). Ezzel szemben, ha a kanamycin kezelést a fertdzést
kovetd masodik o6rdban alkalmaztuk, akkor az el6zOvel azonos id6pontra ugyanez a
baktériumszam csokkenés minddssze 107 nagysdgrendben kovetkezett be (17. dbra). Az

alkalmazott antibiotikum oldat tdménysége nem befolydsolta a kisérlet eredményét.
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17. abra
Kanamycin utékezelés hatdsa a kanamycin rezisztenciat hordozé (mini-Tn5Km) mutédns P. viridiflava torzsekre,
amennyiben a fert6zéssel egy id6ben, illetve két drdval azt kovetden tortént.
abk: antibiotikum utdkezelés, 6: Ora, fu: fert6zés utan

A kanamycinre érzékeny P. viridiflava vad tipusu torzse jelen kisérleti koriilmények kozott,
vagyis paprika korong, 10® cfu/ml toménységli baktérium szuszpenzidval, vakuumban torténd
fertézése és 50-150 pg/ml toménységili, szintén vdkuummal torténd kanamycin kezelése
mellett 107 gyakorisdggal élte til az antibiotikum kezelést, ha az 2 6rdval a fertézés utdn
kovetkezett be (18. 4bra).

Két kiilonbozo atmérdjli dugdfirdval a paprikakorongbdl 0,5 cm szélességli gytiriit lehetett
kimetszeni. Ebben az esetben a fertdz€s utdn 2 6raval bekdvetkezd kanamycin kezelésnek a
fert6z6 baktériumok kozott csak legfeljebb 107 gyakorisdg alatt volt tdléldje (18. dbra). Ezek
szerint a paprikagytiri alkalmazdsa biztositja a fert6z6 baktériumok teljes szelekcidjat, ha a

fertézés 107 cfu/paprikagytiri nagysagrendig torténik.
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18. abra

Kanamycin utdkezelést tiléld vad tipust P. viridiflava baktériumok szdma, paprikakorong, illetve paprikagytiri
haszndlata esetén, a fert6zéssel egyidejlileg illetve az azt kovetd masodik ordban elvégzett antibiotikum
utokezelést alkalmazo kisérletben. (abk: antibiotikum utdkezelés, 6: dra, fu: fertézés utan)

4.3 In planta indukalédoé gének

Egyetlen fert6zott és kanamycinnel kezelt paprikagytribdl 132, in vivo antibiotikum
rezisztens P. viridiflava telepet izoldltunk, melyek koziil 17 nem mutatott GFP éltal
kibocsatott fluoreszkalast, 48 ordnyi LB bakterioldgiai taptalajon torténd inkubdlds utan

(19. édbra).

19. abra
IVET génkonyvtari elemek in vitro szelekcidéja 48 éraval a novénybdl torténd izoldlas utdn (bal oldalon
természetes fénnyel megvildgitva és jobb oldalon UV fénnyel atvildgitva). A nyilakkal jelzett torzsek telepei
in planta indukal6dé prométert képviselnek.

A szelektalt klonokkal végzett ismételt paprikafert6zést koveté kanamycin kezelést 3 klon
nem élte til, ezek a baktériumok az eredeti kisérletben az in vivo szelekcid (10"7
gyakorisdgban bekovetkezd) hibdja miatt lehettek szelektdlva. A maradék 14 klénbdl az

inszertet tartalmaz6 pIvGK szarmazékokat retrotranszferrel E. coli DHSa/Apir-be juttattuk,
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ahol azok replikativ formdban maradtak fent. A Pacl és Pstl enzimekkel végzett hasitds
alapjan a 14 klén koziil, az M13/pUC-26 szekvendld primer segitségével, meghataroztuk 10
egyedi restrikcids mintazatot mutatd inszert elsé 200-300 bp méretli szakaszanak nukleotid
sorrendjét (Czelleng et al., 2005 a.). A szekvencidk elemzése az ORF Finder hasznalataval
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html) tiz egyedi ORF (open reading frame, nyitott
leolvasdsi keret) azonositdsdt eredményezte. A kodon haszndlatot minden esetben a
P. viridiflava és a P. syringae pv. tomato DC3000 kodon hasznélati tdblazataival hasonlitottuk
0ssze (http://www.kazusa.or.jp/codon). A riporter génekkel egyezd irdnyban azonositott ORF
-ekkel és azok in silico valdszinlsitett transzlacids termékeivel BlastN, BlastX és BlastP
(BLAST: Altschul et al., 1990) elemzést végeztiink. Az eredmények azt mutattdk, hogy a tiz
vizsgdlt ORF koziil kettd ismeretlen. Vagyis az NCBI BLAST adatbdzisokban
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) nem volt szignifikdns nukleinsav, illetve fehérje
homoldgja, vagy ismeretlen funkcidji terméket kddolt (Czelleng et al., 2004, Czelleng et al.,
2005 a.). Az azonositott ORF-ek koziil hét ismert feladati fehérjéket kédold génekkel mutat

homoldégidt (5. tdblazat).

5. Tablazat; In vivo szelektdlt P. viridiflava torzsek és az éltaluk képviselt ismert génekkel homolég
ORF-¢ek (open reading frame) valamint az ismert gének feladata

Mutans Hasonl6 fehérje az adatbazisban Feladat

IviPV-s1/1. PSPTO2331 dGTP — deoxiguanozin + PPPi
Deoxiguanozin-trifoszfat trifoszfohidroldz (szervetlen trifoszfat) reakciot
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 katalizélja

IviPV-s1/2. PSPT02603 sziderofédr::vas komplex receptor

ABC transzporter, ATP-koté/permedz fehérje
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000

IviPV-s1/3. STM3216 szerin érzékelo receptor (AAC77311.1)
az E. coli metil-fogadé kemotaxis fehérje 1.-hez
hasonl6 fehérje
Salmonella typhimurium LT2

IviPV-sl/4. PPDMPEFGH a fenol/3,4-dimetilfenol atalakitas
2-hidroxipent-2,4-dienodt hidrataz enzime (DmpE)
Pseudomonas sp. CF600

IviPV-s1/5. PSPTO4477 Ca™/H" cserélést katalizalja
a TIGR a HMM fehérje csalddhoz tartozénak
talalta, TIGR00846
K*-fiiggé Na*/Ca?* cserélé fehérje
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000

IviPV-s1/6. PSPTO0804 vélhetden a kemotaktikus mozgdsaban
MviN membran fehérje csalad jatszik (eddig ismeretlen) szerepet
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000

IviPV-s1/7., |_D4461 poli-pektat bonté enzim
IviPV-s1/8. pektat lidz (EC-number= 4.2.2.2)
Pseudomonas viridiflava
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4.3.1 DiPV-s1/1: dGTPdz

Az IviPV-sl/1 torzs olyan ORF-riportergén fuziét tartalmaz, mely ORF homoldg a
P. syringae pv. tomato DC3000 deoxiguanozin-trifoszfat trifoszfohidroldzt (dGTPaz, EC
3.1.5.1) kédol6 génjével. Ez az enzim katalizdlja a dGTP— deoxiguanozin + PPPi (szervetlen
trifoszfat) reakcidt (Kornberg et al., 1958, Seto et al., 1988). Az dsszes tobbi eddig megismert
nukleozid trifoszfatdz olyan reakcidkban vesz részt, melyek esetén Pi vagy PPi (szervetlen
mono-, ill. difoszfat) szabadul fel. A dGTPaz tehiat nemcsak specifikus a dGTP-re, de
egyediilallé médon PPPi-t szabadit fel. Ezek mellett az enzim rendelkezik egy egyszalli-
DNS-kot6 (single stranded, ssDNS) hatassal is (Huber et al., 1988), amelyik taldn

Osszefliggésben van az eddig nem tisztdzott bioldgiai szerepével.

4.3.2 IviPV-s1/2: ABC transzporter

Az IviPV-sl/2 torzsben a riportergénekkel fuizioban 1évé ORF homoldgja egy ABC
transzporter, ATP-koté/permedz fehérjét kodol a Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000
torzsben. Ez utébbi homoldgja egy a Yersinia pestis yersiniabactin nevl sziderofért kédold
operonjaban taldlhat6 gén, mely nem a sziderofér szintézisében, hanem vélhetden a vas
felvételében jatszik szerepet (Fetherson et al., 1999). A szideroférok baktériumok altal termelt
Fe(Ill)-kelat képz6 vegyiiletek, melyek a vashidnyos kornyezetben (amilyen az IC is)
megfeleld vasszintet biztositanak az azokat termeld baktériumok szdmara (Hofte, 1993).
Mivel a vas csak azon baktériumok szdméara vdlik felvehetdvé, melyek specifikus
membranreceptorral rendelkeznek a sajat maguk altal termelt szideroférok vassal alkotott
komplexének megkotéséhez, igy a szikds kornyezeti tényezOkért folytatott versenyben a
vashoz torténd hozzdjutdson tdl a fajspecifikus szideroférok elényhoz is juttatjdk az azokat

termeld baktériumokat (Buyer és Liong, 1986; Raaijmakers et al., 1994).

4.3.3 IviPv-s1/3: szerin érzékeld receptor fehérje

Az IviPV-s1/3 torzsben a riportergének metil-fogad6 kemotaxis fehérje I csalddba tartozo, a
Salmonella typhimurium LT2 szerin érzékeld receptort kddold génjével homolég ORF-el
vannak fdziéban. A kemotaxis a legtobb flagellummal rendelkez6 baktérium sajatsaga, mely
soran kémiai stimulus hatdsidra megvaltoztatjdk mozgasuk irdnyat az atraktansok felé vagy a
repellensektél tavolodva. A metil-fogadé kemotaxis fehérjék, melyeket gyakran
transzducereknek neveznek, valdjdban transzmembrin fehérjék, melyek a kemotaktikus
mozgasban kozponti irdnyitd szerepet toltenek be (Stock et al., 1989). A mozgas 1ényeges
virulencia faktor egy sor kdérokoz6 baktérium esetében. Példaul a Vibrio cholerae egy, a

metil-fogadé kemotaxis fehérjéket kédolé génekkel nagy hasonlésdgot mutatd, génjének
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muticidja nemcsak a bakterium mozgasdra gyakorolt negativ hatdst, de annak virulencidjara

is (Ottemann and Miller, 1997; Everiss et al., 1994).

4.3.4 IviPV-s1/4: DmpE

Az  IviPV-sl1/4  torzsben, a Pseudomonas sp. CF600 torzsben azonositott,
2-hidroxipent-2,4-dienodt hidratdzt kdodolé génnel homolég ORF  van fuzidban a
riportergénekkel. Ez az enzim kozremiikodik egy hidroxilalt fenol vegyiilet, a katekol
(1,2-dihidroxibenzén) lebontdsdban, amelyik egyike a mikroorganizmusokra mérgez6 (Peres
et al.,, 1997), novények daltal termelt legegyszerlibb bioaktiv mdsodlagos metabolitoknak
(Geissman, 1963). A legtobb, novények daltal termelt fenolvegyiilet a novényi védekezd
rendszerek részeként a mikroorganizmusok, rovarok és a magasabb rendii novényevok elleni
harcban vesz részt. A fenolok és metil-szubsztitudlt szarmazékaik lebontdsdhoz sziikséges
enzimek szdmos kiilénb6z6 Pseudomonas fajnél ismertek (Dagley és Gibson, 1965; Kukor és
Olsen 1991; Sala-Trapat et al., 1972; Shingler et al., 1989), igy a P. sp. strain CF600 esetében
is, mely képes egyszerti szénforrdsként felhaszndlni a fenolt, krezolt vagy a 3,4-dimetilfenolt

(3,4-dmp) is (Shingler et al., 1992).

