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1. BEVEZETES

A novények kornyezetében szamos mikroba €1, melyek a szoveteikbe is bekeriilhetnek. A
novények belseje virusok, gombdk és baktériumok szdmara nyujthat életteret. A
mikroorganizmusok folyamatosan tdmadjdk a ndvényt, olykor stlyos jarvanyokat okozva,
legtobbjiik azonban mégsem taldlja meg a novény szdveteiben az optimalis koriilményeket.
Sikertelenségiiknek altalanosan harom oka van: (1) a preformalt védekezés strukturalis és
toxikus gatjai akadalyozzdk a fertdzést, (2) egyes kornyezeti feltételek hianya a ndvényen
beliil, vagy (3) a mikroorganizmus felismerését kovetéen kialakuld indukalt védekezési
mechanizmusok lokalizaljak a korokozot.

A baktériumok altal indukalt védekezési mechanizmusok kutatasdban uttérd szerepet
jatszottak Klement Zoltdn és munkatirsai az MTA Novényvédelmi Kutatdintézetében. A
fitopatogén baktériumok altal okozott hiperszenzitiv reakcié (HR) elsd leirasa ota (Klement et
al., 1964) megszamlalhatatlan kisérletben prébaltdk megtaldlni e jelenség Osszetevoit, és
ezeket felhaszndlni a novénykortan €s novénynemesités teriiletén. Azonban tobb mint
negyven ¢&v elteltével is szép szammal akadnak még feltérképezetlen teriiletek. Az
ezredforduldo 6ta HR mellett a kutatok érdeklédése egyre inkabb kiterjedt a korokozokkal
szembeni védelemben alapvetd szerepet jatszo altalanos rezisztenciara (basal resistance, BR).
A BR leirasa (Klement et al., 1999) és a korszerti molekularis technikdk lehetdséget adtak
munkacsoportunknak egy sokaig mell6zott, de nagy jelentdségii novényi védekezés biokémiai
¢s molekularis jellemzésére.

A felismerés és betegség ellenallosag kialakulasa kozott igen bonyolult jelatviteli halozat
mikddik. Annak ellenére, hogy sokat tudunk a novényi védekezések kimeneteleirdl, mégis
mindmaig tisztdzatlan, hogy melyek azok a faktorok, melyek a BR soran gatoljak a
baktériumokat (Espinosa and Alfano, 2004). A BR alatt bekdvetkezd élettani, kortani €s
molekularis mechanizmusokat munkacsoportunk tobb megkozelitésben vizsgalta. A dohany
sejtkozotti folyadékanak fehérje Osszetételében megfigyelhetd valtozasokbdl kiindulva
mutatjuk be a BR egyik megnyilvanulasat, a baktériumos fert6zés korai szakaszaban fellépd
korai altalanos rezisztenciara (early basal resistance, EBR) sszpontositva.

A témaban Ott (2002) doktori téziseiben szdmos eredményt kozolt, melyekben tobbek
kozott arra vilagitott rd, hogy az EBR alatt fehérjevaltozasok kovetkeznek be a dohany
sejtkozotti  folyadékaban. Jelen dolgozat célja az ,uttér6” munka folytatasa volt.
Célkitlizéseink az emlitett dolgozat eredményei, az EBR egyre hangstlyosabb nemzetkozi

jelentdsége és kutatési iranyvonalai alapjan fogalmazodtak meg:



A korabban kimutatott fehérjék EBR-hez kapcsoltsaganak megerdsitése €s 0j fehérjék
kijelolése. Az EBR-hez kapcsolt fehérjék tovabbi indukcids tulajdonsagainak
vizsgalata, kiilonds tekintettel a PR-fehérjéket kivaltd hatasok tanulmanyozésara;

Az EBR-rel szoros korrelacioban allo fehérjék meghatarozasa aminosav-sorrendjiik
alapjan. A fehérjék azonositasaval kovetkeztetni, amennyiben lehetséges, a
rezisztenciaban betoltott feltételezhetd szerepiikre. Az EBR-hez kapcsolt fehérjék
molekularis markerként valo alkalmazasdnak megalapozasa, melynek kulcsfontossagu
része, hogy kvantitativ modszerek segitségével értékelhetd legyen kifejezodésiik. Az
EBR fehérje-markereinek felhasznalasaval a védekezést kivaltd baktérium
komponensek (elicitorok) azonositasa;

Az EBR-rel korrelaci6t mutatd fehérjék funkcionalis vizsgalata, mely a
rezisztenciaban aktiv (pl. bakteriolitikus, bakteriosztatikus) komponensként valo
részvételiiket probalja alatdmasztani;

A szOlészet terliletén az agrobaktériumos golyvasodas jelenleg is veszélyes korokozo.
Ellene nincs kidolgozott, hatékony ndvényvédelmi eljards, a megelézésen kiviil.
Kisérleteink célja az EBR alkalmazési lehetdségeinek felmérése e gazdasagi

szempontbol is jelentds betegség ellen.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az altalanos rezisztencia és parhuzamok a kiilbnb6z6 élélények altalanos
védekezésében

Az ¢lovilagban az é€letben maradas feltétele az idegen szervezet felismerése. A felismerés
képezi alapjat az altalanos rezisztencianak (BR) és teremt lehetdséget a fertdzést megkisérld
mikroorganizmusok elpusztitdsara. Miikodése hozzdjarul ahhoz, hogy a mikroorganizmusok
nagy szamahoz képest viszonylag kevés azon korokozok szama, amelyek tiinetet okoznak az
¢lé szervezetben. Emldsokben, izeltlabuakban ¢és immar ndvényekben is bizonyitott az
altalanos védekezés jelenléte (Medzhitov and Janeway, 1997; Khush and Lemaitre, 2000;
Cohn et al., 2001). Az altalanos védekezés egyes elemeinek hasonlosaga az ¢él6lények
kiilonb6z6 csoportjaiban arra utal, hogy e védelem az evoltcio korai szakaszaban alakulhatott
ki. A kiils6 jegyeket €és a belsd mitkodést tekintve a torzsfejlodés egymastdl messze sodorta
ezeket az ¢élélénycsoportokat, mégis az alapvetd védekezési reakcid megdrzott szamos
hasonlésagot (Szatmari és Klement, 2003). A legtobb kdzos vonast az altaldnos védekezésben
a tamadoé mikroorganizmust felismerd rendszerben taldljuk (1. abra) (Asai et al., 2002,
Niirnberger and Brunner, 2002). A mikrobakra jellemzé molekularis mintdzatokat PAMP-
ként (pathogen associated molecular patterns) roviditjiik, amelyek altalanosan konzervalt és
kifejez6d6, nem specifikus idegen-jelzOk. Ezeket — kozvetleniil vagy més molekulak
kozvetitésével — a mintazat felismerd receptorok érzékelik és védekezéshez kapcsolhato
gének aktivaciojat és antimikrobialis vegyliletek képzését valtjak ki. A Drosophilaban Toll
receptornak (Imler and Hoffmann, 2001), mig emlésdkben, a sejten kiviili részben talalhaté
leucinban gazdag ismétlddések hasonlosaga miatt, Toll-szerli receptornak (Toll-like receptor,
TLR) nevezik 6ket (Aderem and Ulevitch, 2000; Underhill and Ozinsky, 2002). Ahogy a
receptorok szerkezetében, a felismert molekularis mintdzatokban is taldlunk k6zos pontokat.
A Dbaktériumok sejtfalanak peptidogliikan- ¢s a Gram-negativ baktériumok sajtfalanak
lipopoliszaharid (LPS) alkotoeleme és a baktériumok mozgasat eldsegitd ostor épitékdve, a
flagellin fehérje képviselik a legismertebb molekularis mintazatokat, melyek megjelenése a
szervezetben mikrobidlis veszélyre figyelmeztet. Emlésokben az LPS-t a TLR4, a flagellint
pedig a TLRS ismeri fel és jelatviteli utvonalak aktivalasaval inditja be a velesziiletett
immunitast (Niirnberger et al., 2004). Drosophilaban két jelatviteli itvonal kozvetiti a Gram-
pozitiv és a Gram-negativ baktériumok specifikus felismerését. A Toll utvonal aktivatorai az
LPS és a Gram-pozitiv tipusti peptidogliikan, mig az Imd (immun deficiencia) utvonal a

Gram-negativ baktériumok peptidogliikanjat ismeri fel (Leulier et al., 2003).
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1. abra Patogénhez kotott molekulédris mintazatok (PAMP) felismerése a mitogén aktivalt

protein kinaz (MAPK) kaszkad kozvetitésével (Asai et al., 2002)

A ndvénykutatasok eredményei sokdig az LPS-r6l szamoltak be, mint egyetlen olyan
elicitor molekularél, mely mind a harom (Arabidopsis, emlés, Drosophila) szervezetben
alkalmas jelet szolgaltat az idegen organizmus felismerésére. Az emlds ¢és ecetmuslica
receptorok homoldg szekvenciai és az azonos elicitorok ismeretének ellenére a novény-
biologusok érdeklddése a téma irant csak akkor fokozddott, amikor bebizonyosodott, hogy a
flagellin védekezésre utald valaszt valt ki Arabidopsisban (Felix et al., 1999). A flagellint
felismeré FLS2 receptor (Flagellin Sensing 2) szerkezeti analdgiaja az emlds és Drosophila
TLR ¢és Toll receptoraival (Gomez-Gomez and Boller, 2000) 0 megvilagitasba helyezte a
ndvényi védekezést.

A ndvényi altalanos védekezésben szdmos momentum jobb megértése végett olyan
fogalmakhoz ¢és definiciokhoz kellett nyulni, amelyek az emlds immunbioldgia részeit
képezik. Igy pl. a védekezést kivaltd mikroorganizmus komponenseket, korabban mar
emlitettik, PAMP-nak nevezik. A ndvénybiologidban elicitoroknak azokat a molekuldkat
nevezik, amelyek barmiféle reakciot ki tudnak valtani a novényi szervezetben. A biotikus
elicitorokon kiviil ide tartoznak az abiotikus elicitorok is, melyek mesterséges eredetii, kémiai

molekulak. Igy az elicitorok koziil azon molekuldk elkiilonitésére, amelyek a novényi
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altalanos védekezést indukaljak, az emlés-immunbiologiai nevezéktan alapjan, szintén a
PAMP, vagy az altalanos elicitor elnevezést hasznaljak (Oh and Collmer, 2005).

Az 1. é4bran lathatok az Aaltaldnos védekezés ismert és vélt komponensei. Az
Osszehasonlitdo abrak egyre boviild tagokkal mutatjdk be a felismerd ¢és a jelatviteli
mechanizmust, a lanc végén viszont valtozatlan a logikus kovetkezmény: immunvalasszal
kapcsolatos gén transzkripcié — betegség ellenallésag. Nem hagyhat6 figyelmen kiviil, hogy
a novényekben a hiperszenzitiv sejtelhalas és az allatokban a programozott sejthalal
miikodésileg és fogalmilag hasonlénak mondhat6 (Lam et al., 2001). A védekezésben aktivan
résztvevd komponensek igencsak kiilonboznek a bemutatott harom szervezetben, hiszen a
rezisztencia hatast az emldsokben részben a keringési rendszer és specializalt sejtek
kozvetitik, mig a névényekben a mikroba felismerés és a védekezés minden sejt egyedi
megnyilvanuldsaként  értékelhetd, egyes esetekben  szisztemikus kémiai  jelek
kozremiikddésével. A novényi védekezés hatdsmechanizmusaban tobb elem egyiittes ereje
allitja meg a mikroorganizmus terjedését, és a védekezési formak (Lasd 2.2. fejezet) aktiv
résztvevoi kozott tobb atfedés is ismert. Tobbek kozott a reaktiv oxigénformdk, mint a
hidrogén-peroxid és a szuperoxid helyi (Bozso et al., 1999) illetéleg szisztemikus (Bell and
Charlwood, 1980) felhalmozodasa, hidrolitikus enzimek (Boller and Kende, 1979), proteinaz
inhibitorok (Green and Ryan, 1972), defenzinek (Terras et al., 1992), valamint fitoalexinek
(Hammerschmidt, 1999), nitrogén-oxid ¢s flavonoidok (Bell and Charlwood, 1980)
termelddése. Ezeket a nem-gazda és a fajta-specifikus rezisztencidval kapcsolatos HR soran
aktivalodo tulajdonsdgok azonban ritkdn hozhatdak Gsszefiiggésbe a BR-rel (Espinosa and
Alfano, 2004).

A parhuzamok felallitasa mellett kulcskérdés maradt a novényi €s allati immunitas
kozotti evolucios kapcsolat feltardsa. Az Osszehasonlitd genomanalizisek a novények ¢és
allatok kialakuldsdhoz vezetd torzsfejlodés tobb oldalara vilagitottak ra (Meyerovitz, 2002).
Helyes lehet pl. az a kovetkeztetés, hogy a novények és az allatok utolsé kdzos dse az idegen
felismeréséhez Toll/TLR rokon szerkezetekkel rendelkezett, ami megmagyaraznd ennek a
rendszernek a széleskorli az elterjedtségét. A flagellin-receptorok (FLS2 és TLRS) érzékeld
részében, valamint a receptorok aktivalasaban részt vevd egységekben fellelhetd csekély
mértékil szekvencia-hasonlosag azonban arra is utalhat, hogy a két flagellin-érzékel6 rendszer
kialakulasa egymastol fiiggetleniil ment végbe az evolicid sordn (Gomez-Gomez, et al., 1999;
Gomez-Gomez and Boller, 2000; Donnelly and Steiner, 2002). Ahhoz, hogy a kozeljovoben
pontos valaszt kaphassunk erre a kérdésre, a ndvények és az dallatok immun-

mechanizmuséaban a kozos elemek részletesebb, 0sszehasonlitd vizsgalata sziikséges.
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2.2. A korai altalanos rezisztencia helye a novényi rezisztenciaformak
rendszerében

Az EBR besoroldsa a tobbi novényi védekezési mechanizmus kozé egy rovid attekintést
igényel az egyes formak kozott. Az indukalt védekezések koziil azt, amelyik — a preformalt
védekezéssel vallvetve — az altalanos elicitorok kozremiikddésével a novény sejtkdzotti
jérataiban megallitja a nem ndvény- és nem-patogén mikroorganizmusok szaporodasat, és
kozremiikddik az inkompatibilis illetve kompatibilis baktériumok megfékezésében (Ott et al.,
20006) altalanos (basal) rezisztencianak nevezziik. Az elnevezésben az ,,altalanos” sz tobb
megkozelitésben is helytalld, mivel szadmos, eltérd rendszertani csalddba tartozd ndvényben
igazoltak miikodését, igy Nicotiana tabacumban (Lovrekovich és Farkas 1965, Burgyan és
Klement, 1979), Capsicum annuumban (Keshvarzi et al. 2004), Arabidopsis thalianaban
(Bozso et al.,, 2002), Medicago truncatulaban (Bozs6é et al., 2005 b), valamint adott
ndvényben nem csak egy korokozo meghatarozott rassza, hanem a mikroorganizmusok széles
kore ellen is védettséget nyujt. Az altalanos rezisztencia korabbi elnevezései pl.: korai
indukalt rezisztencia (early induced resistance, EIR) (Burgyan and Klement, 1979), lokalis
indukalt rezisztencia (Sequeira, 1983), velesziiletett védekezés (innate immunity) (Niirnberger
et al., 2004). A ndvények meg tudjdk védeni magukat a mas ndvényen betegséget okozo
mikroorganizmusoktol is, vagyis amelyeknek nem gazdandvényei (nhon-host/species
resistance) (Thordal-Christensen, 2003). A preformalt-, az altalanos- és a nem-gazdanovény
rezisztenciat atlépd baktériumok egyes torzseivel szemben un. fajta-specifikus rezisztenciaval
védekezik a novény (pathogen race/host plant/cultivar-specific/gene-for-gene resistance)
(Espinosa and Alfano, 2004; Niirnberger et al., 2004). Ez utobbi rezisztencia formak
ismertebb neve a hiperszenzitiv reakc6 (HR). A BR és a HR is a ndvény velesziiletett
tulajdonsaga, ezért az ,,innate immunity” kifejezés csak BR-re vald hasznéalata megtévesztd
lehet. A nem-gazdandvény ¢és a fajta-specifikus rezisztencia miitkodése gyors lefutasu
sejtelhalassal (PCD, programmed cell death) jar, igy fékezvén meg a baktériumok
szaporodasat, terjedését (Nirnberger et al., 2004). Bar a PCD leggyakrabban a nem-gazda
rezisztencia lathato jele is (Mysore and Ryu, 2004), csak a fajta-specifikus rezisztencianal
ismert a hagyomanyos értelemben vett, ,,gén génnel szemben” elven alapulo HR. Ebben az
esetben a HR kialakuldsat a kompatibilis baktérium Avr (avirulencia) génterméke és a gazda-
novény R (rezisztencia) géntermékének kolcsonhatasa okozza (Flor, 1955). Az eddig felvazolt
védekezési reakciok a baktérium fert6zési helyén, lokalisan hatnak (2. dbra). A PCD-vel jaro
védekezési reakcidk hatasa, altalaban a szalicilsav kozvetitésével, szisztemizalodhat is, vagyis
a sejtelhalastol tdvolabbi ndvényi részeken is megfigyelhetd a rezisztencia (Ryals et al.,

1994).
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2. ébra A korai 4ltalanos rezisztencia (EBR) besorolasa a novényi védekezési mechanizmusok

koz¢é (Varga et al., 2005 a)

Elfogadott, hogy az indukalt, lokélis védekezési formékat az indukald baktérium
komponens alapjan is nevezik, mivel mas-mas baktérium komponensek az induktorok.
Vagyis a BR-t az altalanos elicitorok, az in. PAMP-ok felismerése miatt ,,PAMP-mediated
resistance”-nek, a nem-gazda- ¢és fajta-specifikus rezisztenciat az Avr géntermékek
kozremikodésének kovetkeztében ,,AVR protein mediated resistance”-ként is ismerhetjiik
(Nirnberger and Brunner, 2002). Ez azonban nem mindig helytallo, mivel kimutattdk, hogy a
flagellin, az egyik legismertebb BR elicitor, aktivalja a nem-gazda rezisztencidhoz kothetd
NHO1 gént (Li et al., 2005). Vagyis feltételezhetd, hogy nemcsak a védekezés kimenetele, de

az indukalo baktérium komponensek kozott is atfedés lehet.

2.3. A korai altalanos rezisztencia jellemzé tulajdonsagai

A korai altalanos rezisztencia (EBR) a noévények indukalt, lokalis, aktiv védekezési
mechanizmusa (2. abra), mely a természetben a védekezés elsd vonalaként megallithatja a
nem-novénykorokozo és szaprotrof baktériumok szaporodasat (Klement et al., 2003). Az EBR
tiinetmentes, még sejt-szinten sem jar a HR-re jellemzd sejtelhaldssal vagy mas

szubmikroszkopos tlinettel (Ott et al., 1997), és a novény szdmara a védekezésnek ez a
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formdja nem olyan energiaigényes, mint a HR (Ott, 2002). Indukciojaban nem vesznek részt
specifikus elicitorok (pl. Avr fehérjék), hanem a mikroorganizmusokban altalanosan jelen
1évo sejtalkotd elemek, molekuldk (PAMP-ok) felismerésén alapszik (Gomez-Gomez and
Boller, 2002) (Lasd 2.6. fejezet). Igy a legkiilonbozébb muténs baktériumok is indukaljak, pl.
melyek nem-mikodé hrp (,,HR and pathogenicity”) rendszerrel rendelkeznek. A hrp gén-
csoportban taldlhatoak a patogenitds szabalyozédsaban részt vevo gének (Xiao et al., 1994), de
a gén-csoport nagyobb hanyada a III. tipusu transzport rendszer elemeit, avirulencia- és
effektor fehérjéket kodolod géneket foglal magaba (He et al., 1993; Gopalan et al., 1996) (Lasd
2.6. fejezet). A korokozo baktériumok hrp rendszere pl. a sejtek elolésével (hd, antibiotikum,
sugarzas, stb.) vagy genetikailag, a hrp rendszerben 1év6 mutacidval teheté inaktivva.
El6fordul azonban hogy aktiv, miikod6képes hrp rendszerrel rendelkezé baktérium nem okoz
sejtelhalast pl. magas homérséklet mellett (Klement et al., 1999). EBR-t olyan hdvel elolt
baktérium is indukal, ami egyébként betegséget okozna, pl. a dohdnyban kompatibilis
Pseudomonas tabaci (Burgyan and Klement, 1979). A kompatibilis baktériumok
meghatarozott gazdandvényeikben, és csakis azokban, képesek mind a BR, mind a HR
hatastalanitasara, vagy az aktiv védekezési komponensek kivédésére (Espinosa and Alfano,
2004).

A BR soran dohanyban egy korai (EBR, Burgyan and Klement, 1979) és egy késo6i
(late basal resistance, LBR; korabbi elnevezés: késoi indukalt rezisztencia — late induced
resistance, LIR) (Lovrekovich and Farkas, 1965; Sequeira and Hill, 1974) immunvalasz
figyelheté meg. BR indukald baktériummal torténd fertdzést kovetden mar a 2.-6. oratol
mikodik legalabb 24 o6ran keresztiil. Gatolja nem csak a baktériumok ndévénybeni
szaporodasat, hanem a HR-ért és patogenitasért felel6s Gn. hrp gének aktivitasat is (Bozso et
al., 1999; Ott, 2002). Az indukcidt kovetd 24.-48. orara kialakul az LBR, ami a késébbi
fertdzésektdl is megvédi a novényt (Lovrekovich and Farkas, 1965). Az EBR kornyezeti
tényezOktol valo fliggését bizonyitja, hogy alacsony hémérsékleten elhtizodik illetve gatlodik
a kialakuldsa (Besenyei et al., 2005). A fény is befolyasolja miikddését (Ott, 2002), de
kevésbé, mint az LBR esetében, hiszen a sotétben tartott ndvényekben az LBR nem mutathat6
ki (Burgyan and Klement, 1979; Hevesi et al., 1981). A levelek kora is befolyasolja az EBR
kialakulasat és intenzitasat (Ott, 2002).

Valoészint, hogy EBR elokezelést kovetden a védelem alatt allo novényi szdvetbe
injektalt nem-gazda (inkompatibilis) baktérium szaporodasa és hrp rendszere gatlodik
(Klement et al., 2003). Ez utdbbi lathat6 jele, hogy az EBR elemei altal gatolt vagy karosodott
hrp rendszeri baktérium nem valt ki PCD-t, és igy az elhalas elmarad. Az EBR késébbi,
inkompatibilis fertézésre gyakorolt gatlo tulajdonsagat felhaszndlva lehet az EBR-t —
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kozvetetten — kimutatni. A HR-gatlast felhasznalva mutattdk ki, hogy a kornyezet
hémérséklete is hatassal van az EBR kialakulasara (Klement et al. 2003). 20 °C-on az EBR
HR-gatlassal valo kimutatasa az indukcidt kovetden 6-8. oraval lehetséges, 30 °C-on viszont
2-3 ora is elég az EBR kialakuldsdhoz. A késobbi, HR-indukald fertdzéssel szembeni
preventiv hatason kiviil az EBR miikddését szamos fizioldgiai és molekularis valtozas jelzi.
Az aktivaldédott gének nyomonkdvetésével mutatta be Szatmari és mtsai. (2006) az EBR
Osszetett védekezési faktorait. A hrp mutans baktérium hatasara 3-12 6raval az indukciot
kovetden novekedett a sejtfalerdsité mechanizmus tagjainak, fahéjsav-hidroxildz, ortometil-
transzferdz, hidroxi-prolinban vagy glicinben gazdag sejtfalépitd fehérjék génjeinek atirodasa.
A jelatviteli utvonalakban részt vevé molekuldk (szalicilsav, metil-jazmonat, etilén prekurzor)
a védekezésre utald géneket nem indukaltdk. Az EBR-t kivaltd baktériumnal alacsonyabb
szinti stimulaciot detektaltak a novénnyel ,,specialis kapcsolatban™ all6 Agrobacterium
tumefaciens (Lasd 2.6. fejezet), golyvasodast nem okozo torzsével végzett kezelést kovetden.
A kompatibilis Pseudomonas tabaci el6kezelés altal eldidézett génmiikddésbeli valtozasok
nem tértek el szignifikdnsan a vizzel injektalt kontroll esetében észlelt génaktivitas
valtozasoktol (Szatmari et al., 2006). Az altalanos védekezés alatt indukalodd nagyszdmu gén
aktivacioja vagy represszalddasa jelzi, mennyire Gsszetett ez a védekezési forma (Schenk et
al., 2001; Navarro et al., 2004; Bozs6 et al., eldkésziiletben). A védekezd ndvényben
szabadgyokok, aktiv oxigénformak is karosithatjdk a baktériumokat, am ez a ndvényre is
toxikus. Ezek semlegesitésében résztvevd enzimek, a glutation-S-transzferaz és az epoxid-
hidroldz gének transzkripcidja szintén fokozddott (Szatmari et al.,, 2006). Az EBR soran
hidrogén-peroxid is termelddik, az injektalast kovetden mar 3-4 oOraval, igaz nem olyan
mennyiségben, mint a HR soran. Karos hatasdnak kivédésére, az EBR-rel 6sszhangban
emelkedett a kataldz és a peroxiddz (hidrogén-peroxid termelés/semlegesités) szint, valamint a
tpoxN1 peroxidaz gén atirddasa, és tovabbi izoemzimek megjelenését mutattak ki (Bozso et
al., 2002; Klement et al., 2003; Bozsé et al.,, 2005a). Az EBR soran emelkedik a
fehérjeszintézis mértéke is. A hovel elolt korokozok vagy a patogenitasukban sériilt (hrp)
mutansok fokoztak egy kitinaz enzimet kodold gén kifejezddését bab ndvényekben (Jakobek
and Lindgren, 1993). A baktériumok a koérokozds soran sosem jutnak be a ndvényi sejt
belsejébe. A védekezésnek tehat a sejtfalon kiviil és a sejtfalban (lasd: sejtfalerdsitésben részt
vevd enzimek) kell kifejtenie a hatasat. Ott (2002) az EBR soran a dohany sejtkozotti

folyadékaban 1) fehérjék megjelenésérdl is beszdmolt.