4.3.5 IviPV-s1/5: Na*/Ca’* antiporter fehérje

Az IviPV-sl/5 torzs tartalmaz egy riportergénekkel fiiziéban 1évé ORF-et, melynek
homolégja a Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 torzsben taldlhaté és a HMM TIGR
fehérje csalddba tartoz6 (TIGR00846) K*-fiiggd Na*/Ca®* cserével osszefiigg fehérjét kodol.
A sejten beliili pH- €s ion homeosztizist minden é16lény kiillonb6z6 ionok koncentraciéjanak
szabdlyozdsa révén éri el. A szabdlyozds lényegében transzmembran ion transzportereken
keresztiil valésul meg. A Na*/H* és Ca®>*/H" antiporterek katalizaljak a membranon keresztiil
torténd, Na*-t H'-ra és a Ca®-t H'-ra cserélés folyamatdt (Padan és Schuldiner 1996).

Hasznalatukkal a baktériumsejt képes megélni a valtozoé kornyezet széles pH és sdtartalma

mellett, igy a novényi intercelluléris jaratokban is.

4.3.6 IviPV-s1/6: MviN,,,

A plviGK haszndlatdval azonositott IviPV-s1/6 torzs (tovdbbiakban: s1/6), a Pseudomonas
syringae pv. tomato DC3000 torzsben taldlhaté MviN feltételezett membran fehérjét kédold
génnel 100% aminosav homol6gidt mutaté ORF-et reprezentdl. Ez a fehérje el8szor MviS
néven, a Salmonella typhymurium virulencia faktoraként keriilt leirdsra (Carsiotis et al.,
1989), bar ezt kovetden a vele homoldg fehérjéket kodold géneket szdmos koérokozd, nem

koérokozd, illetve novény szimbionta baktériumbdl is izoldltdk (O'Connell et al., 1998,
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Rudnick et al., 2001). A fehérje feladata nem tisztdzott és az e csalddba tartozé géneket
Iényegében szekvencia hasonldsagok fiizik 6ssze (Bateman et al., 2002, Hvorup et al., 2003).
Az aminosav homoldgia alapjan, mivel ez az ORF eddig nem volt P. viridiflava—ban

azonositva, igy az mviN,, nevet kapta, és a tovdabbiakban ezen a néven fog szerepelni.

4.3.7 IviPV-s1/7 és IviPV-s1/8: Pel

A fehérje homoldgidk keresése ramutatott, hogy az ismert feladatot ellaté génekkel homoldg
ORF-et tartalmazo6 nyolc torzs koziil kettd, az [viPV-s1/7 és az IviPV-s1/8 (ezentdl: s1/7 és
s1/8) ugyanazt az ORF-et tartalmazza két kiilonboz6 méretii fragmensen, melyek egyedi
restrikciés mintdzatot adnak (20. dbra). Ez az ORF a P. viridiflava pektat lidz enzimét (PEL,
EC 4.2.2.2) kédolja (Liao et al., 1988). A pektint depolimerizal6 enzimek a novényi sejtfal f6
Osszetevojét, a pektint tdmadjdk meg. A pektit lidz — mely a poligalakturonsav
a-1,4-galakturonozil kotéseit hasitja — tehetd elssorban feleldssé a gylimolcsok és zoldségek
lagyrothaddsos betegsége soran fellépd szoveti maceracidért €s az ezzel egyiitt jard elektrolit

vesztésért és sejthaldlért (Mount et al., 1970, Collmer és Keen, 1986).

20. abra

A pel-tartalmui pIlviGK:s1/7 és pIviGK:s1/8 restrikcids mintdzata, agaréz gélen elvélasztva.

1.: kontroll pIviGK/Pacl, 2, 4.: plviGK:s1/7 Pacl-el és Pacl+Pstl-el hasitva, 3, 5: pIviGK:s1/8 Pacl-el, és
Pacl+Pstl-el hasitva, 6.: Lambda DNS/Eco47111+Ec0911 molekula marker

A lagyrothadasos tiinet kialakitdsaban a P. viridiflava 1ényegi virulencia faktora a pektat liaz.
Emellett azonban a baktérium szdmos egyéb virulenca faktort igényel a gazdandvény

invazidjahoz, kolonizdlasahoz. Ezek a baktérium, koérokozd ,€letstilusiahoz” kapcsol6do

génjei, amik a kérokozas jarulékos elemeit kodoljak.

4.4 Abiotikus stressz altal szabalyozott prométerek
A véltoz6 kornyezeti tényezOk kozott €16 baktériumok gyors adapticids képességgel
rendelkeznek, mely kiilonboz6 stressz helyzetekben segiti Oket a tulélésben. Gyakori

abiotikus stresszt jelent a tipanyaghidny, a hdmérsékletingadozds, a valtozé pH, ozmotikus

50



eltérések vagy kiillonboz6 mérgezd vegyiiletek jelenléte. Ilyen koriilmények kozott a
baktériumok a genetikai potencidljukban rejlo talélési képességiiket — elsdsorban — kiilonb6z6
transzkripcids faktoraikkal hozzdk felszinre. A transzkripcié szabdlyozdsdban, vagyis a
transzkripcids profil atalakitdsaban kiilonb6zd alternativ szigma faktorok (c*, 6™, 67, o,
c* , Jishane et al., 1996) és egyéb, az RNS polimerdzzal egyiitt, vagy az ellen dolgozd,
elsésorban fehérjék miikodnek kozre, mint a ,,cAMP-catabolite activator protein” (CAP,
Silverman és Simon, 1974), H-NS, HU, DnaK, DnalJ, GrpE, Fis, Lrp és néhany quorum
sensing faktor (Soutourina et al., 1999, Nishida et al., 1997, Shi et al., 1992, Osuna et al.,
1995, Hay et al., 1997, Sperandio et al., 1999, Sperandio et al., 2000, Hengge-Aronis, 2002).

A baktériumok szdmadra a novények sejtkozotti jaratai éppen a fentiekhez hasonld abiotikus
stresszeket jelentik. Ezzel nagy mértékben hasonlé kornyezetet nydjtanak a kiillonb6zo
minimal tiptalajok, melyek igy az IC analdgidjara, a baktériumokban a koérokozassal

Osszefiiggd gének kifejezését indithatjak meg.

4.4.1 Riportergén kifejezése minimdl tdaptalajon

A kiilonb6zd baktériumok eltérd igényeit mas-mds Osszetételll minimdl téptalaj elégiti ki
(Klement et al., 1990), ezért harom kiillonbdz6 szénforrassal (fruktéz, szacharéz, gliik6z)
kiegészitett, harom kiilonb6z6 dsszetételli minimadl taptalajon (MM, M63, M9) vizsgéltuk meg
a P. viridiflava NCAIM B.01581 torzs novekedési erélyét. A kisérletben a KB komplett
bakterioldgiai taptalajon fejlodd telepek szdmdhoz viszonyitottuk a kiilonbdz0 minimél
taptalajokon szaporodé baktériumtelepek szamat (6. tablazat). Az eredmények alapjin a

gliikéz tartalmd M9 taptalajt valasztottuk a tovabbi vizsgédlatok lebonyolitdsidhoz.

6. Tablazat; Kiilonbozo szénforrdssal kiegészitett minimal tdptalajokon szaporodé P. viridiflava telepek
szdma

Taptalai Szénforras Baktérium (cfu/petricsésze)
ptaiaj 0,4 g/ (haromszori ismétlés atlagaban, +/-szords)
MM Frukt6z —

Szachar6z Ertékelhetetlen, kis kolénidk
Gliikéz 107 +/- 0,23
M63 Fruktéz —
Szachar6z 2x10%*+/- 0,16
Gliikéz 5x10%+/- 0,12
M9 Fruktéz 10> +/- 0,11
Szachar6z 5x10° +/- 0,08
Gliikéz 10 +/- 0,06
KB Glicerol 10° +/- 0,05
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Az autofluoreszcens szideroférokat termeld baktériumok, amilyen a P. viridiflava is (Bultreys
és Gheysen, 2000), vashidnyos minimal tiptalajon fejlédve nagy mennyiségben termelnek
360-390 nm hullamhosszisagd UV fény hatdsara fluoreszkalo vaskelat képzd vegyiileteket
(Bultreys et al., 2001). Mivel a plviGK gfp riportergénjének terméke alapjan torténd
génkifejez0dés vizsgdlat éppen a fenti hullamhossztartomanyba esé fényt sugirzé
transzillumindtorral torténik, ezért az izolalt ivi-gének minimdl tdptalajon torténd
kifejez0désének elemzéséhez a kmS/R riportergént alkalmaztuk. A vizsgélatban szerepld
ivi-gén promotere altal kifejezett kmS/R a baktériumnak kanamycinnel szemben ellendlld
fenotipust ad. A kettds agarréteg technikat alkalmazoé kisérletben az IviPV-s1/1-IviPV-s1/8
torzsek mindegyike kanamycin rezisztencidt mutatott minimdl tdptalajon, mig LB komplett
bakterioldgiai tdptalajon csak az IviPV-s1/5 és IviPV-s1/6 torzsek. A tobbi torzs esetében
csak a kisérlet negyedik napjéra jelentek meg apré telepek, a kontroll (antibiotikum tartalmu
lagyagar terités nélkiili) LB tdptalajon fejlodott telepek szdmédhoz viszonyitott 10°-10°
gyakorisigban. Ez az antibiotikum bomlédsaval, illetve a rezisztencia génnek, a DNS
replikdcidja sordn végbemend, vagy egy tdvoli promoéterrdl torténd ,,véletlen” atirdsaval

magyarazhato.

4.4.2 Az mviN,, promdéterének in silico elemzése

Az lvi-torzsek in vitro, azaz LB tapagaron megvaldsitott szelekcidja sordn azokat a telepeket
véalogattuk ki, melyek az inkubdlds 48 6rdja alatt nem halmoztak fel szabad szemmel l4that6
jel kibocsatasara alkalmas mennyiségii GFP-t. A 4.4.1 alfejezetben leirtakkal korrelalva, két
torzs, az IviPV-s1/5 és IviPV-s1/6 egy nappal késObb, az in vitro szelekcié 72. drdjara
elégséges GFP termelése folytin UV fényli gerjesztés hatdsdra zold fluoreszkdlé fény
kibocsatdsdara valt képessé. Ezekben a riportergén pér vélhetden az LB taptalajon alap
aktivitasu prométerekkel van fiziéban.