15



2.4. A névényi védekezés aktiv fehérje komponensei

A hiperszenzitiv reakcid az egyik leghatékonyabb névényi védekezés, mely sordn szamos
fehérjét kodold ndvényi gén aktivalodasa figyelheté meg. Ezek lehetnek: strukturalis fehérjék,
masodlagos anyagcsere enzimek vagy patogenezishez-kapcsolt (’pathogenesis-related’, PR)
fehérjék stb. Az oldhato fehérjék legnagyobb hanyadat a PR-fehérjék teszik ki. Az
eléfordulasi helyeiken (vakuolum, sejtfal, sejtkdzotti allomany) 1év alacsony pH-nak vagy az
enzimes lebomlasnak sajatos fizikokémiai tulajdonsagaik révén allnak ellen. Els6 leirasuk ota
(Van Loon and Kammen, 1970) tobb fehérjét irtak le, egy- és kétszikiiekbdl egyarant. A
dohanybol izolalt PR-fehérjéket tiz csaladba soroltdk az aminosav-sorrendjiikben fellelhetd
szekvencia-hasonlosdgok alapjan (Osszefoglalds: Utrechti Egyetem Biologiai Kar,
http://www.bio.uu.nl/~fytopath/tabacco.htm). Megjelenésiik jellemzd velejaréja a virus-,
baktérium- és gombafertdzésre adott valasznak (Van Loon, 1985; Bol et al., 1990; Bowles,
1990; Linthorst, 1991; White and Antoniw, 1991). Meg kell jegyezni azonban, hogy jo
né¢hiny PR-fehérje termelddése kiilonb6zé kémiai indukcid esetén is jellemzd, ugy mint
poliakril savval (Dumas et al., 1987), nehézfém sokkal (De Tapia, 1986), szalicilsavval
(White, 1979; Yalpani et al., 1991) vagy levegd szennyezd anyagokkal (Ernst et al., 1992;
Didierjean et al., 1993) torténd kezelésre. Egyes PR-fehérjék indukcidja figyelheté meg
novényi hormonok, mint auxin (Christ and Mosinger, 1989; Hughes and Dickerson, 1991)
vagy citokinin (Van Loon, 1983; Memelink et al., 1990), hatdsara. A stresszhormonnak tartott
etilén is hatékony PR-fehérje induktornak bizonyult (Van Loon, 1983; Boller et al., 1983;
Memelink et al., 1990; Keefe et al., 1990; Hughes and Dickerson, 1991; Eyal et al., 1992;
Mauch et al., 1992). A kémiai anyagokon kiviil az ozmotikus- vagy so stressz is kivalthat PR-
fehérje indukcidt, némely esetben az abszcizinsav kozremiikddésével (King et al., 1986;
Grosset et al., 1990; Nelson et al., 1992). PR-fehérjék akkumulalédasa nem csak valamilyen
kiilsé hatas kovetkezménye lehet. Egészséges novényekben is kimutattdk a gyokérbol és a
szeneszcens levelekbdl, valamint az egyedfejlodés egyes szakaszainak kisérd enzimeiként,
példaul a virdgzd részekbdl is (Fraser, 1981; Hornok and Kiraly, 1984; Felix and Meins,
1986; Memelink et al., 1990; Leung, 1992; Hamel and Bellemare, 1995). Ha ennyi, kérokozo-
mentes, koriilmény is kivalthat PR-fehérje felhalmozodast, indokolt a kérdés: helytallo-e a
»patogenezishez-kapcsolt” jelzd hasznalata? Megjelenésiik vitathatatlan a kérokozokkal valo
Osszefiiggésben, igy ebbdl a szempontbdl indokolt e jelzd. A patogén-indukcidra miikodésbe
1épd novényi védekezés — és ennek kovetkeztében kialakuld esetleges sejtelhalds — soran
anyagcsere valtozasok figyelheték meg, aminek jol ismert kovetkezményei az etilén, az

abszcizinsav stresszhormonok ¢és a szalicilsav akkumuléalodasa és vandorlasa (Yalpani et al.,
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1991; Malamy and Klessig, 1992; Métraux et al., 1990), valamint az auxinok és citokininek
kozotti egyensuly megbomlasa. Ezek alapjan nem meglepd, hogy ezek az anyagok
onmagukban is kivaltjak a PR-fehérjék termelddését (Stintzi et al., 1993). A ,,patogenezishez-
kapcsolt”-sag és a korokozod nélkiili indukcid szoros Gsszefiiggése miatt, az elnevezés fedi a
valosagot, és fontos szerepiik lehet a novényi védekezésben.

Itt emlitjik meg a novényi védekezd mechanizmus fokozasdra hasznalt Bion®
készitményt. A szer hatdanyaga, a benzo-thiadiazol (BTH), a szalicilsav kémiai analogja.
Erwinia amylovora ellen almaban (Baysal et al., 2002), peronoszpoéra ellen napraforgdban
(Ban et al., 2004), A. tumefaciens és Diplocarpon rosae ellen rozsaban (Suo and Leung,
2001), valamint mas novényekben is vizsgaltak az ,,immunstimulatort”. Almaban a BTH altal
kivaltott reakcioban a glilkoziddz és PR-kitindz enzimek mennyisége 64%-al novekedett, és
ezzel parhuzamosan hasonldé mértékben gatlodott az Erwinia amylowora szaporodasa (Abo-
Elyousr et al., 2006). Hiperszenzitiv dohdny novényekben a BTH ¢és szalicilsav kezelés
eredményesen csOkkentette a TMV okozta lokalis 1ézidk szamat, azonban a fogékony
novényekben ez a hatds nem volt megfigyelhetd (Kalman és Gaborjanyi, 1998). BTH kezelés
hatasara kimutattak védekezéshez kapcsolhatd peroxiddz, glutation-S-transzferaz (Thomson et
al.,, 1999), kitinaz és B-1,3- glikanaz (Burketova et al., 1999; Burketova et al., 2003)

termelOdést is.

2.4.1. A kitinazok szerepe a novényi védekezési mechanizmusokban

A PR-fehérjék koziil a kitinazokkal (EC. 3.2.1.14) kiemelten foglalkozunk. Ezek a ndvény
Osszes szervében ¢€s szdvetében megtalalhatoak, foként a vakudlumban és az apoplasztban.
Nagy ¢és valtozatos enzimcsoport, melynek tagjai nem csak a tér- ¢és idobeli lokalizaciéjukban
kiilonboznek, hanem a szerkezetiikben és a célmolekula-sajatossadgaikban is (Collinge et al.,
1993). A kitindzokat az alapjan, hol bontjak a kitint, két f6 csoportba sorolhatjuk: a kitin lanc
nem redukalo végét hasitéd kitindzok az exo-kitindzok, a lanc belsejében 1évo B-1,4-kotéseket
bontéak pedig az endo-kitinazok (Kasprzewska, 2003). A ndvényekbdl izolalt kitinazok
szerkezetiik, szubsztrat-sajatossagaik, bontasi mechanizmusuk és a fehérje-bontd enzimekkel
szembeni ellendllosaguk alapjan hét osztalyba sorolhatoak (Kasprzewska, 2003).
Fizikokémiai és enzim-aktivitasi tulajdonsagaikat figyelembe véve a ndvényi kitinazok a PR-
fehérjék négy csaladjaba lettek besorolva. A ndvényi kitindzoknak ilyen szintii diverzitasa
felveti a szerepiikkel kapcsolatos kérdést.

A legtobb PR-fehérje jellemz6 tulajdonsaga a korokozokra kifejtett karos hatés: a PR-
1 és PR-5 csalad tagjai a plazma-membrant (Niderman et al., 1995; Abad et al., 1996), mig a
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B-1,3-gliikanazok (PR-2) és a kitinazok (PR-3, PR-4, PR-8 ¢és PR-11 csaladok) a gombak
sejtfalat roncsoljak (Boller et al., 1983; Kauffmann et al., 1987; Legrand et al., 1987). A
legtobb magasabbrendii gomba sejtfalanak alkotoi, a B-1,3- gliikdnok és a kitin (N-acetil-
gliikézamin egységekbdl felépiild poliszacharid), az utdbbi két enzim szubsztratjai.

A tobbi PR-fehérjéhez hasonldan, a kitindzok sem kothetdek kizardlagosan csak
korokozo jelenlétéhez (1. tablazat, Varga et al., 2005 b). Az 1. tablazatban feltiintetett sokféle
indukcios tulajdonsagaiknak koszonhetden a védekezésben/betegségben betdltott szerepiik
megfejtése tovabb bonyolodik. Altalanossdgban elmondhat6, hogy inkompatibilis kapcsolat a
kitindzok gyors, erds ¢és szisztemikus felhalmozddasat eredményezi. Kompatibilis
kapcsolatban megjelenésiik legtobbszor nem jellemzd, vagy ha mégis, indukciojuk kisebb

mértékil és joval lassabb az el6z6nél (Meier et al., 1993).

1. tablazat PR kitinazokat indukalo kezelések

Novény Kezelés Forras

Bab Etilén Mauch and Staehelin, 1989
TNV (Tobacco Necrosis Virus) | Iseli et al., 1996

Uborka Csirazas Majeau et al., 1990

Edes burgonya | Rovar-okozta sebzés Hou et al., 1998

Dohény TMYV (Tobacco Mosaic Virus) | Brunner et al., 1998

Fenyd S?allcllsav Davis et al., 2002
Jazmonsav

Napraforgo Acetil-szalicilsav (aszpirin) Jung et al., 1993

, Etilén

Buza Mochanikai sériilés Botha et al., 1998

Rozs Hideghatas Hon et al., 1995

Mogyord uv Herget et al., 1990

Az el6z6ekbdl kideriil, hogy a kitindzok a névény sokféle stimulusra adott valaszaban
megtalalhatéak. Ezzel parhuzamosan, bizonyitott antifungalis hatasukat (Collinge et al., 1993)
is figyelembe véve a kitindzok a novény aktiv vagy passziv védekezésének fontos részét
képezik. Ezt erésitend6 kimutattak, hogy az Arabidopsis levelében a peroxidaz és exokitinaz
kifejezddés negativ korrelacidban all a virulens P. syringae pv. tomato szaporodasaval (Traw
et al., 2003).

A védekezés soran megismert jelentdségiiket és megjelenési helyiiket tekintetbe véve
feltételezhetd, hogy az extracellularis kitindzok egy gyors, indukalt reakcid részei. Ennek
soran direkt hatdsuk, hogy gétoljak a sejtkdzotti jaratokba behatold gombak novekedését, és —
indirekt médon — az ekdzben a gombak sejtfalabol leszakadoz6 rovid kitin és glitkkan egységek
tovabbi kitinazok és mas védekezési elemek szamara szolgaltatnak elicitorokat (Fritig et al.,
1998). Ebbdl kovetkezik, hogy a vakuolumban 1évo kitinazok funkcidja a fertézés késobbi

szakaszaban realizdlodik, amikor a sejtkollapszus kovetkeztében kidramlanak a sejtkdzotti
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térbe (Mauch and Stachelin, 1989). Mindazonaltal, in vitro mddszerekben a leghatékonyabb
gomba sejfal-bontd hatas nem egyetlen kitindz vizsgélata esetén, hanem [-1,3-gliikanazokkal
szinergisztikusan volt jellemzd (Roberts and Selitrennikoff, 1988; Mauch et al., 1988).

Az intenziv kitindzokkal foglalkozé kutatasok és az eddig megismert tulajdonsagaik
ellenére, a védekezési reakciokban betoltott valodi szerepiik meghatdrozdsa mindmaig
spekulacié maradt. A kitindz gének mukodésében modositott transzformans névények mégis
j6 megkozelitésnek tlinnek korokozokkal szembeni magasabb foku ellenallosaggal rendelkezd
novények létrehozasdhoz. NEhany esetben beszdmoltak fokozott kitindz-termeld
transzgenikus ndvényekrol (Jones, et al., 1988; Linthorst et al., 1990; Neuhaus et al., 1991).
Dohanyban ¢és repcében konstitutivan kifejeztetett bab kitinaz hatdsara egy fokozottabb
allando-kitinaz aktivitast értek el, aminek kovetkeztében Rhizoctonia solani elleni er6sebb
rezisztencia alakult ki (Broglie et al., 1991). A paprika bazikus kitindz, a CAChi2 gén
kifejeztetése Arabidopsisban szintén védettséget nyujtott P. syringae pv. tomatoval szemben,
valamint erés ozmotikus stressz toleranciat is mutattak a transzgenikus novények (Hong and
Hwang, 2005). Ezek alapjan ugy latszik, hogy a kitindz gének moddositasa, feltehetéen mas
antifungélis hatasu génekkel kombinalva, hatékony modja lehet legalabb néhany korokozod
elleni rezisztencia kialakitasanak, s ezaltal a természetbe Kkijuttatott peszticidek

csokkentésének (Collinge et al., 1993).

2.4.2. A kitinazok hatasa a baktériumokra

Elterjedt vélekedés, hogy a PR-kitindzok csak gombafertézésekkel szemben Ilehetnek
hatékonyak. Az is ismert azonban, hogy nem csak gomba-fertdzésre, de a baktériumokra adott
novényi valaszban is fontos szerepet kell hogy jatszanak, hiszen szamos vizsgalat mutatta ki
jelenlétiiket novény-baktérium kapcsolatban (2. tablazat, Varga et al., 2005 b).

Tobb endokitindz, foként a magas izoelektromos ponttal rendelkezdk, lizozim
aktivitast is mutatnak (Bernier et al., 1971; Boller et al., 1983; Jollés and Jollés, 1984;
Bernasconi et al., 1987; Roberts and Selitrennikoff, 1988; Trudel et al., 1989; Majeau et al.,
1990; Brunner et al., 1998), és ezaltal a baktériumok sejtfaldban talalhatd peptidogliikant (N-
acetil-glikézamin egységekbdl, N-acetil-muraminsavbol és ahhoz kapcsoldédod rovid peptid
lancbol allo poliszacharid) is emészthetik. A kitindz-, kitindz/lizozim aktivitds erdssége €s
egymashoz val6 aranyuk valtozatos és az egyes kitinazok jellemz6 tulajdonsaga, ami ezeknek
az enzimeknek a gombdk és baktériumok ellen kifejtett védekezésben betdltott kettds szerepét

jelzi (Fritig et al., 1998).

19



2. tablazat Baktérium fert6zés altal indukalt kitinazok. hpi, kezelést6l a sejtkozotti

folyadék kinyeréséig eltelt ordk szdma (hours post inoculation); HR+/HR-, adott ndvényen

hiperszenzitiv reakcidt okozd/nem okozd baktérium torzs

Novényfaj |Indukalé baktérium Det ekta!as Vizsgalat szintje Forras
idopontja
Erwinia amylovora, Pseudomonas tabaci|6 hpi, .
Alma HR+,E. amylovora hrp mutans HR- (maximuma 48 hpi) mRNS Venisse et al., 2002
P. tabaci HR+, hdvel elolt P. tabaci HR- |4 hpi
P. fluorescens (Pf101)HR-, Escherichia mRNS Jakobek and Lindgren,
coli (DH5&) HR-, P. tabaci hrp mutans|8 hpi 1993
HR-
P. syringae pv. angulata, pv. glycinea, 6 hpi
Bab pv. tomato, pv. pisi, pv. tabaci HR+ p
P. s. phaseolicola 10° 20-24 hpi mRNS Jakobek et al., 1993
P. s. phaseolicola 10° 48-72 hpi
P. s. phaseolicola, hével elslt HR- 8 hpi+H,0 8 hpi
P. s. phaseolicola HR+ 6 hpi mRNS Voisey and
P. s. phaseolicola 24 hpi Slusarenko, 1989
Dohany P. solanacearum (GMI1000) HR+ 4 hpi mRNS Godiard et al., 1990
. . |[Xanthomonas campestris 24 hpi Lummerzheim et al.,
Arabidopsis | gi04. 147 HR+) (maximuma 48 hpi) |"RN> 1993

3. tablazat. A dohany PR-8 fehérjék: Kitinaz/lizozimok (Stintzi és mtsai. (1993) utan

magyarra forditva). int, intracellularis; ext, extracellularis

. e s s Relativ specifikus
Név | Osztaly M?l:bsal)lly IZ"e;fllt‘t(“h“)“’s K‘fl?‘iz"des aktivitds (%)
pontip elye Kitinaz | Lizozim
chi 34 la 34 >7 int 100 10
chi 32 la 32 >7 int 100 10
chi 28 la 28 >7 ext 30 10
P lla 27 (5.3) ext 20 0
Q lla 28 (5.8) ext 20 0
lys 28a il 28 44 ext 10 0
lys bl il 28 8.3 ext 10 80
lys b2 il 28 83 ext 20 100

A kitinaz/lizozimok (EC 3.2.1.17) (3. tablazat) (Stintzi et al., 1993), in vitro tesztekben

a baktériumokra kifejtett kdros hatasuk miatt, a baktériumos fertézések soran lehetnek a

védekezés aktiv komponensei. A dohanybdl és uborkabol izolalt PR-kitindzok lizozim

aktivitasat vizsgaltak Micrococcus lisodeicticus sejtek és 4-metil-umbelliferil-kitotrioz

szubsztratokon alapulé modszerekkel (Brunner et al., 1998; Majeau et al., 1990). A kitindzok

és B-1,3-gliikanazok esetében gyakran haszndlt transzformécios kisérletekhez hasonlo

vizsgalatok (Lasd 2.4.1. fejezet) nem folytak, igy in vivo hatasuk maig sincs tisztazva

egyértelmiien. Mara mar csokkent az intenzitdsa a kitinazokkal kapcsolatos kisérleteknek, de

feltehetd a kérdés, mi volt az oka, hogy a kitindz/lizozim enzimek nem keriiltek el6térbe

baktériumos betegségek elleni rezisztencia kialakitdsdban?
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2.5. Altalanos rezisztenciat indukalé baktérium alkotéelemek

A felismeréshez a ,kémiai kulcsot” azok a molekuldk, Un. elicitorok jelentik, amelyek a
mikroorganizmusbol szabadulnak fel a névényi szervezetbe keriilésiikkor (Lamb and Dixon,
1997). Ezt a megallapitdst a gombakkal kapcsolatos munkak tamasztottak ald. A gombak
kiils6 felszinére altalanosan jellemz6, valtozatos molekulak kozott a gliikan-, a kitin- ¢€s
kitozan rovidlancu szacharidokat, glikopeptideket és glikoproteineket valamint az ergoszterolt
kell megemliteni (Boller, 1995). Annak ellenére, hogy erre a sokféle molekulara mas és mas
intenzitast valaszt kaptak, tehat feltételezhetden jelzik a ndvény szamara az ,idegen”
fenyegetését, hosszu éveken at nem sikeriilt megtalalni a kapcsolatot az elicitorok érzékelése,
a védekezési reakciok indukciodja €s a rezisztencia vagy betegség kialakuldsa kozott.

Az éltalanos rezisztencidban a felismeréshez kothetd specifikus géntermékek (mint pl.
a HR-nél az Avr fehérjék) még nem ismertek, de a felismerés itt is dontd. A természetben a
nem novény-korokozo- €s a nem-patogén mikroorganizmusok csoportja népesebb, mint a
novény-patogéneké, igy a felismerést olyan mintazatokra, elicitorokra kell alapozni, amelyek
egyértelmil jelei a mikrobidlis veszélynek (Espinosa and Alfano, 2004). E feltételnek olyan
molekuladk felelnek meg leginkabb, amelyek a baktérium sejten kiviil taldlhatéak meg. Ilyen
baktérium eredetli extracellularis elicitorok, pl. az LPS (Mazzucchi and Pupillo, 1976) (Lasd
2.5.1. fejezet) és a harpin (He et al., 1993). Ez utobbi azonban csak a III. tipusu
transzportrendszerrel rendelkezd baktériumokbol valasztodhat ki a sejten kiviilre. A hdstabil
harpin fehérjéket a tlizelhalast okozo, E. amylovorabol (Wei et al., 1992) és P. syringae pv.
syringae, opportunista korokozobol (He et al., 1993) izolaltak. Az izolalt kiillonb6zé harpin
molekulakban 22 — az elicitor aktivitasban szerepet nem jatszo — aminosavtdl eltekintve, nem
voltak egymassal homolog szekvencidk (Wei et al., 1992; He et al., 1993). Azonban az a tény,
hogy a novényekben védekezési reakciot valtanak ki a hrp mutans vagy III tipusu transzport
rendszerrel nem rendelkezé/miikddd baktériumok (pl. szaprotrofok, hdvel eldlt baktériumok)
(Lovrekovich and Farkas, 1965; Jakobek and Lindgren, 1993), a harpinok érzékelésén kiviil
egy masik felismerd mechanizmus miikddését sejteti, amelyre Klement és mtsai. (1997)

valamint Lindgren (1997) munkai vilagitottak ra.

2.5.1. A baktériumsejt felszinén talalhato altalanos elicitorok

A baktérium sejt kiilsején 1€v6 altalanos, ndvényben védekezést kivaltd elicitor molekulanak,
legeldszor a Pseudomonas baktériumok sejtfalanak lipopoliszacharid és lipopoliszacharid-
fehérje komplexet nevezték meg (Mazzucchi and Pupillo, 1976). A lipopoliszacharidok (LPS)

amfifil 6rids molekuldk, amelyek hidrofil heteropoliszacharidbdl (O-antigén, O-lanc, stb.) és
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hozza kovalensen kapcsolodo lipofil egységbdl (lipid A) allnak (Silipo et al., 2005). Az O-
oldallanc cukor 0sszetétele €s azok egymashoz valé aranya kiilonbozik az egyes fajok kozott
(Anderson, 1984). Az O-antigén a gerincesek antitest-alapu, adaptiv immunrendszerének erds
antigénje. Viszont a lipid-A rész, mely igen konzervativ a kiilonb6zd baktériumokban, az
emlOsok velesziiletett (innate) immunitasanak leghatékonyabb elicitora, igy a PAMP-ek alap-
modelljének is nevezik (Miyake, 2004). Az LPS egyik ismert hatasa novényben egy késdbbi
fertdz¢s okozta HR kialakuldsanak gatlasa (Sequeira et al., 1972; Mazucchi and Pupillo, 1976;
Hodson et al., 1996; Newman et al., 1997; Kecskés et al., 1999)). A HR-gatlason kiviil az
LPS réparepcében (Brassica campestris) a B-1,3-gliikanaz gén indukcidjat okozta (Newman
et al., 1995), mig dohdnyban aktiv oxigénformék felhalmozodasat (Meyer et al., 2001) és a
hrp gének kifejez0désének gatlasat (Minardi, 1995) irtak le az elicitor-kezelésre. Mara mar
ismert, hogy nem csak a lipopoliszacharidok, de a lipooligoszacharidok (O-lancot nem
tartalmazd, un. nyers LPS) is hasonld, induktiv hatdssal vannak a novényre (Silipo et al.,
2005). Az LPS éltal kivaltott reakciok sokfélék, de a novényi felismerési mechanizmust, az
érzékeld receptort és az altala kozvetitett jelatviteli tvonalat(kat) tovabbra is homaly fedi.

A flagellum fontos szerepet jatszik a baktériumok mozgasdban. Ez a sejtkdzotti
jaratokban végzett mozgashoz is, de még inkabb a ndvény felszinérdl a természetes
nyilasokon keresztiili bejutashoz sziikséges. A flagellummal rendelkezd, de mozgasaban
funkcidvesztett P. viridiflava mutans Arabidopsisban a vad tipust baktériumhoz képest
csOkkent virulenciat, mig a szovetkozi fertdzése (infiltralasa), azzal azonos virulenciat
mutatott (Czelleng, 2005). A flagellum flagellin fehérje ,,épitékdvekbdl” all. A flagellin
terminalis régidi, melyek a kiillonb6zdé baktérium fajokban azonos aminosav sorrendet
mutatnak, a flagellum belsé része felé néznek és itt kapcsolddnak Ossze, csészeru
képzddményt alkotva (3. dbra). A valtozatos, kozéps6 rész a szal kiilsé oldalét boritja. Egy

flagellum szal tobb mint tizezer flagellin molekulabol all (Boller et al., 2004).
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3. abra A flagellum alegységei: a flagellin fehérje és az elicitor aktivitdssal rendelkezd
flagellin peptid (flg22) konzervalt aminosavsorrendje (Boller et al., 2004). N-term, a fehérje
amino-treminalis része; C-term, a fehérje karboxi-terminalis része; conserved, a baktérium-

fajtol fiiggetlen konzervalt régid; variable, valtozatos régid

A flagellum felszini részét képzd hipervariabilis fehérjeszakasz az emlésok adaptiv
immunrendszerének elsédleges célpontja, de néhany dolgozat a novénybeni felismerésérol is
beszamolt (Shimizu et al., 2003; Taguchi et al., 2003). Ezekben az esetekben a glikozilacio,
vagyis a flagellin fehérjék egyik poszt-transzlacidos megvaltozasa segitette vagy meggatolta a
flagellin molekula felismerését a ndvény altal. Ezzel ellentétben, a konzervalt régiobol
szarmazo peptid érzékelése az allatok és novények altalanos védekezésének miikodését
stimulalja (Zipfel and Felix, 2005).

Paradicsom és Arabidopsis sejtszuszpenzioban végzett kisérletekben a P. syringae
fajbol izolalt flagellin védekezésre utaldé vélaszokat, aktiv oxigénformak illetve etilén
felhalmozodasat valtotta ki. Ezek az indukalt reakciok egyértelmiien utalnak a sejtek
védekezésére (Boller, 1995, Lamb and Dixon, 1997). A flagellin amino-terminalis konzervalt
régidé 15 aminosavjabol allo szintetikus peptid (flgl5) erdsebb reakciot valtott ki, mint a
tisztitott forma. A peptid hosszusagatol fiiggden valtozott a kivaltott reakcidk erdssége. A 15-
22 aminosav hosszusagu peptidek bizonyultak a legaktivabbnak (Felix et al., 1999). Intakt
Arabidopsis csiranovényekben a flg22 peptid (3. abra) novekedés-gatlast okozott. Ezt a
fenotipusos tulajdonsdgot hasznaltdk a genetikai vizsgalatok aldtdmasztdsdra. A
kozleményben a flg22 peptid altal kivaltott kalloz felhalmozdodasrol és védekezéshez
kacsolhaté PDF1.2 gén valamint PR-fehérje (PR-1, PR-5) gének indukci6jarol szamolnak be.
Megallapitottak, hogy a flagellin érzékelésért az Arabidopsisban az V. kromoszéman talalhato
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dominans gén felelés (Gomez-Gomez et al., 1999). A flg22 peptid érzékelését kdvetden kozel
ezer gén esetében fokozott aktivitas és kétszaz gén mikodésében gatlas kovetkezett be. Az
indukalt gének java része receptor-szerli kinaz (RLK), R gén, transzkripcios szabalyozok és
lehetséges antimikrobidlis hatassal bird elemek volt (Zipfel et al., 2004). Tucatnyi valtozast
irtak le a peptid hatdsara, de HR-t, mint indukalt sejtelhalast csak kevés esetben talalhatunk
(Taguchi et al., 2003). Tehat a flagellin (altaldban) a tiinetmentes BR-t valtja ki ndvényben, ¢és
PCD nélkiil gatolja a baktériumokat a szaporodasban (Zipfel et al., 2004). A flagellin altal
kivaltott jelatviteli itvonal megismeréséhez a kezdeti 1épést az V. kromoszéman lokalizalt
receptor gén, az FLS2 (Flagellin Sensing 2) meghatarozasa jelentette. Erre a génre mutans
Arabidopsis novényekben nem detektaltak védekezésre utaldo valaszokat flagellinnel valod
kezelést kdvetden (Gomez-Gomez and Boller, 2000). Az FLS2 az allatokb6l meghatarozott
flagellin érzékeléhdz, a TLRS receptorhoz hasonléan leucinban gazdag ismétlédéseket
tartalmaz6 (LRR) receptor kinaz, mely a flagellinnel kozvetlen kapcsolatot 1étrehozva indit be
egy mitogén aktivalt protein kindz (MAPK) kaszkad rendszert (Chinchilla et al., 2006). A
foszforilacios 1épések végén transzkripcids faktorok aktivalasaval miikodésbe Iépnek a
novényi védekezes aktiv komponenseit ado gének (Asai et al., 2002). A konzervalt régidban
talalhatd aminosavsorrend teljesen megegyezik a kiilonb6zdé baktériumokban, legyen szd
névény, vagy nem novény koérokozordl, ezért tekinthetd idedlis elicitornak ez a peptid (Felix
et al,, 1999). Azonban kivételek mindig akadnak, igy itt is. Az A. tumefaciens és a
Shinorhizobium meliloti kapcsolata a novényekkel ,kiilonlegesnek” mondhato, hiszen az
Agrobacterium, egyediilallo modon képes génjeit a novénybe juttatni €s ott kifejeztetni, mig
az utobbi, szimbiotikus kapcsolatokban fordul el6. Bar a novényekkel vald kapcsolatuk mas
mechanizmusok utjan alakul ki, abban mégis hasonlitanak, hogy a novényi védekezés
komponensei nem akadéalyozzdk meg kéaros vagy éppen hasznos tevékenységiiket. E két,
novényekkel specialis (,,tars”) kapcsolatban 1évd baktériumot itt, a flagellint tdrgyald résznél
kiilonbséget is kimutattak a tobbi vizsgalt baktériumhoz képest. Ugyanazon régié alapjan
szintetizalt flgl5a. wm. €s flglSr. me peptidek ndvénybe juttatdsakor semmilyen védekezéssel
egyiitt jar6é reakciot nem mutattak ki (Felix et al., 1999). Az Agrobacterium és a rizobialis
szimbionta baktériumok kozott 1évé szoros evolicids kapcsolatbol kiindulva, nem lehet
véletlen, hogy ez a két torzs ebben hasonlit egymasra (Wood et al., 2001). N. benthamiana
novényekben a flagellin és a P. fluorescens altal indukalt BR a novényi szallitd szovetek
csOkkent szallitdsi képességével jart egyiitt (Oh and Collmer, 2005). A BR-t mutato
levélerekben nem mutattak ki festodést a szallitoé szovetekbe juttatott festékanyag hatasara. A

festék a kompatibilis baktériummal fert6zott levelek ereibe akadalytalanul jutott el. A szallito
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edénynyalabok festédésén alapuld mddszert a BR-t elnyomoé effektor fehérjék jellemzésére
alkalmaztak (Oh and Collmer, 2005).

A peptidoglikdn (PG) mind a Gram-negativ, mind a Gram-pozitiv baktériumok
sejtfalanak alkotoeleme. Az utdbbi csoportban megkozelitdleg tizszeres a sejtfalban mért PG
mennyiség a Gram-negativokéban mérthez képest (Rosenthal and Dziarski, 1994). A PG N-
acetil-gliilkozamin egységekbdl — a rovarok pancéljat és a gombak sejtfalat képzd kitin
alkotoeleme — valamint N-acetil-muraminsavbol és ahhoz kapcsolodo rovid peptid lancbol all.
A peptid lanc éltaldban D-alaninbdl, D-glutaminsavbol és mesodiaminopimelin savbol all, ez
utobbi helyett a Gram-pozitiv bacillusokban és a Gram-negativ baktériumokban lizin
talalhat6. Ez a harom aminosav egyiitt ritkan fordul el6 a fehérjékben, igy a peptid bontd
enzimek szamara aspecifikusak. A baktériumok kiilonbdznek a PG aminosav szekvenciai és
molekulaszerkezete kozott (Ryan and Ray, 2004). A PG érzékelése az ecetmuslicaban és az
emlésokben a peptidogliikan felismerd fehérjék (peptidoglycan recognition protein, PGRP)
kozvetitésével torténik (Girardin and Philpott, 2004). A Drosophilaban a PGRP-k a legels6
baktérium érzékeld egységek, amelyek meginditjdk a jelatviteli folyamatot, melynek végso
1épéseként antimikrobidlis peptidek képzddnek. A Gram-negativ és Gram-pozitiv PG kozotti
kiilonbséget is érzékelik, és ennek megfeleléen mas-mas jelatviteli utvonal miikodtetésével
reagalnak (Lasd 2.1. fejezet). Emldsokben a PGRP-ken kiviil a Nodl és Nod2 fehérjék is
kozrejatszanak a PG felismerésében (Girardin and Philpott, 2004). Széleskorii kutatasok
folynak a PG altal indukalt valaszok tanulmanyozéasara, de csak Drosophilaban és
emlésokben. Altalanos és allandé jelenlétébdl kifolydlag idealis elicitor lehetne a novényi
felismerd rendszer szamara is, ennek ellenére minddsszesen két dolgozat szamol be a PG
novényekben torténd vizsgalatardl (Wacek and Sequeira, 1973; Felix and Boller, 2003).

Felix és mtsai. (2003) dohany sejtszuszpenzidban a peptidogliikan elicitor aktivitasat
az indukalt pH csokkenéssel igazoltak. Azonban a teljes M. lisodeicticus sejtek joval nagyobb
elicitor aktivitdst mutattak, mint a peptidogliikan készitmény, ezért a tovabbi kisérletek a

baktériumbol szarmazo mas elicitor felderitésére koncentraltak.

2.5.2. A baktériumsejt belsejébdl izolalt elicitor aktivitasu molekulak

A hideg sokk fehérjék (cold shock protein, CSP) neviiket arrol a megfigyelésrél kaptak,
miszerint a baktériumok zOmében ilyen, specidlis fehérjék halmozddnak fel hirtelen
bekovetkezd, erds lehiilés (hideg sokk: -10 °C hdmérsékletvaltozas) esetén. Ezek a fehérjék a
baktériumokban altalanosan megtalalhatd, konzervalt szerkezetli fehérje csoporthoz tartoznak,

melyek lehetnek allando mukodésiiek, vagy a hideg sokkon kiviil egyéb stresszvalaszok
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jellemzd velejaréi is (Thieringer et al.,, 1998). Példaul a CspA-szerii fehérjék csaladja E.
coliban nyolc tagbol all, de koziilik csak harom, a CspA, a CspB és a CspG fehérjék
indukalédnak hideg sokk estén. Igy a neviik ellenére, a CSP csaladba tartozo fehérjék kozott
szép szammal taldlunk olyanokat, amelyeknek nincs kozik a hideg sokk okozta
stresszvalaszhoz. A CSP-k a nukleinsavhoz kototten fordulnak elé és RNS saperonként
(konformaciot fenntartd kisérd molekulaként), valamint a transzlacié anti-terminatoraiként
funkcionalnak (Bae et al., 2000). A ndvényekben is ismeriink hideg stresszhez kacsolhatd
fehérjéket, de ezek nem homologok a baktériumokban taldlhaté CSP-kel (Gilmour et al.,
1996). Mindemellett a baktériumokban talalhatdo CSP fehérjék szekvencidjaval és RNS kot
tulajdonsagaival nagy hasonlosagot mutatd fehérjék eldfordulnak a novényi és allati sejtek
nukleinsavadhoz kapcsoltan (Graumann and Marahiel, 1998). A kiilonb6z6 baktérium eredetii
CSP-k szigoruan konzervalt régidja egy kb. 15 aminosav hosszlisaghi szakasz, amely két
parhuzamos ¢és ellentétes (antiparallel) B-szallal képez hurkot és a fehérje felszinén formaz
aromds ¢és bazikus amino oldallancot (Schroder et al., 1995). A bakterialis CSP csaladba
tartozo fehérjéknek ez az altalanosan konzervalt régidja tartalmazza azt az RNP-1 ismétlddo
szakaszt, KGFGFITP, amely a dohanyban elicitor aktivitassal rendelkezik (Felix and Boller,
2003). A M. lisodeicticus CSP-szerti fehérjéinek konzervalt régioja alapjan szintetizalt
kiilonb6z6 hosszusagu szintetikus peptideket megvizsgalva a 22 aminosav hosszusagu
(csp22) peptid bizonyult a legaktivabb elicitornak dohanyban. A CSP peptidek altal kivaltott
novényi reakciok: dohdny sejtszuszpenzidban a tipkdzeg gyors lugosodésa, intakt dohdny
ndvényben aktiv oxigén formak, valamint etilén felhalmozodasa. A novényi védekezésre
utald valaszokat a peptid csak a Solanaceae csaladba tartozd fajokban indukalt,
Arabidopsisban és mas keresztesekben a peptid inaktiv volt (Felix and Boller, 2003).

A hidegsokk peptiden kiviil felmeriilt tovabbi nem sejtfelszini elicitor meglétének
lehetdsége, mivel az FLS2 génre mutdns novényekben a flagellin kezelés nem okozott
indukalt reakciokat, de a részlegesen tisztitott E. coli sejt-homogenizatummal valo kezelés
megvédte a novényt a késébbi fertdzéstol. Ez azt sejttette, hogy a baktérium sejtben a
flagellinen kiviil mas, elicitor aktivitassal rendelkezd molekuldnak is lennie kell. A baktérium
kivonatbol tisztitott egyik lehetséges BR elicitor az EF-Tu elongacids faktor, amely
nélkiilozhetetlen a transzlacional és az egyik legkonzervaltabb fehérje a baktériumsejtben. A
legtobb baktériumban raadasul nagy mennyiségben talalhatdé meg. Az elicitor aktivitassal
rendelkezd, altalaban 18 aminosavnal hosszabb szintetikus peptidek (pld.: elf26) a keresztes
novények széles korében okoztak rezisztenciat. Erdekes azonban, hogy mig az EF-Tu peptid a
Cruciferae csaladban védekezést valtott ki, addig a Solanaceae csalad tagjaiban elicitor-

aktivitdst nem mutattak ki, éppen forditva, mint a CSP peptid esetében (Kuntze et al., 2004).
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Az EFR (EF-Tu Receptor) receptor felelos az elf peptidek felismeréséért. Az elf peptidre
egyébként nem reagald Nicotiana benthamiana névények EFR génnel transzformalt egyedei
azonban a védekezéshez kapcsolhatd rekcidkat mutattak elf peptid kezelésre. A EFR génre
mutans Arabidopsisok érzéketlenek az elf peptidre és raadasul fokozott fogékonysagot
mutattak Agrobacterium tumefaciens fert6zésre. Az elf, és feltehetden mas PAMP-ok is tehat
fontosak lehetnek e kérokozoval szembeni védelem kialakitasaban (Zipfel et al., 2006).

Mint ahogy azt bemutattuk az el6z6 bekezdésekben, a baktériumok szerkezetében és
miikddésében elengedhetetlen ,,molekularis mintdzatok”, melyek a ndvényi felismerési
mechanizmus célmolekulaiva is valtak, nem minden esetben a sejtfelszinhez kotottek. Mégis,
a novényekben és az allatokban kialakultak olyan rendszerek, amelyek képesek ezeket a
rejtett struktarakat is felismerni. A PAMP-ok egyre boviild kore egyre hangstlyosabba teszi a
kérdést, hogyan valnak felismerhetdvé a védelem ,,6rszemei”, a receptorok szdmara ezek a
rejtett vagy beagyazott molekulak? Jelenleg ez(ek) a mechanizmus(ok) még nem teljesen
feltart(ak), de a gazda — novény vagy allat — litikus enzimei akar elétérbe is keriilhetnek az

elicitorok ,rejtekhelyiikrél” vald el6hozatalaban (Zipfel and Felix, 2005).

2.6. Az indukalt névényi védekezést gatlé baktérium stratégiak

A novényi sejtkdzotti jaratokban a patogén baktériumok kapcsolatba keriilnek a ndévényi
sejtekkel. Az A. tumefaciens ezt a kapcsolatot celluloz szalakkal is megerdsiti (Gelvin, 2000).
Ezutan a baktérium a sajat fehérjéit, tin. effektorokat juttat a ndvénybe, modositva a gazdase;jt
miikodését. A Gram-negativ baktériumokban hat rendszert azonositottak, melyek segitségével
a belso ¢€s kiils6 membranokon keresztiil a fehérje és nukleinsav szekrécio torténik (Thanassi
and Hultgren, 2000). A két legbonyolultabb, a III. tipusu (type three secretion system, TTSS)
(He et al., 2004), a novénykorokozok koziil a Pseudomonas, Ralstonia, Erwinia és Pantoea
fajokban, a IV. tipusa (T4SS) pedig az Agrobacterium fajokban (Christic, 2004) és a
Mesorhizobium loti szimbionta baktériumban fordul elé (Hubber et al., 2004). A TTSS
segitségével a sejtfalon és a plazmamembranon at patogenitdssal kapcsolatos fehérjéket
(Alfano and Collmer, 1997), mig a I'V. tipusu rendszeren keresztiil a gazdanovényben indukalt

tumorképzéshez sziikséges fehérjéket és géneket juttat at a baktérium (Christie, 2004).

2.6.1. ATTSS és az effektorok

A TTSS-t a hrp gének kodoljak, amelyek csoportokat (cluster) alkotva fordulnak elé a

patogenitas szigeteken. A hrp gének a novényi sejtfalat atszard és sejtmembrant eléré pilus
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szerkezeti elemeit alkotd fehérjéket, ezen elemek szintézisét vagy ,,0sszeszerelését”
szabalyozo fehérjéket, harpin (Hrp) fehérjéket, valamint effektor fehérjéket (ez utobbiak kozé
tartoznak az avirulencia (Avr) fehérjék is) koédolnak (Galan and Collmer, 1999). A P.
syringae pv. tomato DC3000 torzs tobb mint 30 effektort injektal a novényi sejtbe. Ezek
néhany funkcioja: a TTSS altal az apoplasztba kivalasztott harpinok extracellularis
elicitorként HR/SAR-t valthatnak ki a novénysejten kiviilrél; a ndvénysejtbe jutott Avr
fehérjéket a rezisztens gazdandvény R fehérjéi felismerik és hiperszenzitiv reakcio alakul ki; a
PAMP-ok felismerését kovetden a BR mechanizmus elkezdddik, de a kompatibilis kérokozo
TTSS-e altal kivalasztott effektor fehérjéi meggatoljak a rezisztencia kialakulasat; az Avr-R
fehérje kolcsonhatas nyoman elkezd6dé HR-t a kompatibilis baktérium 4ltal a gazdanovény
sejtjeibe injektalt effektorok akadalyozzdk meg; az effektorok a szignal utvonalak mentén
megallitjak a jelatvitelt; némely effektorok az antimikrobidlis valaszokhoz (pl. PR-fehérjék)
vezetd utvonalat blokkoljak (Yamir et al.,, 2004); a sejtmagban moddositjdk a gazdasejt
transzkripcidjat (Alfano and Collmer, 2004). Néhany Avr fehérje altal indukalt HR-t a P.
syringae effektorok (AvrPphEp,, HopPtoN, HopPtoE) gatoltak (Espinosa and Alfano, 2004).
A TTSS-en keresztiil juttatott fehérjék ,kettds tigynokok”, mivel amelyik egyik novényben
rezisztenciat indukal, az a masik novényben a rezisztencia kialakuldsat gatolhatja, igy vesz

részt a betegség-okozasban (Alfano and Collmer, 2004).

2.6.2. A IV tipusu transzportrendszer (T4SS)

Az Agrobacterium altal okozott betegség kialakulasahoz két alapveté folyamat sziikséges: a
tumorindukdld6 DNS-t ndvénysejtbe juttatni (transzformdcid) és ennek segitségével
modositani a ndvénysejt anyagcseréjét. A ndvényi sériillések kornyékén keletkezo
fenolszarmazékokat a VirA/VirG (vir=virulencia) szenzor-egyiittes érzékeli, ennek hatasara
az Agrobacteriumban beindul a transzformaciot el6készitd vir-indukciés mechanizmus. A
VirDl ¢és VirD2 fehérjék kozremiikodésével egyszala DNS, un. T-szal (T-DNS)
szintetizalodik a tumorindukalé (Ti) plazmidrol. A VirD2 fehérje a T-szalhoz kapcsolddva
alkotja a T-komplexet, melyhez a ndvényi sejtben a kiilon egységként atjutd, VirE2 fehérje
altal alkotott burok kapcsolodik (Tzfira and Citovsky, 2005). A T-komplex a Vir (VirE2,
VirE3, VirF) fehérjékkel egyiitt a IV. tipusu transzport rendszeren jut at a névényi sejtbe
(Lacroix et al., 2005). A T-DNS beépiilésnek folyamata a ndvényi genomba mar jelentOs
mértékben tisztazott (Tzfira and Citovsky, 2005). A T-DNS-en onkogének és opin gének
vannak kodolva. Az onkogének megvaltoztatjdk a ndvény hormon szintézisét- és érzékelését.
Ezért az auxin és citokinin hormonok fokozott termelését nem érzékeli a ndvény, aminek

kovetkeztében tumorok (golyvak) képzodnek. A fert6zott sejtek opinokat kezdenek el
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termelni, ezzel az Agrobacterium szamara kedvezd Okologiai kornyezetet alakitanak ki
(Escobar and Dandekar, 2003).

A fertdzés fobb 1épéseit az eddigi kutatdsok mar feltartdk. Azonban az a mechanizmus,
amellyel az Agrobacterium toleralja vagy elnyomja a ndvényi védekezés komponenseit,
teljesen ismeretlen. Nem ismert példaul az Agrobacterium altal indukalt nem-gazda
rezisztencia, de né¢hany faktor, mint a mikrobagatld anyagcseretermékek (Sahi et al., 1990)
termel6dése, a vir gén novényi kivaltdinak, a fenolszarmazékoknak esetenkénti hianya
(Usami et al.,, 1987), a T-DNS gyenge beépiilése (Narasimhulu et al., 1996) és az
Agrobacterium-indukalt PCD (Hansen, 2000) megjelenése a fertézés kivédésére ad
lehetéséget. Korai stadiumban van még az Agrobacterium altal ndévényben kivaltott
védekezési reakciok jellemzése. Dohdny sejtszuszpenzidban végzett vizsgalatok
ravilagitottak, hogy az Agrobacterium a névényben idében elkiiloniilé valaszokat indukal. A
T-DNS transzfer-deficiens mutdnsok egy korai (maximuma 3.-6. o6raval az indukciot
kovetden) és egy késoi 30.-36. 6ranal kicsucsosodd novényi génaktivaciot indukaltak. Ezzel
szemben a vad tipussal valo fertdzéskor a védekezésben részt vevé géneknek csak a korai
indukcidjat figyelték meg (Veena et al., 2003), vagyis a késoi fazisban 1évd génmiikodést
elnyomta az Agrobacterium. Ez a megfigyelés azért érdekes, mert az Agrobacteriumbol
izolalt flagellinnek nem volt elicitor aktivitasa (Felix et al., 1999), és mas aktiv elicitort sem
izolaltak eddig. Igaz a novényi sejtfalhoz tapadasban hibas, cellulézt nem termelé mutansok
fokozott védekezésre utald gén indukcidét mutattak a vad tipushoz képest (Ditt et al., 2005).
Tovabbra is kérdés, mi az Agrobacterium stratégiaja a névényi védekezés elnyomasara, mivel
a T4SS-en atjutd fehérjék kozott a TTSS rendszerben bemutatott szupresszor fehérjékhez
hasonlokat nem azonositottak. Meg kell jegyezni azonban, hogy a T-komplexszel a novénybe
keriild Vir fehérjék ilyen iranyu vizsgalata még nem tortént meg. Viszont fontos lehet, hogy a
VirE2 fehérjét transzportalni képtelen Agrobacterium mutans torzs csak elvétve tudott

betegséget okozni (Lee et al., 2003).

2.7. Az agrobaktériumos golyvasodas jelentésége és az ellene val6 védekezés
lehetéségei

Az Agrobacterium tumefaciens a novénykorokozok kozott egyediilalldan  széles
gazdandvénykorrel rendelkezik. A baktérium a nyitvatermdk és a kétszikiiek mintegy 60 %-
an képes betegséget okozni (De Cleene and Deley, 1976). Az egyszikli fajoknak csak
elenyészé hanyada fogékony a korokozora. Az Agrobacterium-fajok altal okozott daganatos
betegség komoly karokat okoz a gyiimdlcsfakon és a sz6lon. A koérokozo, kevés kivételtdl

eltekintve, az Osszes eurdpai sz6lofajtat képes megfertdzni. Egyediil a Kovidinka fajta mutat
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rezisztenciat (szabadfoldon nem jelennek meg a tiinetek) az Agrobacterium ellen. Ez a széles
gazdanOvénykor talan a ndvényi rezisztencia mechanizmusok elnyomaésat és/vagy kikeriilését
¢s/vagy elviselését feltételezd, de eddig nem bizonyitott folyamatoknak koszonhetd. A
tiinetek a gyokéren (gyiimolcsfak) és a fas torzson (sz6l6) egyarant eldéfordulnak. A
sejtburjanzas kovetkeztében az edénynyalab rendszer elvesziti funkcidjat, ami pl. sz6lo
esetében a toke gyengiilés€éhez, stlyosabb esetben a toke pusztulasdhoz vezet. A fertdzés
szisztemikusan elterjed a sz6lében (Lehoczky, 1968), igy a betegséggel szemben nincs
megfeleld kémiai eljaras. Mivel a fertézés a fas részekben kovetkezik be, ezért a hatdanyag
célszovetbe juttatdsa a sziikséges koncentracidban igen nehéz, ami részben a kijuttatas
optimalis idejének megvalasztasain mulik. A vegetacidos iddszak elején a fas részekben a
fejletlen hancstranszport még nem biztositja az egyenletes szétterjedést, az idds elhalt
hancsrészeken keresztiil pedig nem tud felszivodni a hatdéanyag. A talajon keresztiili
felszivodas hatdsos lehet, am ez jelentds tobbletkoltséggel és kornyezetkarositassal jar.
(Szegedi, 2005). Szamos kisérlet volt Agrobacteriumra rezisztens fajtak hagyomanyos- és
molekularis nemesitési modszerekkel torténé elballitasara. Az Agrobacteriumbdl szarmazéd
VIrE1l gén dohanyba transzformalasaval (Szegedi et al., 2001), valamint a T-DNS ¢és az
onkogének kifejezddésének géncsendesitéssel torténd gatlasaval (Escobar and Dandekar,
2003; Lee et al., 2003) golyvasodassal szembeni rezisztenciat értek el. Azonban mindezen
kutatasok mellett a megeldzés, a fertdzésmentes szaporitdéanyag telepitése jatssza a fészerepet
a korokozo elleni védelemben. A védekezés kialakitdsdnak 1j irdnyvonala, felhasznalva a
novényi indukalt védekezés komponenseit Uj stratégiakat allithat fel az Agrobacterium elleni

hatékony védelem létrehozasara.
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3.1. Novények

3. Anyagok és médszerek

Dohany (Nicotiana tabacum L. cv. Samsun nn) ndvényeket iiveghazban neveltiik. A 4-8

leveles fejlettségli novényeket klimakamrakba tettiik 1 nappal a kisérlet kezdete elétt. A

klimakamraban 20-25 °C, 50-60 %-os paratartalom és napi 16 6ra 200 pmol m™sec’

fényerdsségli  megvilagitas

volt.

A NahG novényeket

Biotechnology Research Institute-tol kaptuk.

3.2. Kezelés baktériumokkal

NOVARTIS,

Agricultural

A kisérletekben hasznalt baktériumokat (4. tablazat) King’s medium B (King et al., 1954)

folyékony taptalajon, 25 °C-on szaporitottuk. E16 baktériumokkal vald kezelésen kiviil hével

elolt baktériumokat is hasznaltunk (P. tabaci, P. phaseolicola esetében). Az el6lés el6tt a

sejtstiriiséget 10° sejt/ml-re allitottuk be. A szaporodas kései logaritmikus fazisaban 1év6

baktérium sejteket centrifugaltuk, a folyékony tapoldat ledntése utan vizzel mostuk, majd 70

°C-os vizfiirdSben 13 percig inkubéltuk. Az el5lés utan higitassal allitottunk be 5 x 10® sejt/ml

denzitast. Az €16 vagy eldlt baktérium szuszpenzidt az erek kozotti levéllemez teriiletekbe

fecskendeztiik, steril orvosi fecskenddvel €s 26-os méretii tiivel (Klement, 1990).

4. tablazat A Kkisérletek soran hasznalt baktérium torzsek és a dohannyal alkotott
kapcsolatuk * GSPB No Goéttingeni Novénykorokozo Baktérium Torzsgytijteményi szaima

Torzs Dohany-baktérium |Dohanyon okozott |Jellemzok Szirmazas és

kapcsolat tipusa  [tiinet hivatkozas
Pseudomonas fluorescens 55  [Szaprotrof Tiinetmentes Vad tipus Huang et al.,

1988

Pseudomonas syringae pv.|Inkompatibilis, Tiinetmentes hrp mutans Xiao et al.,
syringae 61 hrpJ nincs HR 1994
Pseudomonas syringae pv.|Nincs HR Tiinetmentes Vad tipus GSPB* No
coriandricola 2784
Escherichia coli DH5a Nem Tiinetmentes Alkalmazasa molekularis|Woodcock et

névénykorokozo klénozasban al., 1989
Agrobacterium  tumefaciens|Nincs HR Tiinetmentes T-DNS nélkiili mutans  |Hoekema et
LBA4404 al. 1983
Pseudomonas syringae pv.|Kompatibilis Normoszenzitiv Dohanyvész okozdja NCAIM
Tabaci H10 nekrozis B.01601
Micrococcus lisodeicticus Nem Tiinetmentes Gram-pozitiv Sigma-Aldrich

névénykorokozd M-3770
Pseudomonas savastanoi pv.|Inkomtatibilis HR Vad tipus Mansfield et
phaseolicola al., 1994
Agrobacterium  tumefaciens|Nincs HR Tiinetmentes pTiBo542 C58 Hood et al.,
A281 kromoszomalis hattérben |1986
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3.3. Sejtkozotti folyadék kinyerése

A sejtkozotti folyadékban talalhatd fehérjék vizsgalata azért fontos, mivel a novénykorokozéd
baktériumok a sejtkozotti jaratokban szaporodnak, sosem jutnak be az €16 ndvényi sejtbe, s
csak a novényi sejtfallal 1épnek kozvetlen érintkezésbe. Igy eléfordulhatnak olyan fehérjék,
amelyek a sejtfalban, vagy a sejtkozotti térbe kijutva hatnak a baktériumokra. Modszerlink
Klement (1965) kinyerési médszerén alapult, Ott és mtsai. (2006) modositasai alapjan. A
dohédnylevélbdl a kezelt érkozoket kivagtuk és desztillalt vizben a végasi feliileteket a
sejttormelékektdl lemostuk. A mosott levélérkozoket elézdleg gaztalanitott desztillalt vizbe
meritettilk. Majd a leveleket vakuum ala helyezve a sejtk6zotti jaratokbol a levegd eltavozott.
1-2 perc utan lassan megsziintettilk a vakuumot, és igy a levelek sejtkozotti tere egyenletesen
megtelt vizzel. A levelek feliiletérdl szlirdpapirral leitattuk a vizet. Az azonos kezelésii
levélérkozokbol 1-3 db-ot 30 ml-es centrifugacsdvekbe helyeztik, a csé fala felé a levél
szinével. A levéldarabok a centrifugéalis erdnek koszonhetéen nem mozdultak el sem
fliggbleges, sem oldal irdnyban. 2-3 ¢érkdz centrifugilasa esetén a levéldarabokat
centrifugacsd belsd oldaldhoz ragasztoszalaggal is rogzitettiik biztosabb tapadas érdekében. A
centrifugacsoveket 6 x 30 ml-es szogrotorban, 1000 g viszonylagos nehézségi gyorsulas
mellett 15 percig centrifugaltuk, 4 °C-on. A centrifugalis erd hatasara a sejtkozotti jaratokbol
a nyitott 1égzényilasokon keresztiil eltdvozé €s a centrifugacsé aljdban 6sszegytlt, 75-200 ul

sejtkozotti folyadékot —70 °C-on taroltuk a felhasznalasig.

rr s 4

3.4. A sejtkozotti folyadék siiritése membransziir6kkel

A sejtkozotti folyadék stiritéséhez nagy mennyiségii kiindulési anyag sziikséges, melyet a 3.3.
fejezetben leirtaktol eltérden végeztiink. A kontroll (kezeletlen) és az injektalt dohany
levéllemezt mindkét felét a foér mentén levagtuk. A vagott feliiletet desztillalt vizzel
lemostuk. A levélfeleket elézdleg gaztalanitott desztillalt vizbe meritettiik. Majd a leveleket
vakuum ald helyezve a sejtkozotti jaratokbol a levegd eltavozott. 1-2 perc utdn lassan
megszilintettiik a vakuumot, és igy a levelek sejtkdzotti tere egyenletesen megtelt vizzel. A
levelek feliiletérdl sziirdpapirral leitattuk a vizet. Az azonos kezelésii levélfeleket 5-7 cm
sz¢élességli zacskd savokra helyeztik. A sav egyik végén 10 ml-es centrifugacsd volt
ragasztdszalaggal rogzitve. A leveleket a centrifugacsdtdl kiindulva, nem tul szoros hengerré
felcsavartuk, majd ragasztoszalaggal rogzitettik. A hengert 30 ml-es centrifugacsdbe
helyeztiik, melynek aljaban a rogzitést biztositd, de a folyadékot atengedd sziird talalhatd. A

centrifugacsoveket kilendiilé rotorban, 500 g viszonylagos nehézségi gyorsulas mellett 15
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percig centrifugaltuk, 4 °C-on. A sziiré fonntartotta a levéllemez hengert, de a sejtkozotti
folyadékot atengedte. Az igy nyert 2-3 ml sejtkozotti folyadékot -70 °C-on taroltuk a
stiritésig. A sirités nitrogéngaz-nyomas alatt tortént ultrasziiréssel (Amicon Stirred
Ultrafiltration Cells). Az ultrasziir6 egységben a folyadékot egy beébitett magneses keverdbot
folyamatosan keveri és a nitogéngaz kozvetlen nyomasa jutattja at a NMWL (Nominal
Molecular Weight Limit) 5000 és 30000 kDa regeneralt cellul6z membranokon (Millipore). A

viz és az oldott anyagok a membran alatt tdvoznak el az egységbdl.