Az MviN,, fehérjét képviseld s1/6 torzsben a riportergénekkel fuzidban 1évé promoter
elemzése sordn tobb ismert transzkripciés faktor konzervativ kotShelyének jelenlétét
vizsgdltuk és mutattuk ki (21. dbra). Az Osszetett, atfed6 promoéter régidkat tartalmazd
szekvencia elemzésében segitséget nyujtott a Softberry program,
(http://www.softberry.com/cgi-bin/programs/gfindb), a TRACTOR adatbazis
(http://www.bioinfo.cu/Tractor_DB, Gonzalez et al., 2005), a RegulonDB (version 4.0,
http://kinich.cifn.unam.mx:8850/db/regulondb_intro.frameset, Salgado et al., 2004), a Gibbs
Motif Sampler (http://bayesweb.wadsworth.org/gibbs/gibbs.html, Liu et al., 1995), valamint a
Wadsworth két masik adatbankja:
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a http://bayesweb.wadsworth.org/binding_sites/index.html (McCue et al, 2002) és a
http://bayesweb.wadsworth.org/binding_sites_20020802/ecoli_binding_sites.html (McCue et
al., 2001). Az ORF upstream szekvencidjaban megtaldlhaté a o’ kotohely (RpoD) -35
(Pribnow) és -10 box-a, de emellett két masodlagos szigma factor, a o (RpoF, Arnosti és
Chamberlin, 1989, Helmann és Chamberlin, 1987, Helmann et al., 1988, Mirel és
Chamberlin, 1989) és a o™ (RpoN, Barrios et al., 1999, Merrick, 1993) egymassal atfedd
felismerd helyei is jelen vannak benne. Egyéb, transzkripciét szabdlyoz6 fehérjék kotését
lehet6vé tevd szekvencidk kozott taldlhaté a CRP homoldg (cAMP receptor protein, Kolb et
al., 1993) Vfr (de Crombrugghe et al., 1984, Albus et al., 1997), valamint a CytR (Rasmussen
et al.,, 1993), a LexA (Little és Mount, 1982, de Henestrosa et al., 2003) és a LasR (LuxR
homolég, Fuqua et al., 1996) represszor fehérje kotdhelye is. Ezek mellett az NtrC (Friedman,
1988, Kur et al., 1989) és KdgR (Nasser et al., 1994, Aarons et al., 2000) felismerd helyek is.
Erdekes, hogy a tobbi kozott PIP-box-hoz hasonlé szekvencidkat (plant inducible promoter,
Oku et al., 1995) is lehet taldlni a prométer régiok kozott. Ez a Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria és a Ralstonia solenacearum, legtobb hrp génjének aktivaldsaért felelds

szabalyozé fehérjék kotohelyeként ismert régié (Buck et al., 1986, Cunnac et al., 2004,).

gtcttgtcaagggca gttaa oot gttoc gctgagtggttgcagctttt gaccggatgatttatttccggcgtgcgacctgtaaactcggegece

ittgcttcgggcatttgc égc gcgaagtatc gca%tggac ggcttaatcgeccatectttgccaaggegcacaagtctttcaatg

sokskokskokok EEE TS
aat(g/a)aaa(c/t)nn(t/c)(g/a)ttt(c/t)a
tgtgannnnnntcaca tgcaannttgca .
CRP tgtca.aggg. cagt (_Iyll& tgcttcge gea aatggacggcttaate
aatcgcccatecttt
LexA ctgnnnnnnnnnncag acctgtaggatcgtacaggt t:%:gtngngrggﬁgga
ctg.agtggtcg.cag Lux box | acctgtaaactcg..c.ggc tacticgzacattige
pIp o | Lozsommmmmmmnniennicge | oy aamammngeczan | 01| vigeacammigen®
ctegeggectttgcttcgggcatttge = taaatggacggcttaatcgeecat atgg.acggcttaatcgee

21. abra.
Az MviN,,, membréan fehérjét kddold gén 5° nem kodol6 régidjanak in silico elemzese A transzlaciés start kodon
és a feltételezett riboszéma koétéhely (RBS) vastagon szedve. A feltételezett o’ kotohelyek a -35 box és a
-10 box aldhiizva. A CRP (c-AMP receptor protein) kotohely szaggatott vonallal van aldhizva az upstream
szekvencidban. A valészinli LexA felismerd hely d6lten és vastagon szedve. A Lux box konszenzus szekvencidt
fels6 vonal jelzi, tovdbbd a 6®® két vonallal van alahizva, mig a o™ kotohelyet alsé csillagok jelzik. A
feltételezett NtrC felismerd hely szaggatott vonallal, a KdgR kotéhely egyszerti vonallal bekeretezve. A vélhetd
PIP box-okat alsé nyilak jelolik.
Az abra alsé részében az mviN,, 5’ nem transzlalédé szekvencidjaban taldlt feltételezett transzkripcids faktor
kotéhelyek részletezése 1dthatd, azok konzervilt konszenzus felismerd helyekhez viszonyitott homoldgidival.
*y:alt, wiclg

4.5 Fluoreszcencia vizsgalatok
A plviGK genetikai rendszerben szerepl6 gfp riportergén kifejezése a kiillonb6z6 P. viridiflava

Ivi-mutdns torzsek dltal képviselt promoéterek indukcidjat kivdnja meg. A sejten beliil
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felhalmozott GFP fluoreszcens fény kibocsétisat eredményezi. Igy a gfp riportergén nem
csupan az in vitro szelekcidban hasznalhatd fel, hanem lehetové teszi a klénozott prométerek
idében valtozo kifejezddésének vizsgalatit és a kifejez0dés mértékének meghatarozasat is
(Scholz et al., 2000). A kibocsatott zold fluoreszcens jel mérése alapjan meghataroztuk az

IviPV-s1/1-s1/8 torzsek, paprikatermés fert6zését kbvetd in planta expresszids dinamikéjat.

4.5.1 ivi-promdoterek in vivo elemzése: génkifejezodés vizsgdlata epifluoreszcens
mikroszkopidval

Mikroszképi technikdkkal torténd in vivo és in situ vizsgéilatok legmegbizhatobb és
legteljesebb korben alkalmazhaté eszkoéze a GFP. A zold fluoreszkal6 fehérje segitségével
kiilonb6z6é novénykdérokozé mikrobdk novényi szoveten beliili lokalizaltsagat, illetve egyes
génjeiknek szabdlyozott kifejezddését is elemezni lehet (Casper és Holt, 1996, Cheng et al.,
2000, Aldon et al.,, 2000). Az in situ vizsgilathoz HBO 200 fluoreszcens fényforrassal
felszerelt Carl Zeiss (Jena, DDR) mikroszkopot alkalmaztunk, mely BG12 (max. 405 nm)
gerjesztd sziirdvel és OG1 (430 nm-tdl vagd) zar6 szlirdvel volt ellatva. Az IviPV-s1/1-s1/8
torzsekkel vakuum alatt fertdzott zoldpaprikatermésbdl készitett metszeteket fehér és UV
fénnyel vilagitottuk meg. Az emisszids képet NIKON coolpix 540 digitalis fényképezdgéppel
rogzitettilk. Ezzel az Osszedllitdssal a fert6zést kovetd hatodik 6ratdl lehetett fluoreszcens

képeket rogziteni (22. és 23. 4brak).

22. abra
In planta indukal6dé prométerek altal kifejezett gfp riportergén termékeként jelenlévé GFP fénykibocsétdsa.
10° cfu/ml téménységii IviPV-s1/7 (pel) torzzsel infiltralt paprikatermés metszete, 6 6raval a fertézés utdn,
A: fehér fénnyel és B: UV fénnyel megvilagitva. (Vonal mentén a parenchima sejtek érintkezési feliilete.)
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23. abra
In planta indukdl6dé prométerek altal kifejezett gfp riportergén termékeként jelenlévé GFP fénykibocsétdsa.
10° cfu/ml stirliségii IviPV-s1/7 (pel) torzzsel fertézott paprikatermés metszete, 16 éraval a fertézés utdn (kék
szinii zaro sziiron keresztiil detektdlva).

4.5.2 ivi-promdterek in vivo elemzése: génkifejezodés dinamikdjanak meghatdrozdsa
spektrofluorometerrel

A vizsgilat soran a kiilonbozé ORF-gfp fuziét tartalmazd Ivi-mutians baktériumtorzsekkel,
paprikatermésbdl kimetszett gylriiket fertéztiink vdkuummos telitéssel. A fluoreszcencia
jeleket a baktérium szuszpenzidt tartalmazd paprikamintdk homogenatumaban, a fertézéssel
egy idoben és az azt kovetd 1,5., 2. és 3 odrdban hataroztuk meg. Az Osszes ivi-gén
indukdlédott in planta (24. dbra). Az s1/5 és s1/6 torzsek, melyek a K'-fiiggd Na*/Ca®*
cseréld fehérjét és az MviNp,, membran fehérjét kodol6 géneket képviselik, a fertézéssel egy
idében madr - ezzel a kisérleti rendszerrel - mérhet6 mennyiségi GFP-t halmoznak fel. Ez
megerdsiti a minimal tiptalajon végzett kisérletek eredményét. Masfél draval a fertdzést
kovetden a két torzs fluoreszcens fénykibocsatiasa 20%-al emelkedett, majd a mérés harmadik
ordjara ez az érték megduplazodott. Korabbi mérések azt mutattdk, hogy abban az esetben, ha
a fertézés 10° cfu/ml stiriségli baktérium szuszpenzidval torténik, akkor a rdkovetkezd 3
ordban az in planta baktériumszdm nem valtozik (Czelleng A., nem kozolt eredmény), vagyis
az ez id6 alatt emelkedd fluoreszcencia jel a P. viridiflava promoéterei dltal kifejezett gfp

riportergén termékének mennyiségi novekedésének eredménye.
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24. abra
Az izolalt ivi-gének, a veliik fiziéban 1év0 gfp riportergén kifejezése alapjdn mért, in planta expresszios
dinamikdja. A torzsek az 5. tabldzat szerint képviselik a kiilonb6z6 géneket. A 395 nm hullam hosszisagi UV
fénnyel megvilagitott zoldpaprikatermés hattér fluoreszcencidja miatt, a GFP ltal kibocsitott jelet csak 7x10°
photon counts / sec felett lehetett megbizhatéan mérni, ez adta meg a kisérlet kiiszobértékét. A fertéz6 baktérium
szuszpenziét 107-10° cfu/ minta mennyiségben alkalmaztuk. A kisérletet hdromszori ismétléssel, alkalmanként
harom-hdrom mintdval végeztiik.

4.6 Az MviN,, funkcionalis elemzése
Bar S. typhimurium esetében nem taldlhaté az irodalomban kizdrélag az mviN génre
korlatoz6dé muticié, mégis az mviN génben is mutdns baktérium mozgaskészsége és

virulencidja egyarant eltér a vad tipusnal megfigyelhet6tdl (Carsiotis et al., 1989).

4.6.1 Funkcio-vesztett mutdns készitése

Az MviN,, lehetséges feladatdnak tisztdzdsdra a P. viridiflava-bdl egy, az mviN,, génjére
nézve funkcigjat vesztett (knock-out) mutans torzset készitettiink.

A P. viridiflava 1viPV-s1/6 torzsbol az autonom replikativ plviGK::s1/6 plazmidot
retrotranszferrel jutattuk E. coli DHS0/A pir torzsbe. A plazmidon hordozott genomi DNS
fragmenst PCR segitségével, a pUC/M13 -20 és -26 primer parral izoldltuk. A T4
polimerazzal tompa véglivé alakitott PCR terméket, a SacB kontraszelektiv markert
tartalmazéd pJQ199 suicide plazmid vektor Smal restrikcids endonukledzzal hasitott
szdrmazékdval ligdltuk. A tompa végli kanamycin rezisztenciakazettdt (aphA3) az mviN,,
egyedi Smal helyébe ligdltuk és a ligitummal E. coli S17.1/A pir —t transzformdltunk. A

plazmid konstrukciét konjugacidval jutattuk be a vad tipust P. viridiflava baktériumba, ahol a
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mutdlt mviN,, marker-exchange mutagenezisének (Quandt és Hynes, 1993) eredményeként
sziletett a P. viridiflava PV-dm torzse. Az aphA3 génkazetta helyes inszercidjat kolénia PCR
segitségével igazoltuk, a KmP1 és MviRrv, illetve a KmSrv és Mvilfw primer parok

felhasznalasaval.

4.6.2 A funkcio-vesztett mutdns in vitro és in vivo vizsgdlata

A P. viridiflava PV-dm mutédns szarmazéka LB tdpagaron szaporitva nem mutat szokatlan
telepmorfologiat, illetve novekedési sajatsigokat. Megvizsgdltuk a mutdns torzs
mozgaskészségét lagyagarban. A vad tipusu baktériummal szemben, a PV-dm térzs nem
terjedt szét az inokuldcié helyétdl, mutatva, hogy az MviN,, sziikséges a P. viridiflava

mozgasahoz (25. abra).

P. viridiflava P. viridiflava
vad tipus myiN,, mutans

25. abra

Motilitas teszt ldgyagaron. 36 6raval a beoltds utdn, 0.3% agar tartalmu 0.1% toménységii LB ldgyagarban.

Mivel a P. viridiflava altalunk tanulminyozott torzse az Arabidopsis thaliana (Col-0
okotipus) kompatibilis kérokozdja, igy az mviN,, mutacidjanak a P. viridiflava virulencidjira
gyakorolt hatdsat A. thaliana gazdandvényben végzett szaporoddsi gorbe elemzéssel
hatdroztuk meg. Els6ként a vad tipusi és a PV-dm mutidns P. viridiflava, valamint
P. fluorescens szerepelt a fertdzési kisérletben. Az utébbi faj negativ kontrollként szolgalt,
mivel ez egy nem korokozd, szaprofiton baktérium, amely természetes tton nem képes a
novény szovetei kozott szaporodni. A baktériumok természetben bekovetkezd invazidjat
modellezve, teljes Arabidopsis novényeket fertztiink baktérium szuszpenzidba meritéssel.
Ezzel a moddszerrel tiinetek kialakitisat, illetve a szaprofiton P. fluorescens szaporodasat
meghaladé mértékli populacionovekedést a baktériumok csak a levelek természetes nyildsain
keresztiil torténd behatoldsuk révén érhetnek el. A PV-dm szaporoddsi gorbéje kiilonbozott a
vad tipusd P. viridiflava baktériumétol, de hasonlitott ahhoz, ami a P. fluorescens fajra volt

jellemzd (26. dbran).
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26. abra

Baktérium szaporoddsi gorbék, 10* cfu/ml toménységli baktérium szuszpenzidéba meritéssel fert6zott (0.02 %
Silwet L-77, Union Carbide) A. thaliana (Col-O0 okotipus) novényben. A baktériumok szdma mintdnként
hdromszori ismétlésben volt meghatdrozva. Minden mintit hat darab 0,6 cm 4tmérdjii levélkorong alkotott,
melyek 2 fiiggetlen novényrdl szarmaztak.

wt: vad tipusd P. viridiflava, PV-dm: mviN,, génben hidnymutdns P. viridiflava, P. fluorescens: negativ kontroll,
szaprofiton baktérium

Ezek alapjan az MViN,, a P. viridiflava virulencia faktora, amely sziikséges a novény
invazidjahoz, de a levelek feliileti kolonizalasdhoz nem. Ezzel szemben, amikor a
P. viridiflava vad tipusd és PV-dm torzseibél készitett, 10°-10° cfu/ ml toménységii baktérium
szuszpenzidkat injekcidés fecskenddvel kozvetlenill az Arabidopsis levelek sejtkozotti
jérataiba jutattuk, akkor sem a szaporoddsi gorbékben (27. dbra), sem a betegség tiinetek

makroszkopikus megjelenésének idejében és erdsségében nem volt kiilonbség (28. dbra).

9,0

*
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log CFU/cm2

—e— P. viridiflava wt.

—a— P. viridiflava PV-dm
6,0 T T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7
fert6zés utan eltelt napok

27. abra

Baktérium szaporoddsi gorbék, 5x107 cfu/ml téménységli baktérium szuszpenziéval infiltralt A. thaliana (Col-0
okotipus) névényben. Habar a kiilonboz6 inokulumok stiriisége (10°-10° cfu/ml) eltért az egyes kisérletekben, a
szaporodasi gorbék lefutdsa hasonl6 volt.

wt: vad tipusu P. viridiflava, PV-dm: mviN,, génben hidnymuténs P. viridiflava.
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P. viridiflava
mviN,, mutins

P. viridiflava
vad tipus

28. abra

10° cfu/ml siirtiségli P. viridiflava baktérium szuszpenziéival infiltrdlt A. thaliana levelein kialakulé klordtikus
udvarral koriilvett nekrézis, 80 éraval a fert6z€s utan.

A fenti kisérletek eredményei alapjan ugy tlinik, hogy az MviN,,, a fert6zés korai szakaszdban
jatszhat 1ényeges szerepet, hiszen az mviN,, inaktivdldsa nem vezetett a mutdns torzs
mérsékelt apoplasztbeli szapododdsdhoz, a fertézott Arabidopsis levelekben pedig sem a

klorotikus udvar, sem pedig a nekrdzis elmaradasahoz.
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4.7 ij tudomanyos eredmények

1. A novénykérokozé baktériumok in planta indukalodé génjeinek izoldldsdhoz olyan 1j, az
,»In vivo expression technology”—hez alkalmas rekombindns plazmidokat készitettiink, melyek
az in vivo szelekciot a baktérium antibiotikummal szemben Kkifejtett rezisztencidja utjan
biztositjak.

2. Az 4j plazmidok antibiotikum rezisztens fenotipust adé riportergénjeinek 5’ nemkodold
régidjaba dj 0sszetételll transzlaciot erdsitd szekvenciat terveztiink, a TIS-t (transzl4ciét inditod
szekvenciat). A TIS-nak a transzlicié mértékére gyakorolt hatdsit gfp-vel fuziondltatva
allapitottuk meg. A spektrofluorometrids mérések azt bizonyitottdk, hogy azonos
baktériumszaporodési iitem mellett, a transzkripcié meginditdsa utdni 6. 6rdig a TIS-val
erdsitett transzlacié meghaladja az irodalombdl ismert egyik leghatékonyabbnak tartott atpE
transzlacidés enhanszerrel elért eredményt.

3. Az egyik 4j plazmid, a plviGK felhasznéalasaval, Pseudomonas viridiflava-ban IVET,
promoter keresé génkonyvtarat készitettiink.

4. A génkonyvtar részleges vizsgilatival a P. viridiflava tobb olyan génjét azonositottuk,
melyek a zoldpaprikatermés fertzése soran aktivalédnak. Ezek kozott szerepel a kozvetleniil
a lagyrothaddsos betegségtiinet kialakitasaért felelés pektat lidz génje, illetve tobb, a
fertdzéshez kozvetleniil és kozvetetten sziikséges gén is.

5. Az egyik izolalt gén, - a feltételezhetden membran fehérjét kodolé mviN,, - funkciondlis
elemzéséhez eldallitottunk egy, az e génre nézve funkcidvesztett mutanst, amely ldgyagarban
elvégzett mozgds vizsgdlatban motilitdsat vesztett fenotipust mutatott. Az Arabidopsis
thaliana e mutédnssal végzett feliileti fertézése, a vad tipusd baktériumhoz képest csokkent
virulencidt, mig a szovetkozi fertézése (infiltrdlasa), azzal azonos virulenciidt mutatott. Ez az
elsé eset, amikor novénykdrokozd baktériumok esetében az MviN fehérjét virulencia
faktorként irtdk le. A gfp riporter génnek az mviN,, promoéterérdl torténd Kifejezését
spektrofluorometridsan mérve kimutattuk, hogy a prométer LB komplett bakterioldgiai
tapoldatban alap aktivitast mutat, ami novényben (zoldpaprikatermésben) a fertézést kovetd

harmadik 6rara 40%-al megnovekszik.
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5. EREDMENYEK MEGVITATASA

Az élolények, igy a mikroszkopikus baktériumok is a koriilottiikk folytonosan valtozé (mikro
- és makro) kornyezet kihivdsdban élnek. A magasabb rendii szervezetekkel ellentétben a
baktériumok egyszeri felépitésiiknél fogva nem rendelkeznek specializalt szovetekkel,
szervekkel, igy az egyedek egésze reagdl a Kkiillonboz0 kornyezeti hatdsokra. A
baktériumoknak a kiilonbozo feltételekhez torténd alkalmazkoddshoz tehdt egyrészt
kiilonbozé biokémiai rendszereket kell biztositaniuk, masrészt ezeket szigordan kell
szabdalyozniuk. Ez a szigord szabdlyozds elsOsorban genetikai szinten valdsul meg, mégpedig
génjeik kifejez6désének gitldsaval. Vagyis a baktérium genetikai dllomédnydnak adott idében
csak akkora hdnyada fejezddik ki, amennyi az adott élettérben az ott fellépd kornyezeti
tényezOkhoz torténd alkalmazkoddsshoz sziikséges. Igy van ez a kérokozds sordn, a
gazdaszervezetbeli abiotikus (hémérséklet, pH, felvehetd tdpanyag) és biotikus (sajit- és a
gazda mérgezé anyagcsere termékei) stresszekkel szemben mutatott ellendlld képesség
genetikai meghatarozoéinak szabdlyozott kifejezése esetében is. Szdmos in vitro és in vivo
vizsgélati médszer szolgélja a kiilonbozd szélsdséges kornyezeti tényezOk kozott megvaltozd
génkifejez0dés (expresszids profil) elemzését. Az in vivo mddszerek koziil, a transzpozon
mutagenezis—alapu eljarasok esetében a korokozas sordn nélkiilozhetetlen géneket képviseld
mutansok negativ szelekcidjanak eredményeként, azok elvesznek a transzpozon mutans
konyvtarbol, igy azonositasuk csak kozvetett médon torténhet. Az eljards sordn viszont a
redunddns, illetve a csak masodlagos feladatokat ellaté faktorokat orokitd gének azonositdsa
nem lehetséges, hiszen azok ,loss-of-function” tipusi muticidja nem vezet a mutans torzs
— adott kornyezeti feltételek kozotti — életképtelenségéhez. Ennek ellenére, a baktériumok
valtoz6 kornyezethez torténd alkalmazkoddsanak vizsgdlata sordn e géneket is figyelembe
kell venni, hiszen gyakran ezek toltik ki a genom nagy szdzalékat, igy varhatd, hogy fontos
informécidkkal segitik a vizsgdlatot (pl. az E. coli genom adatbdzisit vizsgilva
(http://www.shigen.nig.ac.jp/ecoli/pec/index.jsp) latszik, hogy a genom 90%-a nem
nélkiilozhetetlen gént tartalmaz).