3.5. A sejtkozotti folyadék fehérjéinek poliakrilamidgél-elektroforézise

A fehérjék szétvalasztasara magas pH-ji, nem-disszociald (nativ), megszakitott Ornstein-
Davis puffer rendszert (Ornstein and Davis, 1964) hasznaltunk, melyben az elvalasztd gél
porozitasa a futds iranyaba csokkent (poliakrilamid gradiense 10-20%). A gélek Osszetételét a
2. mellékletben részleteztiik. A gylijtogél egy zsebébe 20 pl mintat tettiink, a toltépuferral 1:6
aranyban. A mintdk hasonlo koru levelekbdl, a levélen beliil hasonld szoveti megjelenésii
helyekrél szarmaztak. Minden kezelést kovetden nem hatdroztuk meg a sejtkdzotti
folyadékban 1év6 fehérjemennyiséget és nem siiritettilk vagy higitottuk a mintakat egyforma
fehérjetartalomra. Kisérleteink sordn a f6 cél az volt, hogy megéllapitsuk egy adott kezelés,
milyen és mekkora fehérjevaltozast idéz el6 a dohanyban a pozitiv kontrollhoz képest. Ha az
eltéré kezelést kapott levelekbdl szarmazo sejtkozotti folyadékot egymassal megegyezo
fehérjemennyiségre stiritettiik volna, akkor eltiintek volna a kezelések egymdshoz viszonyitott
kiilonbségei. Igy minden gélkép mutatta, hogy az indukciot kovetden idében hogyan alakult
az EBR215/250, vagy mas fehérjék mennyisége. A toltépuffer dsszetétele: 10 % glicerol és
0.02 % bromfenolkék indikator, 1 x gyljtdpufferban. A mintdk gytijtédgélbdl elvalasztd gélbe
vandorlésaig allando 100 V, majd ezutan alland6 150 V fesziiltséggel futtattuk, kb. 1.5 6ran at
4 °C-on. Kisméretli 8 x 7.3 x 0.1 cm-es géleken tortént az elvalasztas. A géleket eziistfestéssel
festettiik meg (Heukeshofen and Dernik, 1985) (3. melléklet). A tomegspektrometrias
analizisre kiildott géleket modositott Coomassie-kék modszerrel festettiik meg (Rosenfeld et

al., 1992).

3.6. Tomegspektrometrias meghatarozas

Gélben emésztés: A géleket 3 x 10 percig, 25 mM NH4HCO3/50 % acetonitril oldattal mostuk
a sok ¢és a Coomassie Brilliant Blue festék eltavolitasa végett. A diszulfid-hidakat

ditiotreitollal redukaltuk, majd a szabad szulthidril csoportokat jodacetamiddal alkilaltuk. Az
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emésztést Promega oldallanc-védett tripszinnel végeztiik 25 mM NH4HCO; oldatban (pH 8)
37 °C-on 4 oran at. A triptikus peptideket 2 % hangyasav/50 % acetonitril oldattal
extrahaltuk, majd C18 Zip-tip-en (Millipore) sotalanitottuk.

Tomegspektrometrias analizis: A frakcionalatlan mintak MS (Mass Spectrometry) analizisét
Bruker Reflex III MALDI-TOF tomegspektrométeren végeztiik. 2,5-dihidroxi-benzoesavat
hasznaltunk matrixnak. Belsd kalibralasra tripszin autolizis termékek szolgaltak: m/z
(tomeg/toltés) 842,51 és 2211.10. Néhany kivalasztott ionrol 10-12 Iépésben tandem, egymas
utan kovetkezd, MS-MS (PSD, post source decay) spektrumot vettiink fel, minden 1épésnél
25 %-kal csokkentve a reflektron fesziiltséget. A kapott peptidtomegekkel MS-Fit (keresés
MS spektrumra (tomegtérkép spektrumra)), a PSD adatokkal MS-Tag (keresés MS/MS
spektrumra (PSD-re)), a PSD adatokbol de novo meghatarozott szekvenciakkal pedig MS-
Pattern (MS-mintazat) lekeresést végeztiink az NCBI adatbazisaban (National Center for
Biotechnology  Information) a  Protein  Prospector  (http:/prospector.ucsf.edu/)

programcsomag segitségével.

3.7. Enzimaktivitas mérése

3.7.1. Kitinaz aktivitas
A kitindz aktivitds teszt sordan a fent leirt modon futtatott gélek feliiletére szorosan

rahelyeztink 0.04 9% glikol-kitint tartalmazé feddgélt. Glikol-kitint a glikol-kitozén
acetilalasaval allitottunk elé (Trudel and Asselin, 1988). A folyamat sordn 5 g glikol-kitint
100 ml 10 %-o0s ecetsavban oldottunk fel. A viszkozus folyadékot éjszakan at inkubaltuk 22
°C-on. Az oldathoz folyamatos magneses keverés mellett metanolt (450 ml), majd
ecetsavanhidridet (7.5 ml) adtunk. A képzddott gélt 30 perc allas utan aprora daraboltuk, az
esetleges ottmaradt folyadékot leontottiik és metanollal homogenizaltuk. A homogenizatumot
4 °C-on centrifugaltuk 21000 g visznylagos nehézségi gyorsulds mellett. A gélallagn tiledéket
— masodszori metanolos homogenizalas, majd centrifugalast kdvetéen — 500 ml 0,02 %
natrium-azidot tartalmazd desztillalt vizzel homogenizaltuk. Az igy kapott 1% (W/V) glikol-
kitint 4 °C-on taroltuk. A futtatott és a glikol-kitin tartalma gélek egymason vald
elmozdulasat kertilve 2 6ran keresztiil, 37 °C-on inkubaltuk, megovva a kiszaradastol. Az
inkubécios 1d6 letelte utdn a feddgélt fluoreszcens festékkel (Fluorescent Brightener 28,
Sigma) festettik meg. Majd UV fénnyel megvilagitva, azon fehérjék, amelyek kitinaz
aktivitassal rendelkeztek, nem fluoreszkalod foltokként voltak lathatok (Trudel and Asselin,
1989). A kiértékelés Alphainnotech TM-26 géldokumentacios rendszer altal tortént. A foltok

nagysaga, erdssége jelzi a kitindz aktivitds mértékét. A feddgéleken a képkészitd szoftver
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altali denzitométeres elemzéssel vettiik fel az egyes foltok adatait. A vandorlasi tavolsag, a
egyes kitindz aktivitast mutatdé fehérjecsikokat. A gorbe alatti teriilet nem csak a szin
intenzitasara, de a folt nagysagara is utalt, ezért ez az érték alkalmas volt az egyes kezelések
kvantitativ Osszehasonlitdsara. Az Onkényes egységekben kapott értékek aldtdmasztottak a

szemmel is lathato kiilonbségeket.

3.7.2. Lizozim aktivitas
A sejtkozotti folyadék izoelektromos pont szerinti elvéalasztasat kovetéen a kivalasztott

frakciok lizozim aktivitasat Selsted and Martinez (1980) mddszere alapjan mértiik. A 200 pl
reakcio-elegy Osszetétele: 20 pg M. lisodeicticus baktérium, 20 ul pH 6.8 natrium-foszfat
puffer, 10 U lizozim (1 U= olyan mennyiségli lizozim enzim, ami 0.001 min L abszorbancia
csokkenést okoz) valamint desztillalt viz. Az optikai denzitast Perkin Elmer UV/VIS Lambda
2S spektrofotométeren 450 nm hullimhosszon mértiik. A kiilonb6z6 pH tartomanyu frakciok
lizozim aktivitasat kiilonb6z6é pH-értékli pufferek mellett is vizsgaltuk. Az 4.6. fejezetben az

eredményeket azon a pH-n mutatjuk be, ahol a legaktivabb baktériumsejt bontast mértiik.

3.8. Az EBR tiineti kimutatasa

Mivel az EBR tiinetmentes, ezért jelenlétét csak kozvetett moddszerrel lehet kimutatni.
Ilyenkor EBR-t indukalo kezelésként hdvel elolt, babpatogén P. savastanoi pv. phaseolicolat
injektaltunk a dohanylevélbe. Az EBR-induktor bejuttatasa utan ¢é16 P. s. pv. phaseolicolaval
felulfertoztiik az el6kezelt részt. Az €16 babkorokozo inkompatibilis a dohanyban, ezért HR-t
okozott, melynek a levélszovet elhaldsa volt a lathat6é jele. Amennyiben az eldkezeléskor
bejuttatott baktérium vagy mas elicitor indukalta az EBR-t, akkor a HR nem jelent meg

(Klement et al., 1999).

3.9. RNS kivonas és cDNS szintézis

A kezelt és kezeletlen dohany levéllemezekbdl 0.5-24 6raval az injektalast kovetéen 0.1 g
mennyiséget kivagtunk és folyékony nitrogénben azonnal fagyasztottuk. A -70 °C -on tarolt
levéldarabokbdl a teljes RNS frakcié kivondsa a Plant Total RNA Extraction Miniprep

System-mel (Viogene) tortént a gyartd altal eldirt moddszer szerint. A kivonat RNS

crer

A teljes RNS-bdl 2,5 pg felhasznéalasaval, Revert Aid H Minus First Strand
cDNA Synthesis Kit (Fermentas) segitségével a gyartd szerint javasolt modon, oligo

(dT) indit6 szekvencia hasznélataval cDNS-t szintetizaltunk.
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3.10. A kitinaz gén mRNS szintjének vizsgalata valds idejii (Real-Time) PCR
modszerrel

Kisérletiinkben hasznalt CHO3D9 génre tervezett inditdszekvencia koncentracioja,
bekdtddési hdmérséklete, valamint az 5' és 3' inditoszekvenciak bazissorendje: CHO3D9: 3
uM, 52°C, 5' CAA CCA TTC GAG CCA 3', 5' TAA GCC TCA CAA CCG TG 3'. A 3.9.
fejezet alapjan eldallitott 10-szeresen higitott cDNS térzsoldatbol 2,5 pl-t hasznaltunk 15 pl
reakcidelegy 0Osszeallitdsahoz. A polimeraz lancreakci6 a DNA Engine Opticon 2 (MJ
Research) késziilékben, iQ SYBR Green 2x Supermix (BioRad) hasznalataval tortént. A
reakcio 95 °C-on, 6 percig tartd denaturalassal kezdddott. A felvitt reakcidelegyben egy
ciklus soran lezajlo folyamatok: denaturacié 95 °C-on 30 mp-ig, bekdtddés 52 °C-on 1 percig,
szintézis 40 mp 72 °C-on, fluoreszcencia-érték leolvasasa. A ciklus 40-szer ismétlodott.

A relativ génkifejezddés mértékét az Applied Biosystems ABI PRISM 7700 Sequence
Detection System User Bulletin #2 (1997) ajanldsa szerint hataroztuk meg. A AC(T) és
AAC(T) értékek kiszamitasat az 6sszehasonlitdé gorbe-metszéspont (cycle threshold) modszer
segitségével végeztilk. A mért C(T) értékek minden esetben az aktinnal voltak normalizalva
(aktin: belsd kontrol, a dohanyban mindig 4lland6 szinten termelddik). A mérések legalabb
kétszer voltak ismételve. A nem kezelt (kontroll) dohanylevelekben mért értékek adtak az 1,

relativ értéket. A kezelt mintak a kontroll értékével lettek Gsszehasonlitva.

3.11. A fehérjék folyadék kbzegben tértend szétvalasztasa izoelektromos
toltésiik szerint

Az elvélasztast a Bio-Rad MicroRotofor™ Liquid-Phase IEF Cell késziilekkel végeztiik. A
késziilék 3 ml folyadék fehérjéit valasztja szét izoelektromos toltésiik szerint. A higitatlan
sejtkozotti folyadék elvalasztasat a késziilék hasznalati utasitasa szerint végeztiik. A folyamat
soran a folyadékfazisban 1évo fehérjéket pH 3-10 tartomanyon beliil tiz frakcioba valasztja
sz¢t a késziilék, melyek egyenként kb. 0.7 pH egységen beliili fehérjéket foglalnak magukba.
A kiindulasi 3 ml, siiritetlen sejtkdzotti folyadékban 1évo fehérjéket az egyes frakciok nem

csak pH alapjan elvalasztva, de bekoncentraltan tartalmaztak.
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3.12. Az agrobaktériumos golyvasodas elleni védekezés indukcidja in vitro
dohany névényekben

Nicotiana tabacum L cv. Samsun magjait 70 %-os etanol, 1 %-os hypo, majd sterilvizes
lemosassal fertOtlenitettiik. Az igy fertOtlenitett magokat csapvizes agaron csiraztattuk. A
csiranovényeket 1 % szachardéz tartalmi, hormonmentes MS taptalajon (5. melléklet)
(Murashige and Skoog, 1962) neveltiikk tovabb. Az in vitro dohanyndvények leveleibe
kontrollként steril vizet és 1 uM sterilre sziirt flagellin peptidet injektaltunk. Az elékezelés
utani indukcios idék 6, 24, és 48 orak voltak. Az indukcids id6 elteltével az injektalt
levelekb6l 6-8 cm-es levélkorongokat vagtunk. A levélkorongokat A. tumefaciens
baktériummal fertdztiik.

Az A. tumefaciens A281 torzset AB sokkal kiegészitett gliikdz-éleszté kivonaton
(Lichtenstein and Draper, 1986) szaporitottuk. Az 1-2 napig tenyésztett sejtekbsl 10° sejt ml™
(ODgoo=1.0) szuszpenziot készitettiink. Ebbdl a torzstenyészetbdl adtunk az 50 ml folyékony
tapoldatba helyezett levélkorongokhoz 500 pl-t. A nem injektalt vagy steril vizzel injektalt
kontroll, illetve az flg22 peptiddel injektalt levélkorongokat 15 percig razattuk — az elébb leirt
modon 5x107 sejt ml™ sejtkoncentraciora beallitott — folyékony MS tapoldatban. A fertzott
levélkorongokat 14 illetve 24 oran keresztiil, sotétben kokultivaltattuk a baktériummal. A
kokultivacio sordn az €16 baktériumot egylitt tenyésztjiilk a novényi sejtekkel, szovettel, s
kozben megtorténhet a T-DNS atjuttatisa a baktériumsejtbdl a ndvényi sejtbe. A
kokultivacids id6 letelte utan 15 percig, 50 ul ml” cefotaxim tartalmi folyékony MS
tapoldatban mostuk, majd 3% szachardz tartalmi MS téptalajra helyeztiik a levélkorongokat.
Az ily médon fert6zott ndvényanyagon 16 6ras megvilagitas mellett (80 uM m™s™), 23-28 °C
hémérsékleten, 2-3 hét alatt alakultak ki az agrobaktériumos fertézésre jellemzd tumor-
tiinetek. A tumorok szamat valamint az elhalt levélrészek aranyat 4 héttel a fert6zést kovetden

jegyeztiik fel.

3.13. Elicitorok

Az abiotikus elicitorok koncentracidja 0.4 M mannitol, 0.2 M konyhaso, 40 uM paraquat €s
0.3 M hidrogén-peroxid, valamint 1 mM 1l-amino-ciklopropan-karboxilsav, 0.6 mM
szalicilsav és 100 pM metil-jazmonat volt. Ezeket a koncentraciokat irodalmi adatok
segitségével ¢és koncentracidosor felvételével allapitottuk meg. Minden esetben azt a
legmagasabb koncentracidt tlintettiik fel, melynél a legerdsebb fehérjevalaszt mutattuk ki, és

amely még nem okozott szoveti elvaltozast, nekrozist a leveleken.
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Az altalanos elicitorokat (in. PAMP-ok), a P. avenae flg22 szekvenciaja alapjan
szintetizalt 22 aminosav hosszusagu peptidet, a M. lisodeicticusbol tisztitott fehérje konzervalt
régioja alapjan szintetizalt csp22 peptidet és az E. coli szekvenciaja alapjan szintetizalt elf26
peptidet Georg Felix-t6l (Zirich-Basel Plant Science Center, Botanisches Institut der
Universitat Basel, Svéjc) kaptuk vizsgalatainkhoz. Tobb koncentraciot is vizsgaltunk, de nem
tapasztaltunk kiilonbséget a magasabb vagy alacsonyabb elicitor-toménység esetében, ezért a
peptidogliikan kereskedelmi forgalomban kaphatd (Fluka, Kat. szam: 53243). Az LPS a

Gottingeni Egyetem Novénypatologiai Intézetébdl szarmazik.

3.14. Az eredmények kiértékelése

A hibasavok az egyes ismétlésekben mért adatok (belsd ill. fiiggetlen ismétlések) atlagos
eltérését mutatjak grafikusan. Az atlagos eltérés az adatok atlaguktdl vald atlagos abszolut
eltérését szamitja ki, amely igy egy adathalmaz szoérédasanak a mérészama. Az atlagos eltérés

egyenlete:

1 _
- X-X
L5 [xx
ahol n= ismétlések szama, x= adatpontok. Az adatsorok egymadastdl valo -eltérése

szignifikansnak tekinthetd, ha a hibasavok nem érnek ossze.
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4. EREDMENYEK

4.1. A dohany sejtk6zotti folyadekaban biotikus stresszvalaszhoz kéthet6
fehérjék bemutatasa

A dohany leveleinek sejtkozotti terébe injektalt eldlt baktérium szuszpenzid rovid idon beliil
(3-6 ora) kivaltja a ndvényi valaszt, melynek kozvetett jele a késdbbi HR megeldzése
(Klement, 2003). Ezzel Osszhangban a dohany sejtkozotti folyadékanak egy dimenzids
poliakrilamidgél-elektroforézissel elvalasztott fehérjemintazatdban a 30 kDa alatti
tartomanyban legalabb két fehérje megjelenése volt Osszefiiggésbe hozhatdo az EBR-rel (Ott
jellemzése és a fehérjék meghatidrozasa. Az EBR ¢és a fehérjék kozotti korrelacié meglétét
baktériumos indukciot kovetd fehérjevizsgalattal alapoztuk meg.

Modelliinkben az EBR kivaltoja a hével elolt P. s. pv. phaseolicola volt. Az é16 P. s.
pv. phaseolicola HR-t okoz és az inokulalt szovet Osszeesése lehetetlenné teszi a sejtkozotti
folyadék kinyerését. Az elolésre hasznalt homérséklet (70 °C, 12 perc) kiméletesen pusztitja
el a baktériumokat igy, hogy az EBR kivaltasaban szerepet jatszo elicitor molekuldk nem,
vagy kevésbé veszitik el aktivacios képességiiket. A pirossal kiemelt fehérjék megjelenése a
sejtkozotti folyadékban egyértelmiien a baktérium altali indukcidé eredménye (4. dbra). A két
indukalt fehérje sem a kezeletlen dohdnylevélben, sem az inokuldlashoz hasznalt baktérium
szuszpenzioban nem volt kimutathato. A fehérjék novényi valaszhoz kapcsoltsagat az is
alatdmasztotta, hogy a kezeletlen dohanylevél sejtkozotti folyadékanak osszekeverése a hével
elolt baktérium szuszpenzidoval nem eredményezte a fehérjék megjelenését, ami arra is utal,
hogy nem fehérje bomlastermékekrél van sz6 (4. abra, Ott, 2002). A fehérjék aminosav-
sorrendjének meghatarozasat csak abban az esetben lattuk indokoltnak, amennyiben e két

fehérje indukcios sajatsagai és EBR-rel valo kapcsolata bizonyitott.
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kontroll Psp elolt Psp SF+Psp

408 — i - S

4. abra. Dohany sejtkozotti folyadékanak poliakrilamidgél-elektroforézissel elvalasztott és

eziisttel festett mintazata. Kontroll, kezeletlen kontroll; Psp, P. syringae pv. phaseolicola;

elolt Psp, P. s. pv. phaseolicola (hével eldlt); SF, sejtkozotti folyadék; 89-408, a fehérjék
jelolése gélbeni vandorlasi tdvolsaguk alapjan

A hével el6lt P. s. pv. phaseolicola szuszpenzi6 és desztillalt viz kontrollok mellett a
dohany leveleibe injektaltunk névény- és nem ndvénykorokozd baktériumokat. A vizsgalt
novénykorokozok kozott szerepeltek a dohannyal inkompatibilis (ndvény-baktérium kapcsolat
tipusa: rezisztencia) ¢s kompatibilis (fogékonysag) baktérium torzsek. A baktériumokkal
injektalt levélérkozok egy részEbdl a fehérje-szintli valasz vizsgalatadhoz sejtkozotti folyadékot
nyertiink, masik részén feliilfertézést végeztiink HR-t indukalé baktériummal. Az adott
baktérium torzzsel valo eldkezelést EBR induktorként értékeltiik, amennyiben a kezelt
teriileten végrehajtott feliilfert6zést nem kovetett hiperszenzitiv elhalds. Egy EBR induktor
(pl. hovel elolt baktérium) dohany levélbe injektalasat kovetden az Osszfehérje mennyiség
novekszik a sejtkdzotti folyadékban (Ott, 2002). Ez az EBR-hez kapcsolhato fehérjék
esetében is megfigyelhetd volt. Mivel ndvényenként valtozhat az EBR erdssége ¢s
kialakulasanak ideje ezért a biztos kimutathatosaguk végett a sejtkozotti folyadékot az EBR
késdi idOpontjaban (az EBR maximalis intenzitdsakor, 12-19 6ra) nyertiik. A gélképeken az
elektroforetikus mintazatnak csak azt a rész¢ét mutatjuk, ahol az EBR soran valtozas lathato. A
vizsgalt fehérjéket egyarant indukaltdk az ¢€l6, a dohanyon nem virulens P. s. pv.
coriandricola, a patogenitasat vesztett A. tumefaciens, a nem noévénykorokozo E. coli, a
szaprotrof P. fluorescens és a hrp mutans P. syringae pv. syringae baktériumok, valamint a
kompatibilis, hdovel elolt P. tabaci (5. abra). Ugyanezen baktériumokkal kezelt masik

levélrészen mindegyik vizsgalt baktérium indukalt HR gatlast, tehat EBR-t.
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5. abra EBR indukal6 baktérium torzsek EBR-hez kapcsolhatd két fehérje (= )indukcidja 19
oraval a kezelést kovetden, dohdnylevél sejtkdzotti folyadékanak elektroforetikus képe. Psc,
Pseudomonas coriandricola; At, pat’, Agrobacterium tumefaciens (patogenitasat vesztett
mutans); Ec, Escherichia coli; Pf, Pseudomonas fluorescens; Pss, hrpJ, Pseudomonas
syringae pv. syringae hrpJ mutansa; ¢lolt Psp, Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola
(hovel eldlt); elolt Pt, Pseudomonas tabaci (hdvel elolt); kontroll, kezeletlen kontroll; 89-408,
a fehérjék jelolése gélbeni vandorlasi tavolsaguk alapjan

Az EBR hatékonysaga gyorsasadgaban rejlik. Az EBR miikddését, ezen beliil is HR
gatlasat mar nagyon koran, 2-6 6ran beliil lehet detektalni (Ott, 2002). A 215 és 250 jeli
fehérjék ezzel 6sszecsengésben 30 °C-on mar 2.5 oraval, 20 °C-on mar 6 6raval a hdvel elolt
baktériummal vald el6kezelést kovetden megtalalhatok voltak a sejtkozotti folyadékban (Ott,
2002). Az EBR-indukalé kezelés tehat mindségi valtozast idézett eld a sejtkdzotti folyadék
fehérjemintazataban.