A kornyezet altal irdnyitott, feltételes génkifejez6dés altalunk is alkalmazott in vivo vizsgélati
modszere a fent bemutatott misodlagos hatdsi gének azonositdsat is lehetové teszi. Ez az
IVET (Mahan et al., 1993) eljaras, amely a baktérium génjeinek transzkripciéjat meginditd
prométerrel fuziondltatott riportergének kifejezodése alapjan teszi lehetévé az egyes gének

azonositasat.
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5.1 Ijj promoéter keresé plazmidok

A vizsgélathoz el6szor két promoter keresd plazmid vektort készitettiink, melyek a sziikséges
szelekcids rendszerrel egyiitt alkalmazva lehetové teszik a kérokozassal Osszefiiggd baktérium
gének izoldlasat. A genetikai rendszer, amely a plviGG és plviGK plazmidokat alkalmazza,
homoldg az IVET rendszerrel, melyet els6ként S. typhimurium vizsgélatanal irtak le (Mahan
et al., 1993) és azéta sikeresen alkalmaztak egy sor egyéb korokozd-gazda kapcsolatban
(Angelichio és Camilli, 2002). Az eredeti genetikai rendszerrel 6sszehasonlitva, az altalunk
készitett plazmidok szdmos hasonld, de egyben tobb eltérd tulajdonsdggal is rendelkeznek
(29. édbra).

M13/-20 MCS M13/-26
» Pacl Pacl =

agatct gtaaaacgacggccagt ttaattaa ccatgg tctaga actagt ttaattaa gtcatagctgtttcctgggtace geatge
Ncol Xbal Spel

Bglll Kpnl
(SspT)
EcoR1 aggttaactttaaatgatccggaggaaaaa | Tyg
aacAl gfp
(Bst11071)
kmS/R
pIviGK
oriT oriV “Smal
29. abra

A plviGK fizikai térképe. Az Ncol, Xbal és Spel restrikcids helyeket tartalmazé MCS (multiple cloning site,
klénozohely) és az azt két oldalr6l szegélyezd Pacl ritkdn hasité endonukledz felismerd hely, valamint a
pUC/M13 szekvendld primerek komplementer szekvencidi a felsd, kiemelt keretben lathaték. 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 hdrom leolvasdsi keretben 1év6 transzlaciés stop kodon mindkét riportergén (gfp és kmS/R, utébbi az aphA3
promoéter mentes szdrmazéka) eldtt aldhizassal van jelolve.

Az Sspl és Bst11071 restrikcids helyek meg lettek sziintetve az aacAl gentamicin rezisztenciagén pGPMCSII-be
torténd beépitésekor.

A plviGK plazmidban szerepld T replikdcids fehérjétdl fiiggd (,.suicide”) replikdcids origé (oriV) és konjugativ
transzfer origd (oriT) a pGP704-bdl megmaradt tulajdonsdgok.

A plviGG plazmid ugyanezzel a szerkezettel rendelkezik, csak az aacAl helyett aphA3 marker gént tartalmazza,
ami kanamycinnel szemben teszi ellendllovd az 6t hordozé baktériumot. Ezzel egyiitt riportergénje kmS/R helyett
gmS/R.

A hasonlésagok a kovetkezdk: ori(V) R6K-alapiak, azaz m fehérje fiiggd mddon
replikdlédnak (,,suicide” tulajdonsdgiak), tartalmazzdk az ori(T) RP4 cisz-domindns
konjugéciés origét (transz - komplementdciéval mobilizalhatéak (mob®, tra” fenotipus). A
plazmidok 4j tulajdonsdgai eldnyodkkel jarnak, melyek koziil az elsd, hogy alkalmazasuk nem
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kivdnja meg a vizsgdlt baktérium auxotréf muticidjat, amit a baktériumban a riportergén
feltételes kifejezodése komplementdl, biztositva ezzel a pozitiv in vivo szelekcidt. A
kanamycin és gentamicin rezisztenciagén, mely a plviGK és plviGG plazmid egy-egy
riportergénje, kivald szelekcids markerként szolgidlnak a Gram-negativ baktériumok széles
korében. A novénykdérokozé  baktériumok antibiotikumokra valé  érzékenységét
tanulmanyozva (Czelleng A., nem kozolt eredmény) azt taldltuk, hogy a legtdbb, novényi
szoveteket legkevésbé karositd (Sasser, 1982) és egyben bakterioldgiailag is jol hasznalhat6
antibiotikum (kléramfenikol, tetraciklin, ampicillin) nagy doézisa is hatdstalan a legtébb vad
tipust Pseudomonas, illetve Erwinia és Xanthomonas torzsre. E megfigyelést alapul véve két
antibiotikum rezisztencia gént taldltunk a kisérletekhez megfelelének. Az egyik
kanamycinnel, a madsik pedig gentamicinnel szemben teszi ellendllévd a baktériumokat.
Alkalmazhatésdguk azért tint jo valasztdsnak, mert megfigyelések szerint e két
rezisztenciagén elott 1évo, kiillonboz6 promoéterek erdssége és a fenotipusos rezisztencia
mértéke kozott nem linedris az Osszefiiggés (Nordstom, 1993). Vagyis kisebb dozisu
antibiotikum alkalmazdsa mellett is megfeleld szelekcidt biztositanak, ami a névényben a
szovetkozi egyenetlen antibiotikum eloszlds miatt 1ényeges. E két antibiotikum emellett
bakteriolitikus (Mardones és Venegas, 2000), vagyis az érzékeny baktérium halalat okoz6
tulajdonsaguk révén eldsegitik a novényi szovetben 10-12 o6ra alatt lebonyolithaté szelekciot,
az antibiotikumnak nem ellendllé baktériumok minimadlis tilélése mellett. Raadasul mig az
auxotréf komplementéciot kihasznalé IVET modszer csak a szaporodé sejtekre nézve letdlis,
addig a bakteriolitikus hatasi antibiotikum a nem szaporodé baktériumok esetében is
biztositja a szigord szelekciot. Konnyen beldthatd, hogy ez a félrevezetd eredmények
eléforduldsanak csokkenését eredményezi.

A plviGK és pIvGG plazmidok riportergén pérjainak kozos tagja a gfp, mely e plazmidok
mdsodik eldnyds tulajdonsdgat nydjtja. A promoéter aktivitds mindségi €és mennyiségi
meghatdrozasara haszndlt, kozvetlen detektdldsra alkalmas riporter gének koziil — mint
amilyen a cat (chloramphenicol acetil transferase, Brosius és Lupski, 1987), lacYZ
(B - galaktozidaz, Miller, 1972), gus (P - gliikuronidaz), luxAB (luciferdaz, Gordon et al., 1992)
— csak a GFP nem igényli koltséges szubsztratok alkalmazasit (Chalfie, et al., 1994).
Napjainkra az eredetileg izolalt gfp gén harmadik muticiés genericidjat allitottak eld (Heim,
et al., 1995; Crameri et al., 1996; Cormack et al., 1996). Az un. ,mut3” varians fehérje
egyrészt oldékonyabb a vad tipustindl, masrészt a harmadlagos szerkezetének kialakuldsa
soran nem, vagy csak kevés zarvanytest (inclusion body) keletkezik. Azaz azonos prométerek
esetében a vad tipusi gén termékénél jobban detektilhaté a keletkezett fehérje, mivel

kevesebb inaktiv forma képzddik. A kiilonb6zd fluorescens prébak alkalmazdsa a gazda
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— parazita kolcsOnhatdsokban régi eljards. A kdrokozd baktériumokat hagyomdnyosan
kozvetett médon detektdljak fluorescens antitestek segitségével. Ujabban az endoparazita
mikroorganizmusok némelyikét un. fluorochrom kopennyel fedik, igy a gazdaszervezettel
folytatott kolcsonhatasuk é16 gazdasejtekkel végezhetd (Falk et al., 1994). Az els6 eljaras csak
a korokozok sziikk korének vizsgalatara alkalmas, hiszen specifikus antitestek eldallitasa
id6igényes folyamat. A flourochrom kopennyel burkolt baktériumok esetében nehézséget
okoz, hogy szaporoddsuk sordn a flourochrom festék relativ mennyisége csokken a
sejtszétvalds miatt. Ezzel ellentétben az autofluorescens GFP (Chalfie et al., 1994)
alkalmazdsa ativeli az el6z6 akaddlyokat, mivel: (i) a GFP alacsony toxicitdsd,
citoplazmatikus fehérje (Chalfie et al., 1994), azaz folyamatos termelddése esetén sincs
baktérium pusztulds (intakt, él6 sejtek vizsgdlhatdk), illetve fluorochrom higulds; (ii)
specifikus ellenanyag, illetve egyéb exogén szubsztrdt nélkiil kimutathaté abszolit és
mennyiségi jelenléte. Az in vivo és in situ vizsgalatok legmegbizhatébb és legteljesebb korben
alkalmazhaté eszkozének tehdat a GFP mutatkozik. Ezt tdmasztjdk ald azok a vizsgalatok,
melyek a kiilonb6zd névénykorokozd mikrobdk, igy virusok fertézésének (Baulcombe et al.,
1995; Casper és Holt, 1996) és novényen beliili terjedésének (szisztematizaldddsanak) (Huang
et al., 2000, Epel et al., 1996, Cheng et al., 2000) nyomon kovetését céloztak. Egyéb
mikroorganizmusok, novénykérokozé gombak (Bottin et al., 1999, Vanden et al., 1997, van
West et al., 1999) és baktériumok (Brandl et al., 2001, Stuurman et al., 2000, Aldon et al.,
2000, Zhang et al., 2000, Xi et al., 1999) novényi szoveten beliili lokalizaltsagat, illetve egyes
génjeiknek szabdlyozott kifejez6dését szintén elemezni tudtdk a GFP, illetve annak valamely
szarmazékdnak felhaszndldsdval. A kiilonbdz6 hulldmhossziisagi fényt kibocsdté mutédns
GFP-k felhaszndldsa arra is lehetdséget kindl, hogy egy id6ben tobb mutdns baktériumot és
azokon beliil is akér tobb mutdns gén aktivitasat vizsgalhassuk (Ellenberg et al., 1999, Stauber
et al., 1998).