Az EBR ¢és az LBR szamos tulajdonsagban és fizioldgiai hatasban tér el egymastol.
fgy felmeriilhet a kérdés, hogy a baktériumokra esetlegesen hato fehérjék Gsszetételében
talalhatok-e tovabbi mindségi kiilonbségek, melyek jellemzden csak az LBR idészaka alatt
mutathatok ki? Ott (2002) beszamol a 215 és 250 fehérjék fokozatos elimindldodasarol a
sejtkozotti folyadékbol. A fehérjék kimutathatasi ideje nagyban fliggott a kisérletekben
alkalmazott homérséklettél. 20 °C-on 1 héttel az indukcid utan is gyengén kimutathatdak
voltak az EBR-hez kapcsolt fehérjék. Tehat a 215 és 250 fehérjék az LBR miikddésében is
részt vesznek, ezaltal nem alkalmasak a rezisztencia két idészakdnak megkiilonboztetésére.
Egyes kisméretli fehérjék jellemzdéen csak az indukciot kovetd 2. naptdl mutathatok ki a
sejtkozotti folyadékban. Ezeknek a kisméretli fehérjéknek az LBR-rel vald lehetséges
kapcsoltsagat az 4.5.1 fejezetben, az LPS-el végzett kisérleteink kapcsan taglaljuk.
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6. abra A fogékony dohany sejtkozotti folyadékanak fehérjemintazata kompatibilis
Pseudomonas tabaci kezelés utan. elolt Psp, P. s. pv. phaseolicola (hével eldlt, pozitiv
kontroll); kontroll, kezeletlen (negativ) kontroll; Pt, P. tabaci; 24 h-96 h, a kezelést kovetden
a sejtkozotti folyadék kinyeréséig eltelt orak szama; 89-408, a fehérjék jelolése gélbeni
vandorlési tavolsaguk alapjan

A fehérj¢k EBR-rel valdé kapcsolatat olyan baktériumos eldkezelések s
alatdmasztottak, amelyek esetében nem tapasztalhaté a novényi védekezés hatasara gatlodo
baktériumszaporodas, illetve hrp gén aktivitas.. A hével elolt P. tabaci baktérium egyarant
indukalja a fehérjéket és az EBR-t is. Azonban az ¢l6, kompatibilis baktériumra nem hat az
EBR, ¢s/vagy eddig még nem teljesen ismert uton hatastalanitja a védekezési mechanizmust,
hiszen sikeresen elszaporodik. A dohanyban betegséget okozo, €16 P. tabaci fertdzés esetén a
két fehérje nem vagy csak nagyon kis mennyiségben mutathato ki a sejtk6zotti folyadékban
(6. abra). A betegség kialakulasanak eldrehaladtaval mas fehérjék mennyisége megnovekszik,
viszont a 215 és 250 jelt fehérjék még 24 6ra utan sem jelentek meg. A kompatibilis P. tabaci
fertézés ¢és az EBR-hez kapcsolhaté fehérjék vonatkozdsdban azonban megfigyeltiink
bizonyos mennyiségi Osszefiiggéseket. Ha nagyszamu, 10° kompatibilis baktérium sejtet
injektaltunk a dohanyba (nem mutatjuk), akkor a sejtkozotti folyadékban gyengén
megjelentek a kérdéses fehérjék.

Megéllapithat6 volt tehat, hogy mindegyik baktérium, amely EBR-t indukalt, egyben

indukalta a vizsgalt fehérjéket is a dohanylevélben.

4.2. A fehérjék indukcios sajatsagai

4.2.1. A fehérjék indukciodja abiotikus stresszhatasok esetén

A novényi védekezéssel legtobbszor dsszefliggésbe hozott fehérjék a PR fehérjék (Stintzi et

al., 1993). Indukciojuk azonban nem csak a korokozok (virusok, gombdk, baktériumok),
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vagyis a biotikus stressz sajatossdga, hanem ozmotikus-, s6- vagy oxidativ stresszhatasok
kivédésének, etilén, auxin, citokinin vagy szalicilsav kezelés jellemzd velejardi (Van Loon,
1983). Két kérdés megvalaszoldsa alapvetd a fehérjék EBR-rel valé kapcsolatanak
meghatdrozasahoz. Az elsd: Indukalddnak-e a fehérjék olyan kezelések esetén, amelyek
jellemzc’ien PR fehérjék termelddését eredményezik? A masodik: Az EBR 215 és 250 esetleg
megallapitdsdért baktérium-eldkezeléseken kiviil abiotikus stresszek — s6, ozmotikus ¢€s

oxidativ stressz — okozta fehérjevaltozasokat vizsgaltuk a dohany sejtkozotti folyadékaban.

Manmt NaCl Hzoz elolt PSp Viz ~ Mannit NaCl H,0,
kontrol  viz6h Pa6h 12h 12h 12h Pal2h 12h

Rkt dodadeLbed Al
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S
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7. abra Indukalt ozmotikus-, so- €s oxidativ stressz alatt az EBR-hez kapcsolhat6 fehérjék
(215, 250) elmaradasa 24 6raval a dohanyba injektalas utan. kontroll, kezeletlen kontroll; viz,
desztillalt viz; Mannit, mannitol (0.4 M); NaCl, natrium-klorid (0.2 M); Pa, paraquat (40 uM);
H,0,, hidrogén-peroxid (0.3 M); eldlt Psp, Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola (hével

elolt); 6 h és 12 h, a kezelést kovetden a sejtkozotti folyadék kinyeréséig eltelt 6rak szdma;

89-408, a fehérjék jelolése gélbeni vandorlasi tdvolsaguk alapjan; EBR+/-, az EBR
miikddése/nem mitkodése a HR-gatlas teszt alapjan

A dohany vizzel injektalasa sordn a tliszaras nyoman sériilések keletkeznek, de ezek
sem tobblet fehérje termelést, sem EBR-t nem indukaltak a dohdnyban (Varga et al., 2005 a).
Meg kell jegyezni, hogy a szdmos vizsgalat koziil néhdnyban megfigyeltik a 215 és 250
fehérjék nagyon gyenge indukciojat viz hatasara (Ott et al., 2006). A dohanyokban, a
leveleikbe injektalt oldatokkal, kiillonboz6 stresszhatasokat idéztlink eld. Az injektalads utan 6,
12, 24 oraval megfigyeltiik a fehérjék eléfordulasat a sejtkozotti folyadékban. A 0.4 M-os
mannitol oldat dohanyba injektalasaval ozmotikus-, 0.2 M-os konyhasoval so6-, 40 uM
paraquat ¢s 0.3 M hidrogén-peroxiddal pedig oxidativ stresszhatds fehérje indukciojat
vizsgéltuk. NaCl és mannitol dohdnyba injektalasat kovetden 6 Oraval kis mértékben
kimutathatok voltak a fehérjék a sejtkozotti folyadékban (7. abra). Az abiotikus elicitorok
altal indukalt fehérjék mennyisége kevesebb volt, mint a hdvel elolt baktérium altali indukcid

esetében. A kezelt levélfeliileteken hat 6ra mulva végzett feliilfertézésre megjelent a HR,
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vagyis az EBR nem alakult ki e vegyiiletek dohanyba injektalasaval (nem mutatjuk). Ez a
gyenge indukcid nem erdsodott a vizsgalati 1d6 eldrehaladtaval, és 12 oraval az indukciot
kovetden a fehérjék az eziistfestés érzékenységének also hatarat kozelitd mennyiségben voltak
jelen a mintakban.

Mivel abiotikus stresszek nem indukaltak a kérdéses fehérjéket, vagyis az eddig ismert
PR-fehérjéktol eltérd indukcids tulajdonsaguak, ugy feltehetdéen 11j, BR-specifikus fehérjék

azonositasa torténhet meg.

4.2.2. A fehérjék indukciodja jelatviteli atvonalakban résztvevo kémiai
anyagokkal

A ndvényben szisztemikusan hato rezisztencia-mechanizmusokban, mint amilyen a SAR és az
ISR, fontos szerepet jatszanak az Un. jelatviteli molekulak. Ilyenek a szalicilsav, a jazmonsav
¢s az etilén (Ryals et al., 1994). Novénybe injektalasuk PR fehérjék termeldédését eredményezi
(Van Loon, 1983). 100 uM metil-jazmonat vagy 1 mM 1-amino-ciklopropan-karboxilsav, az
etilén prekurzoranak dohanylevelekbe injektalasat kovetden azonban az 1) fehérjék nem
voltak felfedezhetéek a sejtkozotti folyadékban (8. dbra). A 0.6 mM szalicilsav kezelés
esetén, a legérzékenyebb eziistfestés modszerrel, alig kimutathatd kifejezddést kaptunk. A
vizsgalt kemikalidk nem indukaltdk a 215 és 250 jeli fehérjéket, és ezzel dsszhangban a HR-
gatlas teszttel sem tudtuk kimutatni a védekezést (nem mutatjuk). A szalicilsavat felhalmozni
nem képes NahG transzgenikus dohany novényekben hdvel elolt baktérium kezelést kovetden
az EBR215/250 fehérjék a nem transzgenikus novényben is kimutatott szinten jelentek meg a

sejtkozotti folyadékban, és a HR-prevencio jelezte az EBR miikodését .
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8. abra Dohany sejtk6zotti folyadékanak mintazata jelatviteli utvonalakban részt vevé kémiai
anyagok injektalasat kdvetden huisz draval. kontroll, kezeletlen kontroll; eldlt Psp,
Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola (hovel elolt); MeJa, metil-jazmonat (100 uM); Sa,
szalicilsav (0.6 mM); ACC, 1-amino-ciklopropan-karboxilsav (1 mM); 89-408, a fehérjék
jelolése gélbeni vandorlési tavolsaguk alapjan; EBR+/-, az EBR mukodése/nem muikodése a
HR-gatlas teszt alapjan

A ndvényi védekezést fokozd benzo-thiadiazolt (BTH) 1, 4, 20 és 100 pM
koncentracioban dohdny levelekbe injektaltunk. A kérdés az volt, hogy a BTH altal indukalt
védekezési mechanizmus ugyanaz-e, mint a hével elolt baktériummal indukalt BR. A fehérjék
megjelenését a sejtkozotti folyadékban a BTH hatdstartama alatt vizsgaltuk. 4 nappal a
dohanylevelekbe injektalast kovetden a kezelt levelek sejtkozotti folyadékdaban nem voltak
kimutathatéak az EBR-hez kapcsolt fehérjék (9. abra). A BTH-val kezelt leveleken elhalés

jelentkezett, az immunfokoz6 nem okozott HR-preventiv hatast (nem mutatjuk).
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9. abra Benzo-thiadiazollal kezelt dohany levél sejtkdzotti folyadékanak fehérje-mintazata.
Elolt Psp, Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola (hével el6lt), 3 nappal a dohanyba
injektalast kovetden; kontroll, kezeletlen kontroll; BTH, benzo thiadiazol, 4 nappal a
dohanyba injektalast kovetden, 89-408, a fehérjek jelolése gélbeni vandorlasi tavolsaguk
alapjan; BR +/-, az altalanos rezisztencia (BR) miikodése/nem miikodése a HR-gétlas teszt
alapjan

Kisérleteinkben tehat a jazmonsav, szalicilsav és etilén eldkezelések, melyeknek
gyakori velejaroi a PR fehérjék, nem eredményezték a 215 €s 250 jeli fehérjék megjelenését a

dohany sejtkozotti folyadékaban valamint az EBR szempontjabol a BTH is inaktiv vegyiilet.

4.3. Az EBR-rel korrelalo, sejtk6z6tti folyadékban megjelené fehérjék
meghatarozasa

A fehérjék  meghatarozésara  tomegspektrometrids modszert  alkalmaztunk. A
tomegspektrometrias analizishez a fehérjéknek olyan mennyiségben kellett lenniiik az egyes
gélcsikokban, hogy Coomassie-kék festéssel lathato legyen. A festék érzékenysége 50-100 ng
fehérje csikonként. Mivel a novényekbdl kinyert sejtkozotti folyadék Osszfehérje-tartalma,
Bradford-reagenssel meghatarozva (Bradford 1976), 150 ug/ml, a stirités elengedhetetlen volt.
A regeneralt cellul6z membranon stiritett sejtkozotti folyadékban azonban kevesebb fehérjét
tudtunk kimutatni, mint a kiinduldsi anyagban (10. dbra). A fehérjék visszanyeréséhez
szlikséges volt a membranhoz k6tddott, nagymennyiségii fehérje pH 6.8 Tris-pufferral torténd
lemosasa a szlirést kovetden. A pufferban oldott fehérjék koncentracidja 40-szeres volt a
kiindulasi sejtkozotti folyadék fehérjemennyiségéhez képest. Az igy stritett fehérje oldatot
nagyméretll (16 x 14 x 0.1 cm) gélen futtatva valasztottuk el, modositott Coomassie-kékkel
festettiik és a célzott fehérjecsikokat a gélbdl kivagva a Szegedi Bioldgiai Kdzpont

Tomegspektrometriai Laboratoriumaba kiildtiik meghatarozas céljabol.
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10. abra A dohany sejtkozotti folyadék siiritésének 1€pései. sziirés elott, hovel elolt
baktériummal injektalt dohany levél sejtkdzotti folyadéka; >30000 Da, NMWL 30 000 Da
regeneralt cellul6z membranon at nem jut6 fehérjék mintazata; <30000 Da, NMWL 30 000
Da regeneralt cellul6z membranon atszlirt sejtkozotti folyadék fehérjetartalma; > 5000 Da,
NMWL 30 000 Da regeneralt cellul6z membranon atjut6, de az NMWL 5000 Da membranon
fennmarado fehérjék 6sszessége; CBB, az NMWL 5000 Da sziiron fennmaradt és onnan pH
6.8 Tris-pufferral lemosott fehérjék mintazata, Coomassie Brillant Blue R250 festékkel
festve; 128-408, a fehérjék jeldlése gélbeni vandorlasi tavolsaguk alapjan

A gélelektroforézissel elvalasztott két sav tripszines emésztményét frakcionalas nélkiil
vizsgéaltuk MALDI-TOF tomegspektrometriaval. Mindkét emésztményben kb. 20 peptidet
detektaltunk, amelyek 80%-a a két mintdban megegyezett, amibdl arra kovetkeztettiink, hogy
azonos, vagy igen hasonld fehérjékkel allunk szemben. A mért peptidtomegekbdl nem
tudtunk fehérjét azonositani, ezért PSD spektrumot (forras utdni bomlés) vettiink fel a hat
legintenzivebbnek mért peptidrél: MH'= 779.4; 1588.7; 1748.8; 1899.9; 2464.2 és 2649.2
(protonalt molekula ion). Az MH'= 779.4 és 1588.7 tomegii peptidek PSD spektrumanak
manudlis szekvenalasa a kdvetkezO aminosav sorrendeket eredményezte: DAVI/LSFK ¢és
PDI/LVAR. (az Ile/Leu kozott nem tudunk kiilonbséget tenni.) Ezek a szekvenciak MS-
Pattern lekeresés alapjan egy 26 kDa-os bab kitinaz (NCBI# 10120702) [144-150] és [138-
143] szakaszainak feleltek meg. Ezen kiviil az MH = 1748.8 témegii peptid PSD spektruma
MS-Tag lekeresés alapjan egy rizs kitinaz (NCBI# 7435372) triptikus peptidjére illett:
GPLQISWNFNYGPAGK. Az aldhtzott aminosav szekvenciat a spektrumban detektalt N- és
C-terminalis fragmens ionok egyértelmlien alatamasztjdk. Mindent egybevéve
megallapithattuk, hogy egy eziddig még le nem irt dohany kitindzt taldltunk, melyek
indukcids sajatsagai és idobeni lefutasa jol korrelalt az EBR-rel.

A MALDI-TOF vizsgélat eredményei szerint az EBR-hez kapcsolhatdo fehérjék
kitindzok természetes szubsztratja a kitin. Glikol-kitozanbol eldallitott glikol-kitin tartalmt

poliakrilamid-gélben lehetdség van kitinaz-aktivitas kimutatasara (Trudel and Asselin 1989).
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A 215 és 250 jelii fehérjék mar 6 6raval a hével eldlt baktériumos eldkezelés utan erds kitinaz
aktivitast mutattak. A kitindz-aktivitas teszt nem csak a kitinazok szelektiv kimutatdsara volt
alkalmas, hanem lehetdséget adott a fehérjék kvantitativ mérésére is. Az aktivitas novekedését
jelzd, nagyobb és sotétebb litikus folt a fehérjék mennyiségének novekedését jelzi (8. abra). P.
tabaci el6kezelés utan, melynél nem volt varhatdo az 0j kitinazok megjelenése, a teszt is

negativ eredményt mutatott (8. abra).

elolt Psp

kontrol viz6 h 6h 12h 24 h 72 h Pt,48 h
89—
128—
215—
250—
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EBR- EBR- EBR+ EBR+ EBR+ LBR+ BR-

11. dbra Dohany levél sejtkozotti folyadékabol kimutatott kitindz aktivitas. kontroll,
kezeletlen kontroll; viz, desztillalt viz; el6lt Psp, Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola
(hovel elolt); Pt, P. tabaci; 6 h-48 h, az injektalastol eltelt id6; 89-250, a kitinazok jeldlése

gélbeni vandorlasi tavolsaguk alapjan; EBR+/-, LBR+ és BR-, a korai (EBR), a kés6i (LBR)
altalanos rezisztencia (BR) mitkddése/nem miikodése a HR-gatlas teszt alapjan

A kitindz-aktivitas teszt elvégzését kovetden felfigyelhettiink két masik fehérjére (11.
abra). Ezek szintén olyan kezeléseket kovetden jelentek meg a sejtkozotti folyadékban,
melyek EBR-t indukalnak. Ha megvizsgaljuk az eziist-nitrattal festett dohany sejtkozotti
folyadék fehérjemintazatat (Lasd 4. és 5. abra) lathatd, hogy az altalunk leggyakrabban
hasznalt nem denaturdlé poliakrilamid-gélben ezek a kitindzok nem kiilonithetdek el a
kezeletlen dohanylevélben is jelenlévé egyazon helyre vandorlo fehérjéktol. A 128-al jelolt
helyen tehat tobb fehérje talalhatd, melyek koziil (legalabb) az egyik kitinaz. Lathatd, hogy
mig az EBR 215 és 250 kitindzok még 72 o6raval az injektalast kdvetden is jol kimutathatoak,
addig a 128-as fehérje mar alig lathato (11. abra). Miikddése €s jelenléte tehat csak az EBR-
re, vagyis a korai iddszakra tehetd. Ez a kitinaz feltételezhetéen — Kauffmann et al. (1987)
nevezéktana szerint — a PR-N (1,3-B-gliikanaz) fehérjével egy helyre vandorol. 128-as fehérjét
egy kovetkez0 EBR-ben szerepet jatszd komponensként jegyezhetjik fel. A
tomegspektrometrias azonositast azonban neheziti, hogy a 128 helyen legalabb két fehérje
talalhatd és a kimutatds is csak a kitindzokat szelektiven mutatd teszt alkalmazédsaval

lehetséges.

48



A 215 és 250 jelti fehérjék tehat egymasra igen hasonlitoé kitindzok, melyeknek az

eddig meghatarozott aminosav sorrendjét a 12. abran mutatjuk be.

IMNFSSRKHFI FLFALAIVW VVPRTILAQS VADWSNAFF SGIADQAAST:g
SICEGKGFYTRA RFLEALQSYP NFGTIGSTDD SKREIAAFFA HVTHETGHMC®

——=GFYTR- ——mmmmmmmm o GSTDD SKR------= —————om—- 100
10IF INEINGPSL DYCDENNTEY PCVSGKNYYG RGPIQLSWNF NYGPAGKSIG!®

------------------------------ ~GPIQLSWNF NYGPAGKSI1G™®
BIEDGLNDPDIV ARDAVISFKT ALWYWMNNCH SLITSGQGFG PTIRAINGQIZ®

FDGLNDPDIV ARDAVISFKT ALWYWMNNCH SLITSGQGFG PTIRAINGQIZ2®
21ECDGGPQTVA RRVEYYTEYC QQLGVETGDN LTCZ®

ECDGGPQTVA RRVEYYTEYC QQLGVETGDN LTC.

“2344PK . LKRLNERI TRDFNY . LLHGCEAY IYML. ELNKTPLY I ILF.KEYT I ILHSW

12. abra Az EBR215/250 fehérjék tomegspektrometridval meghatarozott aminosav sorrendje.
Fekete szin, az adatbazisban talalt kitindz szekvenciaja, a kiemelt részek az EBR215/250
fehérjével k6zos szekvenciarészletek; piros, a tdmegspektrometriaval meghatarozott
szekvencia.

A stopkodon (*-tol) eldtti ismert részek egyben homologok egy masik kitinazzal (12.
abra). Ezt a kitindzt (DW000275) a dohdny génjeinek szekvenaldsi programjaban talaltuk
meg, de lehetséges funkciot nem tarsitottak a fehérjéhez. Az aminosavak szdmozéasa az
adatbazisban talalt kitindz alapjan tortént. Az ismeretlen kitindz teljes aminosavsorrendjében
kotdjelekkel helyettesitettik azokat az aminosavakat, amelyek a tomegspektrometriai
vizsgélat alapjan nem azonosak az EBR215/250 fehérjében lévokkel. Az EBR215/250
fehérjébol megszekvenalt és itt bemutatott szekvencidk 100 %-ban megegyeztek az ismeretlen
kitinazzal.

A teljes EBR-hez kapcsolhatd kitindz aminosav sorrendjét még nem sikeriilt
meghatarozni. Az EBR215/250 kitinaz ismert szekvenciajanak tomege 10 663.9 Da,
izolektromos pontja pH 4.82. A szekvencidban mas fehérjékben is megtaldlhatd konzervalt

domén talalhaté. Ez a 19-es csalddba tartozo kitindzokra jellemzd glikozid-hidrolaz domén.

4.4. Az EBR215/250 kitinazok az EBR molekularis markerei

Az altalunk vizsgalt kezelések Osszességét és azok EBR-hez kapcsolt kitindz indukciojat
foglalja Ossze az 5. tablazat. Szatmari Agnes a kitindzokra jellemzé konzervativ régiok
alapjan tervezett indito-szekvencidk (5' CAA CCA TTC GAG CCA 3'; 5' TAA GCC TCA
CAA CCG TG 3') felhasznéldsaval sikeresen klonozta az EBR215/250 fehérjék génjét
(chto3D9, génbanki szam: AJ880384) (Ott et al., 2006). A tomegspektrometrias vizsgalat

szerint a 215" és a ’250° fehérj¢k az eddig meghatarozott aminosav sorrendjliikben
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megegyeznek. Ha van kiilonbség a két fehérjében az csak a karboxi terminalis, eddig még
ismeretlen régioban lehet. Nem vethetd el, hogy két kiilon gén kodolja a *215° és *250°
fehérjéket, de az is valdszinlisithetd, hogy a génrdl atirodd fehérjék a transzlaciot kovetd
modosulasoknak koszonhetéen kiilonlilnek el egymastol. A fehérjék teljes aminosav
sorrendjének és génjének meghatarozasaig megalapozottnak lattuk, hogy a chto3D9 gént az
EBR markerének, ¢és az EBR215/250 fehérjék génjének tekintsik A mar emlitett
inditoszekvencidkkal megvizsgaltuk a kitinaz génrdl atirodo mRNS termelddést és iddbeli
lefutasat (13. abra). Az EBR erdsségének mérése relativ, csak a HR gatlas kialakulasa és
mértéke szolgaltat informaciot a rezisztencia mikddésérdl. A valods ideji PCR és a kitinaz-
aktivitads teszt modszerekkel mért EBR215/250 aktivaciobol kovetkeztethetliink a vizsgalt
kezelés EBR-indukcidjara.

Hdvel eldlt baktériumok nem mindig alkalmasak EBR indukaléasra, példaul amikor a
vizsgalat steril, in vitro novényekben torténik. Az altalunk hasznalt hokezelés ugyanis a
baktériumokat nem pusztitja el teljes mértékben. A hokezelés utan baktérium szuszpenzidban,
csekély szazalékban ugyan, maradnak nem élettelen, csak inaktivalt sejtek. Ezek a sejtek in
vitro kultaraba keriilve, a szamukra igen kedvezd koriilmények kozott, visszanyerik
aktivitasukat, €s elszaporodhatnak. Az EBR mérése lehetévé tette, hogy olyan elicitor
molekulakat vizsgaljunk intakt novényben, amelyek onmagukban is kivaltjak a rezisztenciara

jellemzo tulajdonsagok mérhetd részét, teljes baktériumsejtek hasznalata nélkiil.

5. tablazat A Kitinazok és az EBR indukcidja kozotti osszefiiggés. + a fehérje/EBR
kimutathat6; - a fehérje/EBR nem kimutathato; +/- a fehérjék detektalasa a kimutathatdsag
also hataran volt; EBR 215%; EBR 250*: a fehérjék jelzése gélbeni vandorlasi tavolsaguk
alapjan

Kezelések Kitinaz 215* | Kitinaz 250* EBR
P. coriandricola + + +
A. tumefaciens (pat-) + + +
E. coli + + +
P. fluorescens + + +
P. syringae 61 hrpJ + + +
Hével elolt P. phaseolicola + + +
Hével elolt P. tabaci + + +
El§ P. tabaci - - -
M. lisodeicticus + +

Mannitol 0,4 M - - -
Konyhas6 0,2 M + /- + /- -
Paraquat 40 uM + /- - -
Hidrogén-peroxid 0,3 M - + /- -
Jazmonsav 100 uM - - -
ACC 1 mM + /- + /- -
Szalicilsav + /- + /- -
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13. abra A chto3D9 gén relativ aktivitasanak mértéke és idébeli lefutasa az abszolut
(kezeletlen) kontrolhoz viszonyitva. Viz, desztillalt viz; HE P. s. pv. Phas, hdvel elolt
Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola; M. lisodeicticus, Micrococcus lisodeicticus. Hiba
savok: a kozépértekek atlagos eltérése, ahol n=4

Eredményeinket, melyek a vizsgalt elicitorok altal kivaltott reakciokrol szamolnak be,

az egyes elicitorok baktériumsejtbeli helye alapjan csoportositva mutatjuk be.

4.5. Az EBR elicitorainak meghatarozasa

4.5.1. A baktériumsejt kiilso felszinéhez kapcsolhato elicitor molekulak

Flagellin 15

crer

leveleibe. Az injektalas utan 6, 24, 48, 72 oraval a kezelt levelek egy részén HR indukalo
baktériummal feliilfert6zést végeztiink, a tobbibdl sejtkdzotti folyadékot nyertiink. A
sejtkozotti folyadék fehérje Osszetételében a peptid hatasara bekdvetkezd valtozasokat nativ,
poliakrilamidgél-elektroforézis modszerrel kovettiik nyomon. A 215 és 250 kitinazok egyik
vizsgalt id6pontban sem voltak kimutathatok a sejtkozotti folyadékbol. A flgl5 nem indukalt
HR gatlast egyik feliilfert6zési iddpontban sem. A 6. tablazat a kezelt levelek
feliilfert6zésekor megjelend HR mértékét értékeli 0-5 szamokkal, ahol a 0 teljes HR gatlast
(BR-t), az 5 teljes elhalast jelol.
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6. tablazat Flagellin (flg15) és lipopoliszacharid (LPS) elicitorokkal elokezelt leveleken
Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicolaval indukalt hiperszenzitiv reakcio (HR)
megjelenésének mértéke. Jelolések: hpi, az injektalas utan a feliilfert6zésig eltelt id6;
kontroll, kezeletlen kontroll; P. s. pv. coriandricola, Pseudomonas syringae pv.
coriandricola; 0-5, a feliilfert6zott teriileten megjelené HR mértéke: 0- nincs HR, 1-a
szovetek jellegében valtozas lathatd, de nincs jellemzd HR elhalés, 2- nem a teljes
feliilfert6zott teriileten jelent meg a HR, 3- a HR megjelenik a teljes feliilfert6zott tertileten,
de nem teljes az elhalas, a szovetek zold szinliek maradnak, 4- a feliilfert6zott tertileten zold
¢s elhalt foltok valtakozva, nagyobb ardnyban vannak az elhalt szovetrészek, 5- teljes HR

hpi P.s. pv.
kontroll | flg15 LPS flg15+LPS ) .
(6ra) coriandricola
6 5 5 5 5 2
24 4 5 4 4 0
48 3 2 0 0 0
72 5 5 1 1 0

Az flgl5 peptid nem okozott HR gatlast, vagyis BR-t dohdnyban a vizsgalt
idépontokban.

Lipopoliszacharid

Kecskés (2000) Xanthomonas fajokbol tisztitott LPS HR gatlo és LBR-induktiv (korabbi
elnevezés LIR) hatasat vizsgalta dohanyban. Az EBR-hez kapcsolhato kitinaz-markerekkel
tisztdzhatjuk az LPS szerepét az EBR kivaltasaban. Az elicitort 100 uM koncentracioban
injektaltuk dohany ndvényekbe. Az LPS éaltal indukalt ndvényi reakcidkat az flgl5 peptidet
vizsgalo kisérlettel megegyezd idépontokban figyeltiik meg, tehat 6, 24, 48 és 72 ordval a
novénybe injektalast kovetden. Dohdnyban az LPS elicitor egy kései valaszt eredményezett.
Az EBR miikédési ideje alatt, vagyis az injektalastol szamitott 24 oran beliil nem tudtuk
kimutatni a sejtkozotti folyadékbol a 215 és 250 jelii kitinazokat (14. abra). Ezt megerdsitik az
injektalt teriileten végzett HR indukalo, P. s. pv. phaseolicolaval végzett feliilfert6zések (6.
tablazat). A feliilfertézést 6 és 24 oraval megel6z0 LPS kezelések nem eredményeztek HR
gatld hatast a dohanyban. Azonban a flagellintdl eltéréen (Lasd 4.5.1. alfejezet) a késdbbi
idépontokban (48-72 ¢6ra), amely iddintervallum inkabb az LBR miikddési ideje, mar
megfigyelhetd volt az indukalt HR gatlas (6. tablazat). Ezzel 6sszecseng, hogy azokban az
idépontokban, amelyekben mar mikodott a védekezeést jelzo6 HR gatlas, a poliakrilamidgél-
elektroforézissel elvalasztott fehérjemintazatban megfigyelhetok voltak a védekezéshez

kapcsolhatd fehérjék (14. abra). A 48 6ra vagy annal hosszabb idejii P. s. pv. coriandricola
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elokezelés hatasara a 250 jelli fehérje alatt megfigyelhetd egy tobb, kisméretli fehérjébol allo
sorozat (14. abra). A kisméretli fehérjék LBR-ben jatszott lehetséges — de ki is zarhatdé —
szerepére Ott (2002) is felhivta a figyelmet. A ’265°-’365” kozotti fehérjék P. tabaci kezelést
kovetden is megjelentek. Ezt a sorozatot (265 és 365 kozotti, szammal jeldletlen fehérje-
csikok) az LPS egymaga is indukdlta, ami leginkabb megkérddjelezte az LBR-hez vald
kapcsoltsagukat. E kérdés tisztazasahoz olyan baktérium altal indukalt fehérjevalaszt kellett

megvizsgalni, amelyik nem rendelkezik LPS-el, tehat egy Gram-pozitiv baktérium.

LPS Psc
kontroll 12h 24 h 48 h 72 h 12h 24 h 48 h 72 h

128— i N R At H u
215— e — —
250— - S——
265— res— S - -
365— d— ] e

EBR- EBR- EBR- LBR+ LBR+/- EBR+ EBR+ LBR+ LBR+

14. abra A Pseudomonas syringae pv. coriandricola és sejtfalabol tisztitott lipopoliszacharid
(LPS) altal dohanyban kivaltott fehérje-szintii valasz elektroforetikus képe. kontroll,
kezeletlen kontroll; LPS, lipopoliszacharid (100 uM); Psc, Pseudomonas syringae pv.
coriandricola; 12 h-72 h, az injektalastol eltelt id6; 128-365, a fehérjék jelolése gélbeni
vandorlasi tavolsaguk alapjan; EBR+/- és LBR+/-, a korai (EBR) ¢és a kés6i (LBR) altalanos
rezisztencia miikodése/nem mitkddése a HR-gatlas teszt alapjan

A dohanyba injektalt M. lisodeicticus baktérium szuszpenzid hatasaként a korai (6 és
24 ora) ¢s a késOi (48 és 72 ora) feliilfertdzések esetében egyarant gatlodott a HR kialakulasa.
Tehat a BR-t Gram-pozitiv baktériumok is indukaljak. A kezelt levelekbdl nyert sejtkdzotti
folyadékban megjelentek a rezisztenciara utalo kitinazok (15. abra), de a kisméretii fehérjék
(265-365) a vizsgalt késoéi idépontokban (48 és 72 ora) — vagyis amikor mar LBR-rdl
beszélhetiink— nem voltak megfigyelhetdek (15. abra).
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15. abra A dohany sejtkozotti folyadékanak fehérjemintazata Micrococcus
lisodeicticus kezelést kovetden. M1, M. lisodeicticus; 6 h-72 h, az injektalastol eltelt id6, 89-
365, a fehérjék jelolése gélbeni vandorlasi tavolsaguk alapjan

c sy

altalanos rezisztenciat dohanyban. Mivel az EBR 215/250 fehérjék a késoi idopontokban (48
h, 72 h) megtfigyelhetok voltak, de az EBR iddszaka alatt nem, feltettilk a kérdést, vajon
egyaltalan nincs korai reakcio erre az elicitorra? Mivel az LPS altal ndvényben kivaltott
reakciokat kiterjedt irodalom taglal (Meyer et al., 2001; Dow et al., 2000; Gerber et al., 2004;
Zeidler et al., 2004; Keshavarzi et al., 2004; Silipo et al., 2005) feltételezziik, hogy a korai
id6szakban csak nagyon gyenge reakciodt valt ki, amely fehérje szinten nem kimutathato. Az
EBR-hez kapcsolhaté kitinaz génre specifikus inditdészekvencidk alkalmazasaval valos idejii
PCR-t végeztiink. A dohanylevelek LPS-el torténd injektalasat kdvetden 30 perccel, 1, 3, 6,
12, és 24 o6raval 6ssz-RNS-t izolaltunk. LPS indukciéra a kitinaz génrdl atirédott mRNS
mennyisége joval alatta maradt a hovel elolt baktérium altal indukalt tobb, mint 90-szeres
génaktivacio mértékénél (16. abra). Mig a viz elékezelés hatasara a kitinaz gén indukcidjanak
maximuma kb. 8,6 szeres volt, addig az LPS altal indukalt génaktivacié mindossze kb. 18-

szoros volt.
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16. abra A chto3D9 gén relativ aktivitasanak mértéke és idébeli lefutasa
lipopoliszacharid eldkezelést kovetden az abszolut (kezeletlen) kontrolhoz viszonyitva. Viz,
desztillalt viz; HE P. s. pv. Phas, hével ellt Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola; LPS,

lipopoliszacharid. Hiba savok: a kozépértékek atlagos eltérése, ahol n=4

A vizsgalt LPS nem indukélt EBR-t dohanyban, azonban LBR-elicitor aktivitidsa nem

zarhato ki, ezért ennek tisztdzasahoz tovabbi kisérleteket kell elvégezniink.

Peptidoglikan

Szamos dolgozat taglalja a PG jelentdségét emlésokben és Drosophilaban (Lasd 2.1. fejezet).
Mivel a Gram-pozitiv M. lisodeicticus is indukalta az EBR-t és az EBR215/250 kitinazokat,
fontosnak tartottuk, hogy ne maradjon ki az altalunk névényekben tanulmanyozott lehetséges
BR elicitorok sorabol.

A PG-t tobb koncentracioban injektaltuk dohany levelekbe: 1, 5, 10 és 25 pg ml”. Az

elicitor BR kivaltasat a tobbi elicitorhoz hasonld modon vizsgaltuk. A legalacsonyabb, 1 pg

crer

T

utan nem volt szignifikdns kiilonbség a sejtkozotti folyadékban megjelend kitinazok
mennyiségében, azonban mindegyik erdsebben indukalta az EBR-hez kapcsolhato fehérjéket,
mint a viz, de gyengébben, mint a M. lisodeicticus (17. abra). Ebben a vizsgalati idépontban
nem volt detektalhaté PG indukalta HR-gatlas (18. abra).
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17. abra Az EBR215/250 fehérjék kimutatdsa a dohany sejtkozotti folyadékaban 1, 5 és 10 pg
peptidogliikan kezelést kovetden. 6 h, az injektalastol eltelt idd; viz, desztillalt viz; PG,
peptidogliikan; M1, Micrococcus lisodeicticus; 98-250, a fehérjék jelolése gélbeni vandorlasi
tavolsaguk alapjan; EBR+/-, az EBR miikddése a HR-gatlas teszt alapjan

18. abra Az EBR kimutatasa a HR-gatlas teszttel 1, 5 és 25 ug peptidogliikan (PG) elokezelést
kovetden. 6-12 ora, az elékezelés és a Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola feliilfertézés
kozott eltelt id6; Viz, desztillalt vizes elékezelés; ML, Micrococcus lisodeicticus; @, a

I fertézott teriilet nem volt elokezelve

12 oraval az injektalas utan a fehérjék mennyisége magasabb volt (19. abra), ezzel
parhuzamosan a HR-gatlas is jelentkezett (18. abra). 24 illetve 48 oraval a dohanyba
injektalast kovetden, mar nem voltak kimutathatéak sem a fehérjék, sem az EBR HR-gatlo

hatdsa (nem mutatjuk).
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19. abra Micrococcus lisodeicticus (M1) és a peptidogliikan (PG) elicitor altal dohanyban
indukalt kitinaz fehérjék aktivitasa. 6 h és 12 h, az injektalastol a sejtkozotti folyadék
kinyeréséig eltelt ido; 89-250, a kitinazok jelolése gélbeni vandorlasi tdvolsaguk alapjan;
EBR+/-, az EBR miikodése/nem miikodése a HR-gatlas teszt alapjan

A fehérjék nyomon kovetése a sejtkozotti folyadékban nem adott meggydzd és
egyértelmii valaszt a PG altal intakt dohdny novényben indukalt reakcidrol. A fehérjeindukcid
ismeretében nem volt meglepd a marker kitindzok gén-aktivacidjanak alacsony mértéke, ami

az LPS-hez hasonl6an alig 18-szorosa volt a viz altal indukaltnak (20. abra).
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20. abra A chot3D9 kitinaz gén relativ aktivitasanak mértéke és idobeli lefutasa
peptidogliikan (PG) eldkezelést kovetden, az abszolut (kezeletlen) kontrolhoz viszonyitva.
Viz, desztillalt viz; HE P. s. pv. Phas, hével elolt Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola;
M. lisodeicticus, Micrococcus lisodeicticus. Hiba savok: a kozépértékek atlagos eltérése, ahol
n=4

57



A kisérletekben hasznalt peptidogliikan (Fluka), mely kereskedelmi forgalomban is
kaphato, M. lisodeicticusbol tisztitott sejtfalalkotd. Ez az elicitor készitmény széles koriien
alkalmazott az allati és az ecetmuslica velesziiletett immunitdsdnak kutatdsiban. Egyes
dolgozatok az elicitor altal indukalt reakcidok intenzitdsanak ndvekedésérdl szamolnak be,
amennyiben a peptidogliikdn lancot tojasfehérje-lizozimmal rovidebb darabokra hasitjak. A
kisérleteinkben kapott gyenge EBR-indukcié miatt ultrahangos szonikélassal (9x10 perc),
valamint lizozimos emésztéssel (4. melléklet) probaltuk a peptidogliikan készitmény
feltételezett hatasat fokozni. Az EBR-hez kapcsolt 215 és 250 jelt kitindzok esetében egyik
hasitasi mod sem okozott fokozottabb indukcidt, mint az emésztetlen készitmény (nem
mutatjuk). A peptidogliikdn oldathoz hozzaadott €s azonnal a novénybe juttatott, valamint a
30 perc szobahdémérsékleten torténd inkubéciot kdvetden a dohdnyba injektalt elicitor oldat-
kombinaciok altal kivaltott EBR215/250 kitinazok aktivitdsa kozott nem volt jelentds
kiilonbség. Azonban a dohany sejtkozotti folyadékaban, a marker-kitindzok mellett, van még

legalabb harom kitindz (Lasd 4.3 fejezet), melyek koziil ketténél 1) indukcios tulajdonsagokat

jegyezhettiink fel.
PG+Liz, PG+Liz,
viz, 6h viz, 19h PG3,6h PG3,19h 6h 19h Ml 6h ML 19h
98—
128—
215—
250—

EBR- EBR- EBR- EBR+/- EBR- EBR- EBR- EBR+

21. abra Kitinazok aktivitasa lizozimmal emésztett peptidogliikan (PG) oldattal injektalt
dohénylevél sejtkozotti folyadékaban. 6h €s 19 h, az injektalastol eltelt id6; PG3, 50 U
lizozimmal emésztett 10 pg PG; PG+Liz, 100 U lizozimmal 30 percig inkubalt 10 pg PG; Ml,
Micrococcus lisodeicticus; 98-250, a kitinazok jelolése gélbeni vandorlasi tavolsaguk alapjan;
EBR +/-, az EBR miikddése/nem miikodése a HR-gatlés teszt alapjan

A 128 jelt kitinaz a PR-N fehérjével egyiitt vandorol és a hével eldlt baktériummal
val6 injektalast kovetden ez a kitindz fokozatosan eltlinik a sejtkozotti folyadékbol (Lasd 4.3.
fejezet). A fehérje 6 6raval a PG injektalast kovetden kimutathato, de 19 (24) éraval a kezelést
kdvetden mar nincs jelen a sejtkozotti folyadékban (21. dbra). Ez az eredmény minden olyan
esetben megismétlodott, amikor nem volt erés EBR vagy °215°, °250° fehérje indukcio.

A PG részleges HR-gatlast, valamint az EBR215/250 fehérjék gyenge kifejezédését
indukalta. A legerésebb mérhetd reakcid egybeesett az EBR maximalis intenzitast

periddusaba.
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Flagellin 22

A flagellin fehérje amino-terminalis végén talalhatd 22 aminosav hosszusagu peptid (flg22)
bizonyult ezidaig az egyik leghatékonyabb baktérium eredetii elicitornak (Boller et al., 2004).
A f1g22 peptid novénybeni felismerésének elsé emlitésétdl (Felix 1999) a peptidet felismerd,
FLS2 receptorhoz val6 kotédéséig (Chinchilla et al., 2006), annyi ) eredmény sziiletett, hogy
elengedhetetlenné valt bevondsa az altalunk felallitott vizsgalati rendszerbe.

A peptid egy része kitapadhat a milanyag feliiletekhez, ezért 1mg ml" marhaszérum
albumin (BSA) és 0,1 M NaCl oldattal elegyitett 1 mM flg22 koncentracioju torzsoldatot
készitettiink. Ezt a torzsoldatot higitottuk késdbb a kivant koncentraciora. A kontrollként
vizzel injektalt dohany levelekben esetenként eldfordul alacsony kitindz indukcio (Ott et al.,
2006). A BSA — NaCl oldat nem valtott ki a viznél erésebb kitindz termelddést (22. abra) és
HR-gatlast sem indukalt dohdnyban. Az oldat elhagyasa ellenére is megbizhatdéan ¢&s
szignifikdnsan mérhetd volt a flagellin peptid altali indukcid (22. abra), ezért a késdbbiekben
nem alkalmaztuk. A kitapadds megakadalyozasa végett a Sigma-Aldrich Kft. altal
forgalmazott Low Bind Tube (Eppendorf) reakciocsoveket (a peptidek kitapadasat csokkent

mértékben mutatja) hasznaltunk a higitashoz és liveg fecskenddt az injektalashoz.
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22. abra Az EBR215 kitinaz kifejezédésének mértéke a sejtkozotti folyadékban flagellin
(flg22 peptid) és az oldatbantart6 kiséréanyagok hatdséra. Viz, desztillalt viz; BSA-NaCl, 1
mg ml” marhaszérum albumin (BSA) 0.1 M NaCl oldatban; Flg, 1 uM flg22; Flg+BSA, 1

uM flg22 a BSA-NaCl oldattal elegyitve. Hiba jelzések: a kdzépértékek atlagos eltérése, ahol
n=3

A kisérletek soran a szerzé (Felix et al., 1999) altal vizsgalt és javasolt 1 uM-os

crer

szignifikans kiilonbség a két koncentracio altal kivaltott ndvényi reakcid kozott (nem

mutatjuk), ezért a tovabbiakban csak az 1 pM-os peptid eleggyel kapott eredményeket
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mutatjuk be. A dohanyba injektalas utan 6, 12, 24 oraval vizsgaltuk a peptid altal kivaltott
reakciokat.

Az flg22-vel injektalt levelekbdl nyert sejtkdzotti folyadékban kimutathatoéak voltak az
EBR-hez kapcsolt fehérjék. A legkorabbi, 6 és 24 6ras sejtkozotti folyadék mintdban erdsen, a
pozitiv kontrollként szolgald, hével elolt P. s. pv. phaseolicola altal indukalt reakcidohoz
hasonl6 mértékben voltak jelen a kitinazok. Kozvetetten a mennyiségre is utald
kitindzaktivitas-teszt eredményei azt mutattdk, hogy az flg22 peptid 12 6réval az injektalast
kovetden erdsebb reakciot valtott ki az intakt ndvényben, mint a hdvel elolt baktérium
szuszpenzi6 (23. abra). Altalanosan megallapithato volt, hogy a 250 jelii kitinazbol kevesebb
volt a sejtkozotti folyadékban, mint a masik EBR-hez kapcsolt fehérjébol, de ezt nem csak a
flg22 altal indukalt valasz esetében tapasztaltuk (nem mutatjuk). Az flg22 EBR elicitalasa a
HR gatlas-teszttel bizonyithatd volt (Varga et al., 2005 a), és ezzel parhuzamosan jelentek
meg az EBR215/250 kitindzok a sejtkozotti folyadékban. A pozitiv kontrollhoz hasonl6an 6,
12 és 24 oras vizsgalati idopontban védettséget idézett eld az flg22 peptid a késobbi HR

okoz6 baktériummal szemben (24. ébra).
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23. ébra Az EBR215/250 fehérjék aktivitasanak idobeli lefutasa a flagellinnel (flg22) kezelt
dohany sejtkozotti folyadékaban egy EBR induktorhoz viszonyitva. HE P. s. pv. Phas., hdvel
elolt Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola (pozitiv kontroll). Hiba savok: a kozépértékek

atlagos eltérése, ahol n=3
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6 ora 12 ora 24 ora

24. abra A flagellin (flg22) peptid HR-kivédo hatasa (EBR) Pseudomonas savastanoi pv.
phaseolicola (Ph) és Pseudomonas pisi (Pi) baktériumokkal szemben. Flg, flg22 peptid; O,
elokezelés nélkiili levélrész; Viz, desztillalt viz (negativ kontroll); HE, hdvel elolt
Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola (pozitiv kontroll)

cre

baktérium szuszpenzid altal kivaltott kitinaz-aktivitdsnal erdsebb reakcidt valtott ki
dohényban. A kiilonbség becslésére a marker kitinazok génjének aktivaciojat mértiik meg az
elicitor hatasara (25. abra). Az flg22 mar 30 perccel az injektalast kovetéen erdsebben
aktivalta a chto3D9 gént, mint a pozitiv kontroll. Az indukci6 a 3 o6ranal bekovetkezd
aktivacidés-maximum esetében is kiilonbséget mutat a peptid javara. A mennyiségi
kiilonbségek ellenére a hdvel elolt baktérium és az elicitor altal indukalt génaktivacio lefutasa

igen hasonl6 volt.
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25. abra A chot3D9 kitinaz gén relativ aktivitasanak idébeli lefutasa flagellin el6kezelést
kovetden, az abszolut (kezeletlen) kontrolhoz viszonyitva. Viz, desztillalt viz; HE P. s. pv.
Phas, hével elolt Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola; Flg22, 22 aminosav hosszusagu
flagellin peptid (1 uM). Hiba savok: a kozépértékek atlagos eltérése, ahol n=2

A PG-t targyald részben mar szo esett a 128-as jelli kitindz rovid miikodésérdl a

sejtkozotti folyadékban. Azonban az flg22 elicitor hatdsara a fehérje majdnem a hével elolt
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baktériummal megegyezd, hosszu ideig volt kimutathat6 (26. abra). Meg kell jegyezni, hogy a
flagellin tizszeres chto3D9 génaktivacidot indukalt és a HR-gatlas teszttel is erds rezisztenciat
tapasztaltunk. Vagyis, ha a vizsgalt elicitor (teljes baktériumsejt vagy csak elicitor molekula)
erés EBR-t indukal, a 128-as kitindz is hosszu ideig jelen van. Amennyiben az elicitor egy
gyenge védekezési reakciot indukal, a kitindz is gyengén és rovid ideig mutathato ki a

sejtkozotti folyadékbol (21. abra).

flg22 elolt Psp
6h 12h 24 h 48 h 72 h 96 h 6h 12h 24h 48 h 72h
98—
128—
215—
250—
EBR+ EBR+ EBR+ EBR+ EBR+ EBR+/- EBR+ EBR+ EBR+ EBR+ EBR+

26. abra A dohany sejtkozotti folyadékaban az EBR soran megjelend kitinazok aktivitdsdnak
id6beli lefutasa. flg22, 22 aminosav hosszusagu flagellin peptid; eldlt Psp, Pseudomonas
savastanoi pv. phaseolicola (hdvel el6lt); 6 h-96 h, az injektalastol eltelt id6; 98-250, a
kitinazok jeldlése gélbeni vandorlési tavolsaguk alapjan; EBR+/-, az EBR miitkodése/nem
miikddése a HR-gatlas teszt alapjan

A kiilonboz6 elicitorok vizsgélataval célunk egy olyan molekula meghatdrozésa volt,
mely Onalléan, baktérium sejtek nélkiil alkalmas a BR alatt lezajlo védekezési reakciok
indukélasara. A génaktivacid lefolyasa, a sejtkdzotti folyadék fehérje-Osszetétele és HR
kialakulasdnak gatldsa nagyon hasonlitott a hdvel eldlt baktérium-szuszpenzid és a flg22
peptid altali indukcio esetében. A vizsgalati rendszerben mért EBR jellemzdk alapjan az flg22

peptid alkalmas lehet a hével elolt vagy hrp mutans baktérium szuszpenzié helyettesitésére.

4.5.2. A baktériumsejt belsejében talalhaté elicitorok
Hideg sokk peptid

A csp22 peptid dohdnyba injektdlva nem valtott ki HR-t. A peptidet tobb

koncentracioban vizsgaltuk, de nem volt szignifikdns kiilonbség az 1, 5 és 10 uM

cre

crer

kapcsolhat6 kitinazok indukcidja megfigyelhetd volt az elicitor hatdsara (27. dbra). A fehérjék
mennyisége a sejtkozotti folyadékban 6, 12 és 24 éraval az injektalast kdvetden kdzel azonos

volt. A poliakrilamidgél-elektroforézissel kapott fehérjemintazat kitinaz aktivitasa alapjan kis
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mértékit mennyiségi, illetve aktivitasbeli ndvekedés volt tapasztalhatd 24 6raval az indukciot
kovetden (28. abra). A csp22 altal indukalt kitinazok mennyisége a sejtkozotti folyadékban
joval kevesebb volt, mint ugyanezen fehérjék mennyisége M. lisodeicticussal injektalt levelek
sejtkozotti folyadékaban (27. és 28. abrak), de minden mintavételi idépontban magasabb volt
mint a viz esetében (28. abra). A csp22-vel el6kezelt levélrészbe injektalt é16 P. pisi HR-t
csak a korai (6-12 oras) vizsgalati idépontokban tudott okozni. 24 6raval a peptid dohanyba
injektalasat kovetden az elicitor altal indukalt EBR mar megakadalyozta ezt (nem mutatjuk).
Szembetlind a parhuzam a fehérjék mennyiségének novekedése ¢s a HR gatlo tulajdonsag

kialakulasa kozott.

csp22 Ml

6h 12h 24h 6h 12h 24h

EBR- EBR- EBR+ EBR+ EBR+ EBR+

27. ébra Az EBR215/250 kitindzok aktivitasanak idébeli lefutasa hidegsokk-peptid (CSP) és
Micrococcus lisodeicticus kezelést kovetéen a dohany sejtkozotti folyadékaban. csp22, 22
aminosav hosszusagi CSP; MI, M. lisodeicticus; 6 h-24 h, az injektalastol eltelt id6; 98-250, a
kitinazok jeldlése gélbeni vandorlasi tavolsaguk alapjan; EBR+/-, az EBR miikodése a HR-
gatlas teszt alapjan
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28. abra Az EBR215/250 fehérjék mennyiségének idobeli lefutasa a hidegsokk-peptiddel
(csp22) kezelt dohany sejtkozotti folyadékaban a vizhez és egy EBR induktorhoz viszonyitva.
ML, Micrococcus lisodeicticus (pozitiv kontroll). Hiba savok: a kdzépértékek atlagos eltérése,

ahol n=3

Az LPS Aaltali indukcidhoz hasonléan a csp22 peptidre adott valasz sem az indukciot
kovetd 6. és 12. ora kozott maximalizalodott. A csp22-re viszonylag késon detektalhatod

ndvényi reakcid ellenére is bizonyitott a felismerés.

EF-Tu transzkripcios elongacids factor

Az 1 uM elf26-ra adott ndvényi valasz gyengébb volt, mint a pozitiv kontrollra (hdvel eldlt
baktérium), de szignifikdnsan erdsebb Kkitindz termelédést mutattunk ki a sejtkozotti
folyadékbol a vizhez képest (29. abra). A védekezéshez kapcsolhatd fehérjék jellemzden a
korai idépontokban (6-24 h) voltak a legnagyobb mennyiségben jelen a sejtkozotti
folyadékban (30. dbra). A BR miikddését igazolta az elf26-al injektalt levélrészeken a HR
elmaradasa P. s. pv. phaseolicolaval valo feliilfertézést kovetden (31. abra). Ez az EBR-re
jellemzd tulajdonsag a feliilfert6zott teriiletnek csak egy részén, és csak 19 oraval az indukcidt
kovetden volt detektalhatd. A fehérjék mennyisége 48 oraval az injektalast kovetden erdsen
lecsokkent. A csokkenéssel egybecsengett a HR gatldss elmaraddsa ebben az

id6intervallumban.
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29. dbra Az EBR215/250 fehérjék mennyiségének iddbeli lefutdsa EF-Tu elicitorral kezelt
dohany sejtkozotti folyadékaban a vizhez és egy EBR induktorhoz viszonyitva. V, desztillalt
viz; E, 26 aminosav hossztsagli EF-Tu peptid (1uM); HE, hovel elolt Pseudomonas
savastanoi pv. phaseolicola (pozitiv kontroll). Hiba savok: a kozépértékek atlagos eltérése,
ahol n=2

6h 12h 24h

viz  elf26  eldltPsp viz  elf26 eldltPsp viz  elf26  eldlt Psp
d

215— M L P ) b o
250—

EBR- EBR+/- EBR+ EBR- EBR+/- EBR+ EBR- EBR- EBR+

30. &bra Az EBR215/250 kitinazok kimutatasa a dohany sejtk6zotti folyadékabol EF-Tu
elicitor kezelést kdvetden. viz, desztillalt viz; elf26, 26 aminosav hosszisagu EF-Tu peptid
(1uM); elolt Psp, Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola (hével elolt); 6 h-24 h, az
injektalastol eltelt id6; 98-250, a kitindzok jelolése gélbeni vandorlasi tdvolsaguk alapjan;
EBR+/-, az EBR miikodése/nem miikodése a HR-gatlas teszt alapjan
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31. abra Az EF-Tu elicitor részleges HR-kivédd hatasa (EBR) 19 é6raval az indukciot
kovetden Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola baktériumokkal szemben. @, el6kezelés
nélkili levélrész; HE PPh, hével elolt P. s. pv. phaseolicola; E1f26, 26 aminosav hosszsaga

EF-Tu peptid (1 uM)

Az elf26 peptid szignifikans kitindz indukciot valtott ki a dohanyban és a rezisztencia
miikddését biztosan jelz6, HR gatlast is kimutattuk. A HR-megel6zés gyengébb volt, mint az

Osszehasonlitasul szolgald hovel elolt baktérium altal indukalt ,,vakcinaltsag”.