A plazmidok harmadik kedvez6 tulajdonsaga, hogy riportergénjeik 5° upstream régiéjdban
transzlacidt erdsitd szekvencidkat tartalmaznak. Mivel az IVET a baktériumgének
merodiploid allapotdra épiil, igy genomonként csupidn egy riportergénpar van jelen. A
keletkez6 kisszami mRNS akkor marad stabil, ha riboszémahoz kotodik (Gold et al., 1981,
Gualerzi és Pou, 1990). Mindezek miatt olyan szekvencidkat épitettiink a riportergénjeink elé,
melyek eldsegitik a kevés mRNS-rél a transzlacio minél gyakoribb meginditasat. A gfp
riportergéntdl upstream 1évé atpE 1égié egy polaros hatdsu (a téle downstream 1évo
riportergénre is atterjedd hatdsi) transzlacids erdsitd szekvencia (McCarthy et al., 1985;
McCarthy et al., 1986; Schauder et al., 1987). Az antibiotikum rezisztenciat ado riportergének

transzlaciés kezdd triplettje elé a TIS, djonnan létrehozott mesterséges régidt épitettiik.
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Fluorométerrel végzett méréssel igazoltuk, hogy E. coli-ban a Pgap prométerhez kapcsolt
TIS-gfp fuzidt tartalmazé baktériumtorzsek az atpE-gfp-t tartalmazdkkal azonos iitemben
szaporodnak, de a promdter indukcidjat kovetd 6-8. o6rdig a GFP TIS-val végbemend
transzlacidja intenzivebb. Emellett a TIS az indukciotdl mért 22. 6ratdl az atpE enhanszerhez
hasonl6é mértékben jarul hozza a gfp gén kifejezéséhez.. Ezek szerint hasonld fitness mellett, a
TIS a vele fuziéban 1évé riportergén transzkriptumdrdl torténd gyors transzlacidéval gyorsabb
reakciot biztosit a baktérium szdmadra.

Az 1j plazmidok negyedik sajatossdga, hogy a benniik taldlhaté MCS mindkét oldalét a ritkdn
hasité Pacl restrikciés endonukledz felismerd helye és két, szekvendldshoz hasznalt
,suniverzalis” primer, a pUC/M13 (-20) és (-26) tapaddsi helye szegélyezi. Ezek
felhaszndldsdval a klonozott genomi szekvencia kdnnyen izoldlhatd, valamint a Pacl hasito
helyek biztositjdk az MCS egyszer(i varidlhatosdgat is. A génkonyvtar készitésében eldnyds a
részleges feltoltés alkalmazdsa, hiszen igy nemcsak annak hatékonysdga nd, de elkeriilhetd a
tobb kromoszéma fragment egymds mellé ligalodasabol keletkezd inszert képzdodése is. A
pIviGKIII tobb lehetdséget biztosit a génkonyvtir készitéséhez, mivel tobb restrikcids

endonukledz hasitd helyet tartalmaz. (7. Tablazat)

7. tablazat, az MCSIII-ban szerepl§ restrikciés endonukledz hasitéhelyek alkalmazhatésaga

MCS-ben lévé

restrikciés Részleges feltoltés
. Komplementer
endonukleaz

hasité hely MCS Inszert

Ncol Pagl + dCTP, dATP Alw44l (Apalll) + dTTP, dGTP
+ dTTP dATP,
Bcll Sau3Al JGTP Hpall + dCTP
Pstl Pstl - -
Scal tompa (Rsal, Alul) - -
Eco811 Sau3Al + dTTP + dATP, dGTP

Clal Hpall + dCTP + dTTP dATP, dGTP
Spel Spel, Xbal, Nhel + dCTP, dTTP Hindlll + dATP, dGTP

A plazmidok egy tovdbbi értékes tulajdonsiga a mindkét riportergén eldtt (upstream)
elhelyezett transzlaciés stop kodonok jelenléte, melyek mindhdrom leolvasési keretben
megtaldlhatok. Ezek biztositjak a genomi gén és a riportergének kozotti transzkripcids fuziot.
A stop kodonok nélkiil ugyanis transzliciés fuziéval konnyen keletkezhetnének flizids
fehérjék, melyek sem a genomi gén, sem pedig a riportergén termékének feladatat nem tudnak

ellatni.
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5.2 Izolalt ivi-gének

Az ,,in vivo expression technology” kisérletes optimalizaldsa sordn a paprikatermés kiilonb6z6
fertdz€si eljarasait és antibiotikum utdkezelési eljarasait probaltuk ki. Kisérletiinkben a
dugéfiroval kivagott paprikakorongokat fertdztiikk kiilonb6zé koncentracidji baktérium
szuszpenziéba martva, vakuummal telitve, ill. befecskendezve. Antibiotikum kezelésre
azonos modszereket alkalmaztunk a fert6zéssel egy id6ben és 2 ordval azt kovetden.
Megbizhaténak a vadkuumos fertdzési és utdkezelési eljaras bizonyult, amennyiben utébbit két
oraval a fert6z€s utdn hajtottuk végre.

Munkédnk sordn Pseudomonas viridiflava kérokozdsban résztvevd génjeit azonositottuk a
pIlviGK prométer keres6 plazmid vektor felhasznéldsdval (Czelleng et al., 2004).

A Kkisérletben 10" P. viridiflava Ivi-mutdns torzset hasznaltunk, melyek az E. coli-ban
kialakitott génkonyvtar Pseudomonas-ba torténd hat O6rdn keresztiili konjugici6jabol
szdrmaztak. Feltételezve, hogy minden recipiens egyedi génkonyvtiri elemet hordozé
donorral konjugdlt, vagyis a transzkonjugans vonalak kozott nem volt ismétlédés, a
zoldpaprika fert6zéshez felhaszndlt 10* transzkonjugéns telep legfeljebb 10* egyedi
génkonyvtari fragmenst képviselt. Ennek 0,1%-a az a 10 ivi-gén, melyeket egyetlen vizsgalt
paprikagytiribdl kiilonitettiink el. Az 1%-hoz kozeli konstitutiv prométerek ardnyaval egyiitt
(13., 14. abrak) ez a 0,1% 6sszemérhet6 az egyéb IVET rendszerekkel kapott eredményekkel.
A P. viridiflava heterogén faj (Goss et al., 2005, Manceau és Horvais, 1997). A faj izolatumai
(torzsei) raktari karositok, melyek a zoldségek és gyiimdlesok lagyrothadasat idézik eld. Az
izolatumok tobbsége indukdlja a HR-t dohanylevélen (Klement et al., 1964, Szépréti et al.,
1999). Mis izolatumok pedig az Arabidopsis levél nekrézisat okozzak (Jakob et al., 2002). A
novények fertdzése sordn a koérokozd baktériumok tobb 1épésen keresztiil valtjdk ki a
gazdanovény betegségét. Els6ként behatolnak a ndvény szovetei kozé, majd a tdpanyagot
felhaszndljdk / felhaszndlhatéva alakitjdk, szaporodnak, elkeriilik és/vagy letorik, illetve
késleltetik a novény védekezo rendszereit, végiil kivaltjak a betegségtiineteket. Amellett, hogy
a P. viridiflava pektat lidz enzimének génjét mar kordbban izoldltdk, nem ismertek mas, a
kérokozassal kapcsolatos egyéb faktorai, melyek a fert6zés soran indukalédnak. Amikor a
baktérium fogékony novénnyel alkotott kapcsolatinak eredménye a lagyrothadas kialakulasa,
a pektint bont6 enzimek a Iényegi virulencia faktorok. Emellett azonban a baktérium szamos
egyéb virulenca faktort igényel a gazdanovény invazidjahoz, kolonizalasdhoz. Ismert, hogy a
kérokozo baktériumok, beleértve a filogenetikailag tdvoliakat is, genomjukban szamos k6zos
tulajdonsagot hordoznak, mint amilyenek a patogenitds szigetek (PAI, review: Hacker és
Carniel, 2001). Sok koérokozdsban résztvevd gént azonositottak a kérokozé baktériumokban,

de szamos esetben nem tisztazott ezek feladata, illetve fajok kozotti elterjedtsége. Ezek koziil
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egy, az el6szor S. typhimurium esetében kozolt mviN (Carsiotis et al., 1989), ami egy
feltételezett membran fehérjét kodol, és amelyik sziikséges a nitrogénkotd szimbionta
Rhizobium tropici mozgéasédhoz is (O’Connell et al., 1998).

Az mviN,, génre nézve funkcidjat vesztett P. viridiflava mutans torzzsel végzett vizsgilatok
bizonyitottdk, hogy (i) az mviN,, sziikséges a baktérium uszo-terjedd mozgdsdhoz, mivel
lagyagarban a vad tipusd baktériummal szemben, a mutdns torzs az inokulacié helyétl nem
terjedt szét (25. dbra), valamint (ii) az MviNy, a P. viridiflava virulencia faktora, amely a
novény invazidjdhoz sziikséges, hiszen a mutdns torzs a P. fluorescens szaprofiton
baktériumhoz hasonléan nem volt képes az Arabidopsis thaliana leveleinek feliiletérdl a
természetes nyildsokon bejutva elszaporodni a sejtkdzotti jaratokban, ahogy azt a vad tipust
torzs tette (26. dbra). (ii1) Azt, hogy az MviN,, a fert6zés korai szakaszédban jatszhat lényeges
szerepet, megerdsitik azok a baktériumszaporodds gorbék, melyek a vad tipusd és a mutdns
P. viridiflava torzsekbdl készitett baktérium szuszpenzidk injekcids fecskenddvel kozvetleniil
az Arabidopsis levelek sejtkozotti jarataiba juttatidsat kovetden, a baktériumok Arabidopsis
levelekben torténd szaporoddsat mutatjak (27. dbra). Az MviN,, invédziohoz kotott szerepét
bizonyitja az is, hogy az mviN,, inaktivdldsa nem vezetett a fertdzott Arabidopsis levelekben
sem a klorotikus udvar, sem pedig a nekrézis elmaradasiahoz (28. dbra).

Habar az MviN feladata nem teljesen tisztazott, érdemes megjegyezni, hogy a lagyagarban
végzett isz6 mozgashoz kemotaxis sziikséges. Ennek figyelembevételével arra lehet gondolni,
hogy az MviN a kornyezeti jelek érzékelésében, illetve a jelek széllitdsdban részt véve viltja
ki a kemotaxis alapd mozgast. Ezt a hipotézist erésiti meg az, hogy a szimbionta nitrogénko6to
Rhizobium leguminosarum (Schliiter et al., 2000) és R. tropici (O’Conell et al., 1998)
esetében az mviN gén 5° vége atfed a glnD, nitrogén szenzort kédold gén 3° végével
(Kennedy et al., 1994).