4.6. A kitinazok lizozim aktivitasanak vizsgalata

Az EBR215/250 fehérjék a korai altalanos rezisztencia kimutatdsdra alkalmas markerek.
EBR-hez val6 kapcsoltsaguk és enzimaktivitasuk miatt érdekes és fontos kérdés, vajon van-e
szerepiik az EBR baktériumra gyakorolt gatlé hatdsaban? Mivel az EBR215/250 fehérjek a
sejtfalba/apoplasztba tovabbitodnak a transzlaciot kovetden, ezért kozvetlen a baktériumra
gyakorolt hatasuk is feltételezhetd. Az EBR215/250 fehérjek 1-2 %-at teszik ki a sejtkozotti
allomanybol kinyert folyadék teljes fehérjetartalmanak (Ott, 2002), ezért koncentralasuk és
méginkabb elkiilonitésilk a sejtkozotti folyadék tobbi fehérjéjétdl sziikséges volt a
baktériumokra gyakorolt hatasuk vizsgalatahoz. Tobb 1t is alkalmas lehet egy (vagy néhény)
fehérje elkiilonitésére: a fehérjék kromatografias elvalasztasa, majd az egyes fehérje frakciok
leoldasa az oszloprol séoldattal vagy a fehérjék kicsapasa (Scopes, 1982). Ezen eljarasok
soran azonban, a fehérjék részben vagy teljesen elveszithetik aktivitasukat. A végil is
kivélasztott folyadékfazisban torténd izoelektromos fokuszalas (IEF) modszer sordn a
fehérjéket izoelektromos pontjuk alapjan valaszthatjuk szét, akar nativ koriilmények kozott is.
Ebben a sejtkozotti folyadékot nem kell elegyiteni semmilyen aktivitds gatld anyaggal,
viszont hatranyként meg kell jegyezni, hogy az izoelektromos pontjukat elérve
kicsapodhatnak a fehérjék. Az elvalasztassal parhuzamosan a fehérjék mennyisége az egyes
frakciokban bekoncentralodik. A 3 ml sejtkozotti folyadék Osszfehérje tartalma (Bradford

reagenssel mérve) 450 pg volt. Az egyes frakciokban 250-300 pl folyadékot nyertiink vissza a
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fokuszalast kovetéen. A frakciok nativ poliakrilamid-gélben val6 elvalasztasat koveten
kideriilt, hogy az EBR215/250 fehérjék a 2. frakcioba jutottak, melynek pH-ja a 3.8-4.4
tartomdnyba esik. Ide keriilt a masik 2 kitindz (89’ és *128’) is. A 3. frakcidba (pH 4.5-5.1)
keriilt a savas pH-ju fehérjék nagy része. Azonban ennek a frakcionak a kitindz aktivitdsa
(’89, 128, 215 és ’250”) toredéke volt a 2. frakcidban 1évo fehérjéknél tapasztaltnal, sét a
kiinduléasi (koncentralatlan) sejtkozotti folyadékénal is joval alacsonyabb volt (32. abra). E
harom savas frakcion kiviil a bazikus, pH 8-9.3 tartomanyban taldltunk még két kitinaz
aktivitast mutato fehérjét (nem mutatjuk). Mivel a 2. frakcidé nagy mennyiségben tartalmazta
az altalunk vizsgdlni kivant fehérjéket, ezért a lizozim-aktivitds méréshez ezt a frakciot

hasznaltuk.

elolt Psp 1. 2. 3.

89— R

128

215 S —
250~ _— -

32. abra. Az izoelektromos fokuszalassal elvalasztott, savas frakciok kitindz aktivitdsa dohany
sejtkozotti folyadékaban az alabbi kezelések utan: elolt Psp, Pseudomonas savastanoi pv.
phaseolicola (hével el6lt), kiindulasi koncentralatlan sejtkozotti folyadék; 1., 1. frakcié (pH 3-
3.7); 2., 2. frakcid (pH 3.8-4.4); 3., 3. frakcio (pH 4.5-5.1); 89-250, a kitinazok jelolése
gélbeni vandorlasi tavolsaguk alapjan

A lizozim aktivitas egyes ismert PR-kitindzok jellemzd tulajdonséga (Stintzi ez al.,
1993). A PR-3 csaladba tartoz6 fehérjék koziil a chi 28 fehérjének bizonyitott gyenge kitinaz
¢s lizozim aktivitasa, mig a PR-P és Q csak kitindz aktivitast mutat. A PR-8, un.
kitinaz/lizozim csaladbdl a savas lys 28a gyenge kitindz-, a bazikus lys bl ¢és lys b2 fehérjek
pedig gyenge kitindz és erds lizozim aktivitdsu fehérjék (Stintzi ez al.,, 1993) (Lasd 3.
tablazat). Az EBR215/250 fehérjék esetleges lizozim aktivitasat a 2. frakcio M. lisodeicticus

sejteket bonto képessége alapjan mértiik.
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33. 4bra. A dohany-kitinazokat tartalmaz6 IEF frakcidk lizozim aktivitasa. Lizozim,
tojasfehérje-lizozim (1 U/ul) (pozitiv kontroll); FR 2, 2. frakci6, EBR-t mutaté dohany pH
3.8-4.4 tartomanyaba eso kitinazok; FR 7, 7. frakcid, pH 7.3-7.9 tartomany; FR 8, 8. frakcio,
pH 8-8.6; Amfolit, az izoelektromos fokuszalashoz hasznalt puffer (negativ kontroll)

Az egyes frakciok lizozim aktivitasat tobb kiillonbozo pH-értékli pufferben mértiik. A
33. abran a legintenzivebb enzimaktivitdst eredményezd pH-értékeken mért adatokat
hasonlitottuk 6ssze. A 2. frakcidoban 1év6 fehérjéknek a lizozim aktivitasa megegyezett az 1
U/ul tojasfehérje-lizozim altali M. lisodeicticus bontassal (33. abra). A 7. frakcioban 6sszesen
egy fehérjét lattunk, melynek nem volt kitinaz aktivitasa, a 8. frakcidoban pedig két bazikus,
kitinaz aktivitassal rendelkez6 fehérjét mutattunk ki (nem mutatjuk). A M. lisodeicticus
szuszpenzid bontdsa alapjan megallapithat6, hogy a 2. frakcid, melybe a pH 3.8-4.4
tartomanyaba esO kitindzok is tartoznak, a tobbi vizsgalt frakciondl erdsebb lizozim

aktivitassal rendelkezik.

4.7. Flagellinnel indukalt névényi védekezési mechanizmus hatasa az
agrobakteriumos golyvasodasra

Agrobacteriumos kisérleteinkkel arra probaltunk fényt deriteni, hogy a mar kialakult
BR ellenére is képes-e tumort indukalni a baktérium. Kordbban mar bebizonyosodott, hogy az
flg22 onalldan indukdlta az EBR-t és a hozzd kapcsolhaté molekularis markereket. A
tumorképzddésre gyakorolt hatds vizsgalatara a flg22-vel el6kezelt levélkorongokat A.
tumefaciens A281 torzzsel fertéztikk. Kevés szamua tumorszerti képzodmény a fert6zésmentes
levélkorongok féerein is képzddott. Ez a kalluszképzddés a korongok kivagéasat kdvetden a

levéldarabkaban 1évé novényi hormonnak tulajdonithatd. Négy héttel a fertdzést kdvetden
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mind a kezeletlen vagy vizzel injektalt, mind a flagellinnel injektalt levélkorongokon
tapasztaltunk tumorképzddést. A kezeletlen levélkorongokon az Agrobacterium fert6zés
hatdsdra jelentds mértékli tumorképzddést jegyeztink fel (34. dbra). Tobb fliggetlen
ismétlésben 20-30 %-os kiilonbségek voltak a képzdodott tumorok szdmaban. Azonban
tendenciézusan tobb tumor képzddott a hosszabb idejii (24 o6ras) kokultivaciot (egyiitt-
tenyésztést) kovetden. A csak steril vizzel injektalt levélkorongokon kevesebb tumor
képzddott, ami feltehetden nem a flagellin, hanem a viz eldkezelést kdvetden esetenként
megfigyelhetd gyenge EBR-reakci6 hatasaként tarthatd szdmon (Lasd 4.2.1. fejezet; Ott et al.,
2006). A steril vizes elokezelés utan megkozelitdleg egyforma tumorszamot jegyeztiink fel a
levélkorongokon, fiiggetleniil az el0kezelés id6tartaméatol és a kokultivacids 1d6 hosszusagatol
(34. abra).

A flagellin altal indukalt hatast a vizzel injektalt levéldarabokhoz viszonyitva lehet
értékelni. Szembeo6tld kiilonbség a vizzel és a flg22-vel eldkezelt dohany-levélkorongokon
képz6dott tumorok szaméaban két kombinacio esetében figyelheté meg (6 h flg22-t kovetd 14
h kokultivacié és 24h flg22-t kovetd 24 h kokultivacid), melyek mindegyik kisérletben
hatarozott kiilonbségeket mutattak a kontrollokhoz képest. Szignifikansan kevesebb tumor
képzo6dott azokon a levélkorongokon, amelyek 6 oraval a flagellines eldkezelést kovetéen a
rovidebb idejii (14 6ras kokultivacid) Agrobacterium fertézésnek voltak kitéve (34. abra).
Amennyiben ez a kapcsolat 24 oran keresztiil tartott két ellentétes hatast tapasztaltunk:

fokozott tumorképzddést (35. dbra) vagy tumorgatlast (34. abra).
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34. abra A flagellinnel kivaltott EBR hatasa Agrobacterium tumefaciens (A281) fertézésre in
vitro dohany névényekben. kontroll, Agrobacterium-fertdzés nélkiili levélkorongok; At, A.
tumefaciens; Viz, desztillalt vizes el6kezelés; 6h, és 24h, az el6kezelés hosszusaga; 14 h Kki
¢s 24 h Kki, kokultivacids 1d6. Hiba savok: a kozépértékek atlagos eltérése, ahol n=2
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35. 4bra Agrobaktériumos golyva tiinetek kialakuldsa flagellinnel (flg) el6kezelt
dohany levélkorongokon. Kontroll, elokezelés és Agrobacterium tumefaciens fert6zés mentes
levélkorongok; A281, A. tumefaciens A281 torzs; 6h és 24h, az eldkezelés hosszsaga; 14 h
Kki és 24 h Kki, kokultivacios id6. Hiba savok: a kozépértékek atlagos eltérése, ahol n=2

A 6 6rés flagellin kezelés tehat gatlo hatéssal volt az agrobaktériumos fertézésre. A 24
oras flagellin eldkezelés ellentmonddsos eredményeket mutatott, serkentdleg is hatott a
fertozésre. A korai védekezés a fert6zés hatékony gétlasa miatt tarthat szamot tovabbi

kisérletekben valo vizsgalatra.

70



4.8. Uj tudoményos eredmények

1. Kimutattuk, hogy a dohdny sejtk6zotti folyadékabol elkiilonitett EBR215/250 fehérjék
a korai 4altaldnos rezisztencia (EBR) miikdodésével szoros ¢€s mennyiségileg is
kifejezhetd korrelacidban allnak. EBR-kivaltd baktérium-elokezelések esetén a
fehérjék rendre megjelennek. A kompatibilis P. tabaci nem tudja elkeriilni altalanos
elicitorainak novénybeni felismerését, de a ra karos hatas, ebben az esetben az
EBR215/250 kitindzok kialakulasat géatolja.

2. A fenti fehérjék nem vagy nagyon kis mennyiségben indukalddtak abiotikus
tényezokre, kozelebbrél ozmotikus-, so- és oxidativ stresszre. A fehérjék az eddig
ismert PR-fehérjéktdl abban is kiilonbdznek, hogy nem mutathaték ki a sejtk6zotti
folyadékbol szalicilsav, metil-jazmonéat ¢és etilén kezelések utdn. Az EBR-rel
kapcsolatos fehérjék nem részei a Bion® éltal stimulalt ndvényi védekezésnek.

3. A fenti fehérjék aminosavsorrendjiik alapjan korabban még nem azonositott, kitindz
fehérjék (EBR215/250).

4. Az EBR215/250 kitindzok mint EBR-markerek és a HR-gatlas teszt segitségével
kimutattuk, hogy a 15 aminosav hosszusagu flagellin peptid és a P. coriandricolabol
tisztitott lipopoliszacharid elicitorok nem valtanak ki EBR-t.

5. Intakt dohdny névényben EBR-t (HR-gatlast) mutattunk ki peptidogliikan, a hideg

crer

crer

harom elicitor gyengén indukalta az EBR-marker fehérjéket.

6. Az flg22 peptid indukélja az EBR215/250 fehérjéket, és a kivaltott védekezés
preventiv hatassal volt a késobbi fertézésre.

7. Az EBR215/250 kitinazok lizozim aktivitassal rendelkeznek.

8. A 6 oras f1g22 peptid kezelés altal dohanyban indukalt védekezés gatld hatassal volt az
agrobaktériumos golyvéasodas tiineteinek kialakuldsdra, de a 24 o6ras el6kezelés

esetében ellentmondasos eredményeket kaptunk. Ennek hattere még nem tisztazott.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A dohanylevél fehérjeszintézisének hdsokkal vagy cikloheximiddel torténé blokkoldsa az
EBR elmaradasaval jart (Bozso et al., 1999). Ezzel egybehangzéan a dohany sejtkdzotti
folyadékdban erételjes fehérjevaltozasok jelezték az aktiv védekezést (Ott, 2002).
Vizsgalatainkban elsOsorban arra kerestiik a valaszt mennyire kotheté a fehérje indukcio a
baktériumok altal kivaltott rezisztenciahoz, milyen sejten kiviili fehérjék jellemzik, lehet-e
ezeknek szerepe az EBR mechanizmusaban, milyen baktérium sejtalkotok valthatnak ki EBR-

t és az ilyen mddon kivaltott EBR alkalmas lehet-e kiilonb6zd tipusu betegségekkel szemben?

5.1. Az EBR215/250 a dohany specifikusan baktérium-fertézésre kifejez6d6
fehérjéi

Az EBR215/250 fehérjéket egyarant indukaltdk a nem ndvénykorokozd, a hrp és
patogenitasat vesztett mutans, a szaprotroéf baktériumok, valamint az el6lt inkompatibilis és
kompatibilis korokozok. Azonban az €16, kompatibilis P. tabaci fert6zés esetén, a fehérjék
kifejez6dése gatlodott. Ez alol csak abban az esetben figyeltiink meg eltérést, ha kiugroéan
magas szamu (10° ml™) baktériummal fertéztiik a dohanyt. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy
az irrealisan nagyszamu baktérium olyan mennyiségl altalanos elicitort hordoz, amely eleinte
nem tudja elkeriilni a novény felismeré mechanizmusat (Ott et al., 2006), és igy az EBR
gyenge kialakuldsa elkezdddik, a védekezéshez kapcsolhatdo fehérjék megjelennek a
sejtkozotti folyadékban, viszont a kompatibilis baktérium egyben hatéstalanitani is tudja e
mechanizmust, s ezért az EBR baktériumra hat6o elemei nem fejezodnek ki, végiil kialakul a
betegség. Az EBR 215/250 fehérjéknek ezért feltehetden mérvado hatdsuk van a rezisztencia
soran, ha a kompatibilis baktérium az elnyomasukra torekedik. Jelentdségiiket az is erdsitette,
hogy az indukciét — a baktérium felismerését — kovetden koran, kimutathatéak voltak. Mivel
szamos baktérium ndvény kapcsolatban leirtak PR-fehérje, PR-kitinaz indukciot, sajatos
tulajdonsagaikra a konkrét PR-fehérje indukalo kezelések hivtak fel a figyelmet.

Az EBR-hez kapcsolt fehérjék nem vagy csekély mértékben indukalddtak ozmotikus-,
sO- ¢és oxidativ-stressz stimulusra. Eldforduldsuk a sejtkdzotti folyadékban jellemzden
biotikus, konkrétan baktériumos kezelés hatasara volt megfigyelhetd. (Bar a dolgozatban nem
tértiink ki rd, de TMV-dohany kapcsolatban is vizsgaltuk a fehérjék megjelenését a sejtk6zotti
folyadékban. Az EBR215/250 fehérjék nem voltak kimutathatdéak virus hatdsara. Gomba
eredetli elicitorokat még nem probaltunk.) A szalicilsav, etilén ¢és jazmonsav

szignalmolekuldk dohdnyba injektalasa sem valtotta ki az EBR215/250 fehérjék apoplasztban
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valé megjelenését, sem magat az EBR-t, igy ez a mechanizmus feltehetéen nem jar-e
hormonok indukciojaval és szalicilsav fliggetlen tton alakul ki, és fejti ki hatdsat. A vizsgalt
anyagok HR-ben és a szisztemikus szerzett rezisztencidban (SAR) betdltott szerepére mar
korabban ravilagitott Achuo ¢és mtsai. (2002) Oidium neolycopersici és paradicsom, valamint
dohany és Bortrytis cinerea kapcsolataban. A benzo-thiadiazol (BTH) szdmos ndvényben
alkalmazott immunstimulalo szer, hatasara indukalt rezisztencia alakult ki, pl. napraforgo-
peronoszporaval szemben (Ban et al., 2004). Azonban a BTH 4ltal indukalt rezisztencia nem
azonos az EBR-rel. Szamos alapvetd kiilonbségre kell felhivni a figyelmet. Az egyik az, hogy
a BTH szisztemikusan is hat, vagyis szalicilsav-fiiggd védekezést indukal (Achuo et al.,
2002), mig az EBR lokalis hatasu, és az el6zéekben mar bizonyitottuk, hogy a szalicilsav nem
jatszik szerepet sem az EBR, sem a védekezéshez kapcsolhatéd fehérjék indukaldsaban. Mésik
kiilonbség, hogy a BTH hatdsa 28 6ra-1 hét kozott a legintenzivebb (Baysal et al., 2002), mig
az EBR aktivitdsanak csticsa 8-12 éraval az indukciot kdvetden allapithatd meg. Végiil, bar a
BTH-ra kialakul6 novényi valaszban kitinaz fehérjéket is kimutattak (Burketova et al., 1999;
Burketova et al., 2003), eddigi eredményeink szerint az EBR-hez kapcsolhato fehérjék nem
jatszanak szerepet a BTH hatdsmechanizmusaban. A vizsgalt fehérjék tehat eltértek a mar
ismert PR-fehérjéktdl abban, hogy az 6ket kivaltod stimulusra igen gyorsan kifejezodtek, de az
altalaban PR-fehérjéket indukalo kezelések esetén nem mutattak fokozott aktivitast. Mindezek
a tulajdonsagok (gyors és baktérium-specifikus indukcid, szoros korrelacio az EBR-rel)
erositették a nézetiinket, hogy az EBR215/250 fehérjéket érdemes tovabb jellemezni és ha

lehet, meghatarozni.

5.2. Az EBR215/250 udjonnan leirt, eddig ismeretlen kitinazok

A tomegspektrometriai elemzés alapjan a két fehérje nagyon hasonlit egymasra, feltehetéen a
poszt-transzlacios modosulasok vagy az Gn. alternativ splicing-nak (szabalyozé mechanizmus,
melynek révén a DNS transzkripcidja sordn keletkezett RNS-b6l a kddold exon régiok
kodolni) kdszonhetik az egymastol eltérd alak és/vagy molekulasuly kiilonbséget. Az NCBI
adatbazisban fellelhetd fehérjék koziil csak egy babbol és egy rizsbdl izolalt kitindz rovid
aminosavszekvencidjara kaptunk homologiat. A MALDI-TOF vizsgalatainkkal parhuzamosan
Szatmari kiilonbozd, konzervativ kitinaz szekvenciak alapjan tervezett inditdészekvenciakkal
harom PCR-terméket kapott hrcC mutans P. syringae pv. syringaevel eldkezelt, tehat EBR-t
mutatd dohanybol. Az egyik termék indukcios sajatsagai (idobeli lefutdsa) igen hasonloak

voltak a tomegspektrometridval meghatarozott kitindzéhoz. A PCR-termék szekvenalasbol
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kapott eredményeket a tomegspektrometriai laboratérium eredményeit 100 %-ban
alatamasztottak, vagyis a PCR-rel felszaporitott génszakasz az altalunk poliakrilamid-gélbol
kivagott és tomegspektrometridval meghatarozott fehérje génjének a része (Ott et al., 2006). A
fehérjék enzimatikus aktivitasat géleken is ki tudtuk mutatni. Fontos kihangsulyozni azt is,
hogy extracellularis, savas pH-ju és M. lisodeicticus sejteket bontd lizozim aktivitasu PR-
fehérjékrdl eddig még nem szamoltak be. S6t, a *215” és ’250° kitinazokon kiviil a teszt
tovabbi harom kitindzt mutatott ki. A kitindzok, a névényi PR-fehérjék csalddjaban nagy
,»1étszaml” csoportot képviselnek. A legtobb PR-fehérjét virusfertdzést kovetéen HR-t mutatd
novénybdl izolaltdk. A dohany PR-fehérjékrél beszamold tobb tucat kozleményt
attanulmanyozva talaltunk ra Trudel és mtsai. (1989) munkéjaban olyan kitindzokra, amelyek
a TMV-vel fertézott levelek sejtkozotti folyadékadban és a HR-elhaldasokat mutaté levél
homogenizatuméaban is kimutathatéak. Az EBR215/250 fehérjéket inkompatibilis TMV-
dohany kapcsolatban sem a sejtkozotti folyadékban, sem a szovethomogenizatumban nem
talaltadk meg. A kozlemény masik érdekessége volt egy olyan kitinaz, amelyik a sejtk6zotti
folyadékban nem, de a szovethomogenizatumban megjelent. Ez a kitindz a PR-N fehérjével
egy vonalban vandorolt. Fontos megjegyezni, hogy ezt az eredményt hét nappal a TMV
fertdzést kovetden kaptdk. A kitinaz-aktivitas tesztek alapjan, a kozleményben leirt PR-N
fehérje mellett vandorld kitindz azonos az elolt baktériummal torténd kezelést kovetden (is)
megjelend *168°-al jelolt fehérjével. Abban az esetben a kitindzt a sejtk6zotti folyadékbol
azért nem tudhattdk kimutatni, mert eredményeink szerint a 168’ kitinaz rovid idén beliil
eltinik a sejtkozotti folyadékbol (baktérium indukciot kovetden). Ez azonban nem
magyarazhat6 a sejten beliili készlet kimertilésével. A *168” fehérje indukcids sajatsagainak

vizsgalata még folyamatban van, igy részleteiben nem tériink ki ra.

5.3. Az EBR215/250 bakteriolitikus hatasu enzimek

Fontos kérdés, hogy az EBR215/250 fehérjék csak jelzik az EBR-t vagy annak aktiv,
antimikrobialis komponensei. A lizozim aktivitds egyes ismert PR-kitinazok jellemzo
tulajdonsaga (Stintzi ez al., 1993). A PR-3 csaladba tartozo fehérjék koziil a chi 28 fehérjének
bizonyitott gyenge kitinaz ¢és lizozim aktivitasa, mig a PR-P és Q csak kitinaz aktivitast mutat.
A PR-8, un. kitinaz/lizozim csaladbdl a savas lys 28a gyenge kitindz-, a bazikus lys bl és lys
b2 fehérjék pedig gyenge kitinaz és erds lizozim aktivitast fehérjék (Stintzi ez al., 1993)
(Lasd 2.4.2. fejezet, 3. tdblazat). Az éaltalunk izoelektromos fokuszalassal eldallitott 7.
frakcioban Gsszesen egy fehérjét lattunk, melynek nem volt kitindz aktivitasa. A 8. frakcioban

két bazikus, kitinaz aktivitassal rendelkez6 fehérjét mutattunk ki, amelyek feltételezhetden a
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lys bl ¢és lys b2, melyek izoelektromos pontja pH 8.3 (Brunner et al., 1998). Annak ellenére,
hogy a 8. frakcioban 1évo fehérjék is feltételezett lizozim-aktivitast kitinazok, a 2. frakcioban

er6sebb M. lisodeicticus bontast mértiink (33. abra).

1 2 3

36. abra. Hovel elolt Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicolaval kezelt
dohanylevél sejtkozotti folyadékaban talalhatod fehérjék elvalasztasa izolektromos
pontjuk alapjan és a PR-fehérjék nevezéktana (Kauffmann et al., 1987). 1., a dohany
sejtkozotti folyadékaban talalhato fehérjék Coomassie Brillant Blue R250 festékkel
festve; 2., 2. frakcio, pH 3.8-4.4; 3., 3. frakcio, pH 4.5-5.1. A 2. és 3. frakcio fehérjéit
eziisttel festettiik.

A 2. frakcioban, a ’89°, ’128’, EBR215 és 250 fehérjéken kiviil, tobb fehérjét
mutattunk ki eziistfestéssel (36. abra). Vajon a frakcié lizozim aktivitdsa az EBR215/250
kitinazok, vagy a tobbi koziil egy (vagy tobb) fehérje jellemzdje? A 2. és 3. frakcid kozott
tobb mindségi kiilonbség is megftigyelhetd. Az egyik a PR-Q fehérje, de kimutatott lizozim
aktivitdsa nincs (Stintzi et al., 1993). A kovetkezd a PR-P, ami nem taldlhaté meg a 3.-as
frakcioban. Mivel ezen a kornyéken ez az egy markans mindségi kiilonbség talalhato a 2. és 3.
frakcio kozott, a kitinaz aktivitds gél alapjan (32. abra) a *89’ kitinaz a PR-P fehérje. Ez a
kitindz nem rendelkezik lizozim aktivitassal (Stintzi et al., 1993). Kicsivel lejjebb, a *128’
helyen, kordbban a PR-N fehérjét véltiik felismerni (Lasd 4.3. fejezet). Az izoelektromos
fokuszalast kovetéen vildgosan lathato volt, hogy a kitinaz (*128”), mely gyenge EBR esetén
mar 12 oraval az indukciot kdvetden eltlinik a sejtkdzotti folyadékbol, nem pontosan a PR-N
fehérjével egyiitt vandorol, hanem att6l kicsit lejjebb, a 154 fehérje vonaldban. Ezt a fehérjét

mar Ott (2002) is kimutatta, de a fehérjék bizonytalannak itélt mennyisége miatt az EBR-rel
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valé kapcsoltsagdt nem vizsgalta. Kisérleteiben a ’154° fehérje kis mennyiségére
magyarazatot adhat arra, hogy ez a fehérje nem denaturdlo poliakrilamid gélben csak nagyon
ritkan valik el a *128” fehérjétdl. EBR-hez vald kapcsoltsaga a kitinaz aktivitds gélekkel
torténd kimutatasnak koszonhetden bizonyosodott be. A *154° fehérje valdszintisithetden a lys
28a (Lasd 3. tablazat), mely extracellularis, pH 4.4, 28 kDa nagysagu fehérje, mely gyenge
kitinaz aktivitassal rendelkezik, de M. lisodeicticust bontd aktivitassal nem. A lizozimok
masik szubsztratjaval, a 4-metil-umbelliferil-kitotriézzal (4-MUCT) (Tronsmo and Harman,
1993) szemben azonban erds enzimaktivitast mutatott, ezért a kitinaz/lizozimok csoportjaba
tartozik (Stintzi et al., 1993). A dohany sejtkozotti folyadékaban, a pH 3.8-4.4 izoelektromos
ponta tartomanyban kimutatott kitindzok koziil, kizarasos alapon, az EBR215 és/vagy 250
fehérjének van tehat M. lisodeicticus sejtek bontasaval kimutathato lizozim aktivitasa. A
bakteriolitikus hatds tényét nem csak a M. lisodeicticus sejtek bontasara alapozott vizsgalat
(Lasd 4.6. fejezet), de az EBR215/250 aminosav sorrendjében fellelhetd 19. glikozid-hidrolaz
csaladba tartozé kitinaz domén megléte is erdsiti (Marchler-Bauer et al., 2005). Bar a valodi
lizozimokkal a csaldd tagjai semmilyen homoldgiat nem mutatnak, a fehérjék szerkezete
alapjan megallapitottak, hogy a 19. csaladba tartozé kitindzok a 46. csaladba tartozo
kitozanazokkal egyetemben a T4-fagbol és a 1libabol azonositott lizozimokra hasonlitanak, és
mindegyikiik az un. lizozim-szerli enzimek csoportjaba tartozik. (Marchler-Bauer et al.,
2005).