A munkdnk sordn azonositott gének koziil a betegségtiinet megjelenéséig vezetd folyamatban
els6ként tehdt a baktérium mozgdsdban szerepet jatsz6 mviN,, kap feladatot. A tobbi izolalt
gén kozill a kérokozé baktérium mozgdsdban jatszik szerepet a szerin érzékeld receptor
fehérje is, mely a baktériumokra jellemzd kemotaktikus mozgéds irdnyadt szabdlyozza. A
kérokozas folyamatdban eldrehaladva kapnak szerepet azok az azonositott gének, melyek a
novény tdpanyagainak felhaszndldasdban és részben a védekezési rendszereinek letorésében
muikodnek kozre, ilyen az ABC transzporter; sziderofér::vas komplex receptor és a
2-hidroxipent-2,4-dienoat hidratdz génje. El6bbi a sziikds kornyezeti tényezok lekiizdésében
szereplo vas(Ill)-kelat képzo és hasznositd rendszer részeként mikodik, bar P. aeruginosa
-ban e feladata mellett, a pyoverdin sziderofor kivaltja hdrom kivédlasztasra keriild virulencia

faktor termelését is (Beare et al., 2003). Emellett a Ralstonia solanacearum-ban tallt PrhA,
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mely egy kiils6 membrén sziderofér receptorokkal homoldég fehérje, az eddigi ismeretek
szerint az egyetlen olyan faktor, amely a kérokozé baktérium hrp génjeinek indukéldsat valtja
ki azéltal, hogy érzékeli a baktériumnak a novényi sejttel torténd érintkezését (Aldon et al.,
2000). A 2-hidroxipent-2,4-dienodt hidratdz a fenol/3,4-dimetilfenol atalakitds enzime, mely
egyrészt a novény védekezd elemeiként ismert, tobb ezer fenol vegyiilet (egyszerti fenolok,
fenol savak, kinonok, flavonoidok, Geissman, 1963) lebontdsaban vehet részt, masrészt a
novényi jelmolekulaként ismert, szintén fenol szarmazék szalicilsav (SA, 2-hidroxibenzoesav)
lebontasédval befolydsolhatja a novény védekezd rendszereinek (systemic acquired resistance,
SAR) mikodését. A gazdandvénybeli ozmdtikus stresszel szembeni ellenallésdg legaldbb
részben a Ca®*/H" cserét katalizalé Ca®*-antiporter fehérje révén val6sulhat meg. A
kérokozési folyamat végén, a lagyrothaddsos tiinetek kialakitdsaért felelds pektat 1lidz enzim
(PEL, EC 4.2.2.2) génjének azonositdsdval megerdsitettiik az enzim kérokozdsban betoltott
szerepét

Vizsgdlati rendszeriinkkel tehat, tobbségében a kdrokoz6 baktérium olyan génjeit
azonositottuk, melyek a kérokozds jarulékos elemeit kddoljéak, ez aldl kivétel a 14gyrothaddsos
tiinet elsddleges kivaltdja, a pektit lidz enzim génje, valamint az MviN,, memranfehérjét
kédolé gén.

A kiilonb6z6 kornyezeti stresszel szemben a baktériumok gyors alkalmazkodd képességgel
rendelkeznek. A novény sejtkozotti jaratainak abiotikus stressz tényezdit modellezve, a
kanamycin riportergén kifejezddése alapjan minimal és komplett tiptalajokon vizsgiltuk az
izolalt gének aktivitasat. A kisérlet ramutatott arra, hogy az izolalt gének tobbsége induktiv
kornyezet hidnyédban erds transzkripcids gatlds alatt all, kivételt az IviPV-s1/5 és IviPV-s1/6
torzsek mutattak.

Az ivi-gének in planta expressziés dinamikdjinak vizsgélata sordn meghataroztuk a GFP altal
kibocséjtott fluoreszcencia jeleket a baktérium szuszpenzidt tartalmazé paprikamintak
homogenatumdban, a fertézéskor és azutan 1,5-2-és 3 draval. A kisérlet megerdsitette az
in vitro, minimdl tiptalajon kapott eredményeket, azzal a kiegészitéssel, hogy a vizsgalt
ivi-gének transzkripcids gatldsa a fertdzést kovetden megszlinik; valamint, hogy a
génindukcid révén termel6dé GFP dltal sugéarzott fluoreszcencia a fertézést kovetd harmadik
ordban a mérhetdség kiiszobértékét atlagosan 30%-al meghaladé mértékben novekszik (24.
abra).

Erdekes médon a 7.2 mellékletben megtaldlhaté azonositott ORF-ek transzlaciés indit6
kodonjatol upstream elhelyezked6 nukleinsav szekvencidk kozott tobb esetben nem talaltunk
ismert, vagy valOszinisithetd prométert. Ez vélhetden az egy szabdlyozdsi egységbe

(operonba) rendezett gének esetében az operon elejérdl atirddd €s un. policisztronos mRNS-t
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képz6 ORF-ek esetében lehetséges. A pektit liazt kédolé ORF esetében azonban a 6°* és 6'°
kotohelyek mellett, TGTGA-Ng-TCACA, CRP felismerd helyet valamint egy konzervilt,
(pirimidin),-CA-N-GGA, GacA-tdl fiiggd, RNS tipusi szabdlyozé kotOhelyet is taldltunk
(Blumer et al., 1999, Liao et al., 1996). Ez a génkifejez0dés transzkripcids és transzlacids
szinten torténd lehetséges szabdlyozasit jelenti.

A plviGK plazmid lehetdvé teszi, hogy a konstitutiv és induktiv promdtereket
elkiilonithessiikk. Munkdnk sordn azonban az is bebizonyosodott, hogy a gfp riportergén
alkalmassa teszi a plazmidot olyan prométerek kivdlogatdsara is, melyeknek van egy enyhe
alapaktivitasa, ami indukcié hatdsdra megnovekszik. Az IviPV-s1/5 €s az [viPV-s1/6 torzsek
az in vitro szelekci6 harmadik napjira elegendd GFP-t termeltek ahhoz, hogy UV fény
megvilagitds hatdsara, szemmel lathatd fluoreszcens fényt bocsassanak ki. Ez arra utal, hogy
(i) a torzsek altal képviselt gének prométer régidinak alapaktivitidsa van €s az ebbdl szarmazo,
stabilan fennmaradé GFP halmozédik fel, vagy, hogy (ii) azok kifejez6dése fiigg a
P. viridiflava novekedésétdl (pl. stacioner fazisba 1épésétdl), illetve, hogy (iii) az indukcié az
inkubécid alatt, a téptalajban valtozé valamely fizikai faktor révén valdsul meg (ilyen lehet pl.
a szaporod6 baktériumok masodlagos anyagcseretermékei altal bekovetkezd pH csokkenés).
A fluorométerrel végzett in planta kifejez6dés kinetikai vizsgdlata alapjan csak annyi biztos,
hogy a két Ivi-tdrzsben vizsgdlt promdterek megfelelé kornyezetben képesek atvéltani egy
er0sen kifejez6 allapotra. Az mviN,, esetében a fenti feltételezések egyike sem zdrhato ki,
hiszen az E. coli-ban és Bacillus subtilis-ben, a flagellin képzéséhez sziikséges o (RpoF,
Arnosti és Chamberlin, 1989, Helmann és Chamberlin, 1987, Helmann et al., 1988, Mirel és
Chamberlin, 1989) és a Vibrio cholerae (Correa et al., 2000), Helicobacter pylori (Spohn és
Scarlato, 1999), és Campylobacter jejuni baktériumokban a flagellum biogeneziséhez
szitkséges c* (Barrios et al., 1999) kotOhelyek egyardnt megtaldlhatok az mviN,, prométer
régidjaban. Az RNS polimerdznak az utébbival alkotott komplexe csak egy, az NtrC csalddba
tartozé aktivator kotddésével egyiitt képes a transzkripcidt véghezvinni. Az aktivator
hidnyaban a 6™* nem képes a kett6sszdli DNS szétnyitdsara, ami nemcsak a sajit maga 4ltal
irdnyitott transzkripciét akaddlyozza meg, de egy masik atfedd illetve upstream promoterrol
meginduld atirast is meggatolja, mivel fizikai akadalyt jelent a t6le 5 irdny feldl érkez6 RNS
polimeraznak (Rojo, 2001). Erdekes médon az mviN,,, 5 upstream régidjdban taldlhato,
feltételezett NtrC kotohelyek atfedésben vannak tobb DNS koto fehérje feltételezett felismerd
helyével, ami a kotShelyért folytatott versengést eredményezheti. Az mviN,, mésik vélhetd
prométere, melyben a ¢’ felismer hely taldlhatd, szintén tobbszords szabalyozds alatt allhat,
mivel a -10 box-a fedésben van a quorum sensing (sejtszamtol fiiggd-) szabalyozdst biztositd
Lux box-al (Egland és Greenberg, 2000), emellett a katabolit represszidban aktivatorként és
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represszorként egyarant szerepet kapd, CRP és CytR kotéhelyek is megtaldlhatok a régidban
(Kolb et al., 1993, Rasmussen et al., 1993), valamint az SOS-vdlasz represszora, a LexA
felismerd helye (Calero et al., 1991) és a KdgR represszor (Aarons et al., 2000) kotohelye is.
A CytR mozgasban betoltott jelentoségét Erwinia carotovora subsp. carotovora esetében mar
igazoltdk (Matsumoto et al., 2003), a CRP ¢™* miikodését potencidlisan gitlé hatdsa (Wang et
al., 1998) bonyolitja a prométer régid szabdlyozdsdnak megértését. Mindezek mellett, az
mviN,, 5’ nem kodol6 régidjaban taldltunk tokéletlen PIP box-okat is (hrpll box néven is
ismert, Oku et al., 1995). A PIP box, a X.campestris pv. vesicatoria, HrpX (Buck et al., 1986,
Noél et al., 2002), és a Ralstonia solenacearum HrpB (Cunnac et al., 2004, Brown é&s
Collmer, 2004), AraC-tipusd transzkripcids aktivatorok (Wengelnik és Bonas, 1996)
feltételezett kotdhelye, melyek e baktériumokban a hrp gének szabalyozdsiban vehetnek
részt. PIP-box altal szabdlyozott génexpresszié Pseudomonasok esetében nem taldlhaté az
irodalomban. Erdekes mdédon, a vizsgdlt prométer nem tartalmaz GGAACTNA-N13-
CGACNNA, hrp box-ot, mely a P. syringae és Erwinia spp. (Bogdanove et al., 1998, Innes et
al., 1993) esetében, a hrpL-tdl fiiggd promoéterekben taldlhaté meg és feladatét tekintve analog
a PIP box-szal.

Az mviN,, 5’ nem kddol6 régidjaban jelenlevd, tobbféle feltételezhetd transzkripcids faktor
jelenléte lehetdséget biztosit az MviNp, kiilonb6z6 mértékii termeléséhez, ez lehetdvé teszi,
hogy az P. viridiflava eltéré koriilmények kozott, differencidltan fejezze ki az mviN,,-t. A
transzkripcids start pontok meghatdrozdsa kiilonbozd koriilmények kozott vélaszt adhat a
promoter régié hasznélataval kapcsolatban felmeriilt kérdésekre.

Az Uj, IVET-tipusu szelekciés mddszert hasznosité pIlviGK plazmiddal végzett kisérleteink
eredményeként tehat tobb, a P. viridiflava koérokozdsdban szerepet jatszé gént sikeriilt
meghataroznunk. Ezen eredmények alapjan az altalunk szerkesztett plviGK, az
antibiotikummal szemben kifejtett ellendlloképességet kihaszndlé szelekcids rendszerrel
egyiitt alkalmazva, mas baktérium-novény kolcsonhatdasdban is alkalmazhat6 lehet a kérokozo
gazdanovényben indukdl6dd génjeinek feltarasahoz.

A moddszerrel lehetdéség nyilhat a baktérium olyan effektor fehérjéit kodold génjeinek
izoldlasara, melyek a novényi ellenalld képesség gatlasa révén elOsegitik a betegségek
kialakulasat. Az ilyen faktorokkal szembeni szelekcié a baktériumos novénybetegségekkel
szembeni széleskorli rezisztencidt eredményezhet. Ez a tudatos novénynemesités rassz
-specifikus, R gén alapu torekvésein tilmutat6 lehetdségeket biztosithat, hiszen segitségével a
termesztett novények a baktériumos kérokozoik egyszerre akar tobb fajaval szemben is

védettséget kaphatnanak.
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6. OSSZEFOGLALAS

A novénykdrokozé baktériumok kérokozéd képességének genetikai tanulmanyozédsa gyakran
titkozik akadédlyokba olyan gének azonositdsdndl, melyek elsdsorban a ndvényekkel alkotott
kolcsonhatdsuk sordn aktivdlédnak. Munkank sordn IVET (in vivo expression technology,
Mahan et al., 1993) prométer keresd plazmidokat szerkesztettiink és alkalmaztunk olyan
gének izoldlasdhoz és jellemzéséhez, melyek a lagyrothaddsos betegséget okozd
Pseudomonas viridiflava kérokozéassal kapcsolatban 1év6 faktorait 6rokitik.

A plviGK plazmid hasznélata, a hozza kapcsolddd antibiotikum rezisztencia-alapu szelekcids
modszerrel lehetové tette a P. viridiflava tobb olyan génjének azonositisat, melyek a fert6zés
soran erdsithetik annak virulencigjat. Ezek koz¢€, az in vivo indukalédott gének kozé tartozik a
pel, mely a lagyrothaddsos tiinetek kialakuldsaért felelos pektat lidzt kédolja. E mellett
izolaltuk és jellemeztiik a P. viridiflava egy 1j, feltételezhetben membranhoz kotott virulencia
faktorat kodolé génjét, az mviN,—t is. Az MviN,, fehérjét kodol6 gén mutéicidja a
P. viridiflava mozgasat és virulencidjit is befolydsolja. Az mviN,, génnel fuzionalt gfp
riportergén in planta kifejez0dés dinamikdja azt mutatta, hogy LB taptalajon az mviN,, —nek
alap aktivitdsa van, amely induktiv tényezok kozott megndvekedhet. Az mviN,, 5’ upstream
régidjanak elemzése tobbszorosen atfedo, o’t_at és o' —et felismer6, illetve vélhet6en PIP-
box-ot tartalmazo, feltételezett promoter szekvencidk jelenlétét mutatta. A kiilonb6zo
prométerek valdszinileg a novényi szovetekben a fert6zés soran, megfeleld koriilmények
kozott 1épnek mikddésbe.

A tobbi ismert génnel szekvencia homoldgiat mutatd azonositott ORF-ek membran fehérjéket,
vagy lebont6 folyamatokban szerepld enzimeket kodolnak.

Ezen eredmények alapjan, a plviGK-t alkalmazé IVET mdédszer egyéb novénykoérokozd
baktériumok tovdbbi virulencia génjeinek azonositdsit is lehetdvé teheti, ezzel mélyebb

betekintést biztosithat a novények baktériumos betegségeinek koértandba.
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SUMMARY

Analysis of virulence mechanisms of plant pathogens is often limited by the lack of genetic
tools that can be used to identify genes that are preferentially expressed during their
interactions with plants. We have constructed IVET (in vivo expression technology) promoter
probing plasmids and utilized them for the identification of genes that encode pathogenicity
factors of the soft rot causing bacterium Pseudomonas viridiflava.

Using the plasmid pIviGK and the corresponding antibiotic resistance-based selection method
allowed the identification a number of genes that potentially enhance the virulence of P.
viridiflava during infection. These in vivo induced genes included pel, the gene encoding
pectate lyase, which is responsible for the development of soft rot symptoms. We have also
isolated, and characterized the gene mviN,, encoding a putative novel membrane associated
virulence factor of P. viridiflava. A mutation in the gene encoding MviN,, protein was shown
to influence motility as well as virulence of P. viridiflava. The mviN,, gene is expressed to a
moderate level in LB media and it can increase under inducing conditions as was shown by
measuring in planta expression dynamics of the fused gfp reporter gene. Analysis of the
5’upstream region of mviN,, showed the existence of multiple overlapping putative promoter
sequences, recognized by o™ and 6™ and a putative PIP-box. It is likely that the different
putative promoters become functional under particular conditions, in plant tissues during
infection.

The other identified ORFs that show sequence identity to known genes encode membrane
proteins, or encode enzymes in catabolic pathways.

Based on these results the IVET method that utilizes pIviGK would certainly allow
identification of additional virulence genes of plant pathogenic bacteria thereby provide

deeper insights into the pathogenesis of bacterial diseases of plants.
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7.2  DNS nukleotid sorrendek

IviPV-s1/1.:

PSPTO2331

Deoxiguanozin-trifoszfat trifoszfohidroldz

Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000
ggecttgeggtaggeccgtcgaacagggaagetaagecactatcattgatggagtgaccgecttggattggcagacectgettaaceg
cgaacgactcggcaaaaccctgecacagecccgaagaactggggegeageccgtttcacaaggaccacgaccggatcatcttttecg

gtgecttcegeegtetggggcgecaagacgeaggteecatecggtgtccagecaacgaccacatceatactcggetgacccacteactgg

aagtcagct

A transzlaciés start kodon €s a feltételezett riboszéma kotéhely (RBS) vastagon szedve. A feltételezett 0"’
kotohelyek, a -35 box -10 box aldhtizva. (GeneBank acc. number DQ273692)
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IviPV-s1/2.:

PSPT0O2603

ABC transzporter, ATP-binding/permease protein

Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000
acaccgtcatcgacgcgcaacgcatcgtegtectcgatcagggecgggtgctcggeatcggecgecatgageagttgetcgaaaact
gcgagctgtatcaacaactctggcaagaccacacccgeattcgecaatggecaactgagecagtggagaaccegeatgatttccagtct
gatgcgegegggcgaacgectcgecagggeaacgegatccacgectgagecaaggettgegectggeagtecttgaaggtetgttga
gcgeagegecgtacctgetgetgtactggctgctggecgagectgtticgacaatacgetgcagggctggagectgatctggetggegcet
gggcatgcttgectgtttgatcgggegaattgtegtcggegeecteggeacaccgetgatattcaccggtgectacgeaatgatggecaa

atgcccgectgegtctggtcgaccatttacaaaagcet

A transzlacids start kodon és a feltételezett riboszéma kotohely (RBS) vastagon szedve. (GeneBank acc. number
DQ273693)
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IviPV-s1/3.:
STM3216
az E. coli ,,methyl-accepting” kemotaxis fehérje 1.-hez hasonlé fehérje
Salmonella typhimurium LT2

tctttcattattagtgccaatttatgtcacttttggttcatetttctgtgaacaataaatattacttactaataatgttccgaaataaaaagcgatca
atatcataaagttagtaacattattgccgataaatcttcctgtatgaggatatgcaatcccagggagaaaatatgtttttgcataacattaaaa
tacgttcaaaattatttatggcctttggcttattcattgtictcatggtggtgagttccgetctgtetttgtttagecttgatcgggctaatacggg

tatgcagaacattattaccaatgattatcccaccacggtgaaagcecaatctgttaatcgataattttaatgatttcatca

A transzlaciés start kodon €s a feltételezett riboszéma kotéhely (RBS) vastagon szedve. A feltételezett 0"’
kotohelyek, a -35 box -10 box aldhizva. A CRP (c-AMP Receptor protein) kotShely szaggatott vonallal aldhdzva
az upstream szekvencidban. A valészinii LexA felismerd hely ddlten és vastagon szedve. A feltételezheté RpoH
(032, ) felismerd hely két vonallal aldhizva. (GeneBank acc. number )

89



IviPV-s1/4.:

PPDMPEFGH

2-hidroxipent-2,4-dienodt hidratdz

Pseudomonas sp. CF600
ttcctgagagagacgaaaatggacaagattttgatcaacgagetcggegacgagetgtatcaggegatggtcaatcgegaggeegtg
tcgccgetgaccagecgtggectggatatttccgtcgacgatgectaccacateteectgegeatgetcgaacgecgactggecgecg
gcgagaaggtgatcggcaagaagatcggtgtcaccagcaaggeagtgcagaacatgetcaacgtgtatcagecagacttcggttace

tgaccgaccgcatggtgttcaacageggegaggcgatgccgatcagecagttgctgatgcag

A transzlacids start kodon €s a feltételezett riboszoma kotdhely (RBS) vastagon szedve. (GeneBank acc. number
DQ273696)
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IviPV-s1/5.:

PSPTO4477

a TIGR a HMM fehérje csalddhoz tartozénak taldlta, TIGR00846

K*-fiiggd Na*/Ca®* kicserélé fehérje

Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000
ccetcgactaagecctegatcaaggacaaccecctattctccagetatcggeccetgeccgeceecgegetgattcagatgetcagtggt
ttgetgttgetgetgatcggggecgaactgteggtgecgegetgeegtacacetggeggcegattttcaaggttcggecactgatcatcgg
cctgactgtegtggegatgggcaccagegegectcaaatggeegteagectgcaagecgegttttccgacaacaccgacattgecgt
gggcagegtgatcggeggeaacatcttcaatgtgetggtcatectcgggcetgtgttegetgatcattcegttgegegtegegegteaggt

attgcacatcgacatccecgetgatgatcggegectgectgetggecateggectgtegtggage

A transzlacids start kodon €s a feltételezett riboszoma kotdhely (RBS) vastagon szedve. (GeneBank acc. number
DQ273694)
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IviPV-s1/6.:
PSPTO0804
MviN membran fehérje csaldd
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000

gtettgtcaagggcagttaaggtgttcegetgagtggttgcagettttgaccggatgatttatttccggegtgecgacctgtaaactegegg
cctttgettcgggcatttgeggegegaagtatcgeataaatggacggcttaatcgeccatectttgccaaggegeacaagtctttcaatg

aatctactcaagtcactcgecgecgteagetetatcacaatggtttccegggttetgggettcgtcecgggacaccatcattgegegeactt

tcggggctggaatggcgaccgacgccttctttatcgecticaaactgecccaacctgetgeggegeatctttgecgagggcactttttcec
aggcattcgtgccgattcttgccgaataccaa

A transzlaciés start kodon és a feltételezett riboszéma kotdhely (RBS) vastagon szedve. A feltételezett o’

kotohelyek, a -35 box -10 box aldhtzva. (Egyéb jellemzd kotdhely-homoldgidk a 20. dbran lathatok.)
Két vonallal van aldhtizva az mviN transzmembrdn fehérjékre jellemzd konzervalt aminosav szekvencia
motivumot (AEGAFSQAFVPILA) kédolé nukleinsav régié. (GeneBank acc. number DQO077711)
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IviPV-sl1/7.:
D4461
pektat lidz (EC-number= 4.2.2.2)
Pseudomonas viridiflava

ctgcageggacgttattcgetgcaaaggegataaggacgtcecgetcgagaaacgtgecgtgaccggtacgttaaaaaactcaag
ek kg

ttaatcaaggatctgattactcaatggtcaaaccttcacttttttctgccaacaaactggcaagtgecgttgtegettctttgetgtttgcaag
cgctggtgcacaggecgatatcgetacggatgtcgcaaccaccggetgggecacccagaacggeggeaccaagggeggctccaaa

gcggctgecgaacaacatctacaccgtaaagaacgetgecgaget
A transzlaciés start kodon €s a feltételezett riboszéma kotéhely (RBS) vastagon szedve. A feltételezett 0"’
kotéhelyek, a -35 box -10 box aldhtizva. A 6> konszenzus szekvencidt als6 csillagok jelzik.

A GacA-fliggd szabdlyozdshoz sziikséges (pirimidin), CA-N-GGA kotShely kettds vonallal van aldhdzva.
(GeneBank acc. number DQ273695)
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