A lizozim aktivitas legalabb két helyen lehet fontos a védekezésben. A lizozim-
aktivitasi enzimek a peptidoglikdn bontdsdval roncsolhatjdk a baktériumsejtet, tehat
elsddleges szerepiik lehet (a tobbi, kés6bb megjelend lizozim aktivitasu fehérjével egyiitt) a
baktériumra kifejtett direkt hatdsban. Az EBR215/250 kitindzok rovid indukcios ideje alapjan
joggal feltételezhetjiik, hogy az EBR-markereknek a rezisztencia kialakuldsanak nagyon korai
szakaszaban van jelentdségilik Alapul véve a flagellin indukciora adott valaszt, a peptid akar
egy elsddleges EBR215/250-kivalté mechanizmus komponensének is tekinthetd. A flagellin
altal indukalt lizozim-aktivitasti kitindzok a baktériumsejttel valé kapcsolatba keriiléskor
annak peptidogliikkdn lancait emésztve elicitorokat szabadithatnak fel, melyek tovabbi
antimikrobialis hatasokat, fehérjéket indukalhatnak. Pozitiv visszacsatolds révén az eredeti
kitinaz mennyiségének novekedését is okozhatjak. Ezzel 6sszhangban van pl. az EBR215/250
fehérjék aktivitasanak 12-24 oran keresztiili folyamatos novekedése. Az antimikrobialis hatas
fokozéasan kiviil fontos lehet a kiszabaditott elicitorok altali vdlaszban megjelend szamos,
tovabbi PAMP felismerését lehetévé tevé receptor indukcidja. Ezt Arabidopsisban mar
megismerhettiik (Navarro et al., 2004). Talan az EBR215/250 fehérjék nagyon gyors

megjelenése ¢és lizozim aktivitdsa a kulcs a baktériumsejt belsejében 1évo elicitorok
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kiszabaditasaban? Ennek biztos megallapitdsa tovabbi vizsgalatokat igényel. Ezen EBR

markereknek a fentiek szerint jo esélyiik van az EBR funkcios egységeivé eldrelépni.

5.4. Az EBR elicitorainak meghatarozasa

Az EBR215/250 kitindzok fontos, baktérium specifikus, indukcios sajatsagai (5. tablazat)
alapjan e fehérjék EBR-molekularis markerként valo alkalmazhatosdga megalapozotta valt.
Jelenlétiik a sejtkozotti folyadékban specifikusan csak az EBR — illetve késébb az LBR —
miikodése alatt mutathatd ki. Egyre tobb bakterialis elicitor (Felix et al., 1999; Dow et al.,
2000; Felix and Boller, 2003; Kuntze et al., 2004) ¢és receptor (Gomez-Gomez and Boller,
2000; Zipfel et al., 2006) ismert, azonban az altalunk kozvetitett valasz HR-gatlasat, vagyis az
EBR-t nem vizsgaltak. Ezért célul tliztik ki e témakor szliken az EBR-re vonatkozd
kérdéseinek a megvalaszolasat. Az elicitorok meghatarozasa tobb tovabbi szempontbdl fontos
¢s érdekes feladat. A baktériumsejtek a novényi sejtkozotti jaratokban eltoltott ido
elorehaladtaval a kedvezdtlen, indukalt és allandd novényi rezisztencia altal okozott
fiziologiai hatasok kovetkeztében sériilnek, és egyre tobb baktérium sejtalkotd szabadul ki.
Ezek a sejtalkotok ujabb reakcidkat valthatnak ki a ndvényben. A rezisztencia késObbi
idészakaban a baktériumsejt felszinén, ¢és feltehetéen a belsejében 1évo elicitorok egyiittes,
akdr szinergisztikus indukcios hatdsa is érvényesiilhet. Amikor hdvel elolt baktérium
szuszpenzidval indukaljuk az EBR-t, nem csak egy faktor felismerddésének hatasat latjuk.
Nem tudjuk, hogy a teljes EBR mechanizmus minden kiilonallo elicitor hatdsara ugyanagy
kialakul, vagy a folyamat alatt leirt fizioldgiai és molekularis események az Osszes elicitor
egylittes hatdsaként jonnek létre? E kérdés megvalaszolasa feltétlenlil igényli az egyes
elicitorok meghatarozasat. Az elicitorok meghatarozasa fontos lehet a steril, in vitro
kultarakban  kivitelezendd  kisérletekben,  valamint  gyakorlati = ndvényvédelmi

vonatkozasokban, ahol indukalt rezisztenciat hivnak segitségiil.

5.4.1. A lipopoliszacharid nem valt ki korai altalanos rezisztenciat

Az EBR-elicitorok meghatarozasara rendelkezésre allo (flgls, LPS) és ujonnan leirt (flg22,
csp22, elf26) elicitorok altal kivaltott reakcidkat vizsgéaltuk az EBR215/250 markerek
felhasznaldsaval és parhuzamosan a HR-gatlas teszttel. Az flgl5 mindkét rendszerben
abszolut inaktiv volt. A P. coriandricolabol tisztitott LPS két, jol megfigyelheto reakciot is

kivaltott. Az EBR miikodési ideje alatt, 24 6réval az indukcidt kévetéen bezarolag, nem
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indukélta sem a marker kitindzokat, sem HR-gatlast. A kitindz gén atirddasa sem mutatott
magasabb értéket a viz altal indukaltnal.

Az LBR alatt, ami egy nappal az indukciot kovetden kezd miikddni, 48 és 72 oraval az
injektalast kovetden vizsgalt sejtkozotti folyadékban gyengén tudtuk kimutatni a kitindzokat
¢s HR-gatlas is csak ebben az idészakban, atmenetileg alakult ki. Ezek alapjan az LPS inkabb
a késoi valasz kialakitasaért lehet az egyik felelés. Azonban az LPS-el injektalt
dohanylevélben olyan fehérjék is megjelentek a sejtkozotti folyadékban (°265° és ’365°
kozotti régioban), amelyeket korabban csak teljes baktériumsejtek altali fert6zésnél
figyelhettiink meg, fliggetleniil annak dohannyal alkotott patogenitasi viszonyaitol. Az LPS
LBR ¢s a kisméretli fehérjék indukalasdban jatszott szerepének (Lasd 4.5.1 fejezet)
tisztazasara a M. lisodeicticus, LPS-el nem rendelkezé Gram-pozitiv baktérium altali fehérje-
valasz megvizsgalasa hozott tovabbi eredményeket. A M. lisodeicticus minden vizsgalt
idépontban (6, 12, 24, 48, 72 6raval az injektalast kovetden) kivaltotta a HR-gatlast és az
EBR markereket. Mivel mind a Gram-pozitiv és a Gram-negativ baktériumok, mind az utébbi
csoport sejtfalanak LPS alkotéeleme indukaltak HR-gatlas ¢és a kisméretli fehérjék
megjelenése csak a Gram-negativokkal és a rdjuk specifikus elicitorral végzett kezelések
esetében volt megfigyelhetd, ezért az LPS és az altala is kivaltott kérdéses fehérje-sorozat
nem hozhat6 6ssze szoros Osszefliggésbe az LBR-rel. Anndl is inkabb, mivel a ’265’-’365’
kozotti csiksorozat nem mutathato ki a gélek Coomassie-kék festését kovetden, ami az eziist-
festéstdl eltérden csak a fehérjéket festi meg. A kis méretli csikok megjelenése LPS-t
tartalmaz6 induktorral arra utalhat, hogy ezek inkdbb az LPS molekula bomlastermékei, mint
a késoi rezisztencia velejaroi. Ezt az allitast igazoltdk a BTH-val valamint az flg22 peptiddel

végzett kisérleteink is (Lasd 4.2.3 és 4.5.1 fejezetek).

5.4.2. A peptidogliikan gyengén indukalja a korai altalanos rezisztenciat

A peptidogliikan a Drosophilaban és az emlésokben igen aktiv elicitor (Zipfel and Felix,
2005). Sejtszuszpenzioban (Felix and Boller, 2003) ¢és intakt dohanyban végzett kisérletekben
(4.5.1. fejezet) azonban gyenge elicitor-aktivitast taldlunk. A pozitiv kontrollként a dohdnyba
injektalt M. lisodeicticus joval erésebben indukalta a kitinazokat. De az elicitor-kezelést
kovetd marker-kitindzok idébeni megjelenése nagyon hasonlitott az EBR perzisztencidjahoz.
Az elicitor lizozimos emésztése kovetkeztében a peptidogliikan lanc kisebb egységekre
darabolodik. Egyes esetekben ezek a peptidogliikdn frakciok aktivabbnak bizonyultak (Kanost
et al., 2005). A M. lisodeicticus peptidogliikan lizozimmal val6 inkubacioja sem fokozta az
elicitor aktivitasat (21. abra) jelentds mértékben. A tény, hogy a teljes baktériumsejtek,

melyek sem LPS-sel sem flagellinnel nem rendelkeznek (Felix and Boller, 2003), és a
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tisztitott peptidogliikdn sem egész, sem darabolt formajaban még csak meg sem kozeliti az
egész sejtek altali indukcidé mértékét azt sejteti, hogy a peptidoglikan mellett a M.
lisodeicticusban kell lennie egy masik, aktivabb PAMP-nak. Erre azonban még nincs utalas.
A peptidogliikan tehat nem indukalt a pozitiv kontrollokhoz hasonlé mértékii EBR-t egyik
kimutatasi rendszerben sem. E sejtfalalkotod hatasara kialakult gyors kitindz génaktivacio és a
fehérje megjelenésének, a pozitiv kontrollhoz hasonld, 12 6rds maximuma magaban rejti
annak lehetdségét, hogy bar dnmagaban nem valt ki robosztus reakciot a novényben, de
megjelenése a sejtkozotti térben egyfajta figyelmeztetés a novény szdmara, és ha gyengén is,
de elindithatja a védekezési folyamatok sorat. E feltételezés alapja a gomba-ndvény
kapcsolatbol mar ismert folyamat: novényi szovetbe jutd gombak a védekezés kovetkeztében
roncsolédnak ¢és a sejtfalukbdl leszakadd oligo-kitin és oligo-gliikan egységek ujabb
elicitorokat szolgaltatnak a ndvényi védekezés jelfogdi szamdra (Fritig et al., 1998). Ezt a
hipotézist erdsiti a flagellin hatasara a receptor kinaz gének nagyszamu indukciéja (Navarro et

al., 2004).

5.4.3. Az elf26 peptid dohanyban gyenge, de értékelhet6 reakcioét valt ki

A hidegsokk peptiden kiviil felmertiilt tovabbi sejten beliili elicitor jelenléte az fls2 mutansok
a védekezéshez kothetd reakciokat Arabidopsisban és mas keresztes novényben, valamint a
védekezéshez kapcsolhatdé SIRK/FRK1 (Robatzek and Somssich, 2002) géneket. A
legaktivabb elf26 peptid etilén felhalmozdodast nem indukalt az dohany, citrom, paradicsom ¢és
egyeb nem keresztes novények leveleiben. Georg Felixtdl (Ziirich-Basel Plant Science Center,
Botanisches Institut der Universitat Basel, Svéjc), a CSP-t és mds novényben miikodo
elicitorokat leird csoport kutatdjatol kapott peptid vizsgadlata a mi rendszeriinkben 1j
eredményekkel gyarapitotta a peptiddel kapcsolatos ismereteket. Annak ellenére, hogy a
dohanyban nem mutattak ki etilén termelddést és mas védekezési valaszt az elf peptid
hataséra, az altalunk hasznélt BR-vizsgalati rendszerben (kitindz aktivitds és HR-gatlas
teszttel) sikertilt kimutatni indukalt névényi rezisztenciat egy nem keresztes novénycsalad
fajaban. Az etilén ,,tobbszerepes” résztvevoje a védekezési rendszereknek. Egyes esetekben a
védekezés komponenseinek induktoraként irtak le (Mauch and Staehelin, 1989; Botha et al.,
1998), maskor szisztemikus védekezés jelatvivdjeként és mas védekezési folyamatok
regulatoraként szerepel (Ecker and Davis, 1987), de szdmos esetben a rezisztencia miikodését
igazoltak jelenlétével (Felix et al., 1999; Felix and Boller, 2003; Kuntze et al., 2004). Ez arra
enged kovetkeztetni, hogy a BR, ezen beliil az EBR nem etilén-fiiggd Gtvonalak altal fejti ki
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hatasat. Ezt csak erdsiti, hogy az etilén-prekurzor kezelés, nem indukalta az EBR215/250
kitinazokat és a HR-gatlast (Lasd 4.2.2 fejezet). CSP kezelést kovetden a Solanaceae csalad
tagjai fokozott etilén bioszintézist mutattak, mig e csaladba nem tartoz6 fajok esetében, mint
pl. az Arabidopsis, ezt a védekezési reakciot nem mutattak ki (Felix and Boller, 2003). Az elf
peptid hatasara, ezzel ellentétesen, a Solanaceae csalad nem mutatott etilén termelddést, de az
Arabidopsis és mas keresztesek igen (Kuntze et al., 2004). Vagyis az etilén bioszintézis nem
mindegyik novényfajban miikddik a védekezésben részt vevo szereploként. Mivel dohdnyban,
az igen érzékeny sejtszuszpenzid pH-valtozds és etilén felhalmozddas mérésén alapuld
modszerekkel, nem mutattak ki indukalt valaszt (Kunze et al., 2004), kisérletiinkben
kimutatott alacsony értékek is egyértelmiien a dohanyban valo felismerést jelentik.

Mint lathat6, szdmos baktérium faktor ismert mar, melyek a novényi altaldnos rezisztencia
felismer6-mechanizmusat aktivalhatjdk. A ndvénybe juté koérokozd és nem korokozd
mikroorganizmusok sokfélesége — legyen sz6 baktériumokrdl, gombakrol vagy virusokrol —
sziikségszerlien maga utan vonja, hogy a novények szamos, €s feltehetéen egyre tobb,
sejtidegen mikroorganizmus-komponenst képesek felismerni. Munkdnk eredményei azt
sugalljak, hogy kiilonbséget kell tenni az egyes elicitorok kozott olyan értelemben, hogy
némely elicitorok felismerése a védekezésre 6sztokéli a ndvényt, masok pedig inkabb egy

gyengébb, inicialo jelet jelentenek a szervezet szamara.

5.4.4. A vizsgalt elicitorok koziil a csp22 és a flg22 peptid indukalta a
legerésebb korai BR-t

A BR tiinetmentes reakcid, igy az elicitor kezelésre adott valasz, aktiv oxigénformak
felhalmozddasa, a tapkozeg lugosodasa stb. (Lasd 2.5. fejezet) a BR lehetséges elemeiként
tarthatok szamon. Az indukalt reakciok csak kozvetetten utalnak a rezisztencia kialakulasara.
Ezért a PAMP-ok vizsgalata a mi fiziologiai- és fehérje-szintli valtozasokon alapulo
rendszerlinkben fontos eredményekkel gyarapitotta a peptidekkel kapcsolatos ismereteket. A
CSP, az LPS-hez hasonléan, egy idoben késobbi reakciot valtott ki a dohanyban. Azzal a
kiilonbséggel, hogy a csp22 peptid mar 6 és 12 éraval az injektalast kovetden nagyon gyengén
indukalta az EBR215/250 kitindzokat. A peptiddel végzett kisérletek egyértelmiien
alatdmasztottdk az EBR215/250 fehérjék mennyisége ¢s az EBR hatékony HR-gétlasa kozotti
korrelaciot. A legkordbbi, 6 oras feliilfert6zés hatterében a negativ kontrollal megegyezd
mértéki kitinaz-aktivitas nem eredményezett HR-gatlast. Erdekes, hogy a M. lisodeicticussal
injektalt levelekben a 6 6rds vizsgalati idopontban kevesebb fehérje volt, mint a csp22-

indukélt maximum (amelynél mar HR-gétlas volt), mégis a teljes baktériumsejt-kezelés mar
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ekkor megvédte a szovetet a kés6bbi fertdézeéstol (27. abra). Ennek lehetséges oka az, hogy az
EBR egy széles spektrumt valasz, melynek a kitindzok csak egy részét képviselik. Ezt
tamasztjak ala a Medicagoban megfigyelt nagyszamt génaktivitas-valtozasok az EBR-soran
(Bozso et al.,, 2005 b). Tovabba a teljes M. lisodeicticus sejtekben egyszerre meglévo
peptidogliikan, CSP és egyéb eddig ismeretlen elicitorok az altaluk beinditott jelatviteli
utvonalak egymas melletti, pArhuzamos muiikodése feltehetden mas és/vagy erdsebb indukcios
hatastiak. Az elicitorok altali szinergisztikus, vagyis tobb elicitor egylittes bejuttatdsaval
egymds hatdsdnak fokozéasat Zipfel és mtsai. (2006) vizsgaltdk. A flg22 ¢és az elf peptidet
egyiittesen juttattak az Arabidopsisba. A két elicitor egyiittes alkalinizacidos hatasa nem
haladta meg az elicitorok altal kiilon-kiilon mért értékeket. A MAP kindz kaszkad elemei, az
MPK3 ¢és MPK6, mindkét elicitor esetében aktivalodtak, az elf26 egyediili hatasat
meghaladtidk, de a flagellinnél nem volt magasabb a kombinacidjuk altali indukcio, vagyis
nem mutattadk ki a kindzok szinergisztikus aktivitas-novekedését. Meg kell jegyezni, hogy
mindségi valtozas ugyanaz volt a két elicitorra reagald ndvényben, de a flagellinre a kinazok
hamarabb aktivalodtak és késébb csengett le miitkodésiik. Mi hatdrozza meg, hogy egy adott
elicitorra mikor alakul ki a ndvényi valasz? A baktériumsejtek ndvénybe jutdsakor sziikség
van bizonyos idére, amig a sejt roncsoloddsanak vagy mas hatdsoknak kovetkeztében a sejt
belsejében 1évo elicitorok kiszabadulnak, és igy a novényi felismerd rendszer szamara immar
aktiv elicitorra valnak. Azonban kisérleti koriilmények kozott, amikor szintetikus elicitort
injektalunk a névénybe, mar nem lehet sziikség idore a baktériumsejtbdl valo kijutashoz, az
egyes elicitrokra adott valasz mégis mas-mas id6pontban detektalhato. A kérdés feltehetd lett
volna mar az LPS lipo-oligoszacharid, kozponti és A-lipid részei altal kivaltott reakciok
idobeni elkiilonitésekor (Silipo et al., 2005). Azonban e fontos ¢és igen Osszetett kérdés
magvalaszolasara nem vallalkoztak a szerzok. Ennek magyardzata az egyes elicitorokat
felismeré receptorok meghatarozédsa ¢és a teljes jelatviteli utvonalak megismerése utan
torténhet meg.

Mint azt bemutattuk (Lasd 4.5.1. fejezet), az flgl5 peptid nem valtotta ki dohanyban
az altalunk vizsgalt BR markereket, sem HR gatlast. A dohdnyban joval aktivabb flg22 peptid
(Felix et al., 1999) azonban, mind a molekuldris, mind a fiziolégiai EBR-markereket
kivaltotta. Flagellin altali HR-prevenciorol eldszor szamolhattunk be (Varga et al., 2005 b). A
peptid a teljes baktériumsejtek altal indukalthoz hasonlo, vagy azt meghaladd védettséggel
ruhazta fel az elokezelt szoveteket. Az EBR-markereket igen hosszu ideig ki lehetett mutatni
a sejtkozotti folyadékbol (26. abra). Tehat egyetlen elicitorral tudtuk indukalni a korai és a
késoi valaszt is. Az LPS-el kapcsolatban megvitatott kis méretli csiksorozat nem jelent meg

flg22 injektalast kovetden, ami megerdsiti a feltételezésiinket, hogy ez a sorozat (’265° és
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’365° kozotti régioban) az LPS molekulabol szarmazik. A flagellinnel kapcsolatban tovabbi
vizsgaland6 téma maradt az altala indukalt védekezés hatasa a kompatibilis baktériumra. Az 1
uM flagellin peptid kétszer olyan génaktivaciot valtott ki, mint a hdvel eldlt baktérium. A
flagellin altali indukci6 valos mértékét tigy lehetne igazdn megallapitani, ha ismernénk adott

cre

sejtkozotti térbe. Igy a kisérletekben kapott elicitor aktivitast ennek tiikrében kell értékelni.

5.5. Az flg22 elicitor altal kivaltott reakcio hatasa Agrobacterium tumefaciens
fert6zésre

Az Agrobacterium tumefaciens a novénykorokozok kozott egyediilalloan széles
gazdakor fertézésére képes. Taldn az elicitorok is szerepet jatszanak ebben, hiszen a A.
tumefaciens flg22 peptidje Arabidopsisban, paradicsomban és még néhany Solanaceae
csaladba tartoz6 novényben nem valt ki védekezési reakciot (Felix et al., 1999). Ez a
baktérium is hordoz a névény altal ,,azonositott” elicitorokat, azonban az altaluk indukalt
altalanos védekezésben feltehetden olyan faktorok miikodnek, melyet elvisel és/vagy kikeriil a
koérokozé. Bér a dolgozatban nem részleteztiik, tobb €16, virulens és T-DNS nélkiili mutans
Agrobacterium torzs indukalta az EBR215/250 kitinazokat, ami bizonyitja, hogy a flagellin
mellett mas elicitort is hordoznak. Az is bizonyitott, hogy az Agrobacterium gatolja a névényi
védekezés egyes elemeit, de ennek moddja eddig ismeretlen (Veena et al, 2003).
Kisérleteinkkel arra probaltunk fényt deriteni, hogy vajon a BR hatdsos-e ezzel a sajatos
baktérium koérokozdval szemben? Zipfel és mtsaival (2006) parhuzamosan mi is
beszamoltunk a PAMP kezelés Agrobacterium-fert6zést gatldo hatasardl (Varga et al., 2006).
Mivel steril desztillalt viz hatdsara is tapasztaltunk bizonyos foku tumor-tiinet gatlast, ezért
felmeriilhet, hogy a cs6kkent tumorképz0dés nem a bejuttatott peptid altal kivaltott reakcio,
hanem a levél szoveteiben 1évé folyadék baktériumsejt tapadasat gatlo hatdsdnak
kovetkezménye. A sériilt szovet sejtjeihez valdo tapadas az Agrobacterium fert6zési
folyamataban kulcsfontossagt 1épés, és az Un. tapadéas-képtelen mutans baktériumok nem
okoznak tumor tiineteket (Matthysse, 1987). Azonban a flagellin altal kivaltott reakci6 a viz
hatasat meghaladoan gatolta a tumor-tiinetek kialakuldsat. A kezeletlen levelekhez képest is
extrém magas tumorképzOdés magyardzatat a védekezési folyamat két cstucsu lefolyasa
adhatja. A nem patogén Agrobacterium altal indukalt védekezési reakcié egy korai, 18.-24.
ora utan lecsengd, €s egy késoi, maximuma 30.-36. 6éranal mérhetd, valaszbodl all (Veena, et
al., 2003; 37. abra A). A patogén Agrobacterium fert6zése folyaman viszont csak az elsd
periddusra jellemzd valaszok indukalodnak, a késObbieket feltehetden elnyomja a korokozo.

Ebben a modellben a fertdzés és a novényi védekezd mechanizmus indukcidja egyszerre
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kezdddik. A koérokozasi folyamat iddigénye a baktérium ndvényi sejthez vald
kapcsolodasabol, a novényi kornyezethez vald alkalmazkodasabol, valamint, a baktérium
altalanos elicitorai altal indukalt korai védekezés toleralasabodl és ,.kiheverésébdl” tevodik
Ossze. A betegség kialakitasahoz sziikséges faktorok, a T-DNS atviteli mechanizmus kiépitése
a baktérium novénybe jutdsat kovetden 6-12 o6ra kornyékén mérhetd leghamarabb (Veena et
al., 2003). Mivel az Agrobacterium altalanos elicitoraira nem vagy masképp reagal a novény
(Felix et al., 1999), ezért lassulhat a felismerés. A korai védekezés gyengiilésével
parhuzamosan a baktérium génjei egyre erdsebben mitkddnek. Nem patogén Agrobacterium
altali indukcid esetében 18-24 ora utan cseng le (feltehetéen) az EBR és alakul ki az LBR.
Legalabbis az id6 paraméterek e két rezisztencia miikddési idejére illeszthetdek ra. A patogén
Agrobacterium torzs a T-DNS, az atvitelhez sziikséges fehérjék (pl. Vir), vagy eddig
ismeretlen fehérjék atjuttatdsaval képes elnyomni a ndvényi védekezést is (Veena et al.,
2003), igy az LBR mar nem tud miikodni. A flagellin kevesebb, mint hat 6ra alatt miikodésbe
hozza a védekezést. Kisérleteinkben a baktérium a mar miik6dé EBR hatasait kellett, hogy
toleralja, ezért a korfolyamathoz sziikséges gének aktivacigja elhuzodhat, és igy lehetdség van
az LBR kialakulasara. A 24 oras elokezelés esetén a patogén A. tumefaciens idéeltolodassal, a
flagellin altal indukalt EBR hanyatlasakor (24 ora) keriil kapcsolatba a dohany
levélkorongokkal (37. dbra B). A lecsengd novényi védekezés mellett ekkor nincs sziikség
toleralasra, €és igy egybdl a kapcsolddas és tamadas kovetkezhet a fertézési folyamat 1épései
koziil. Kihasznalva a gyengiilt allapotot, a T-DNS atvitel sokkal gyorsabb és hatékonyabb
lehet. A T-DNS-el egyilitt atjuttatott, névényi védekezést blokkold faktorok (akéar erdsebb)
miikodése kovetkeztében fertézést nem gatolja semmilyen novényi védekezés és a kritikusan
gyenge védelmii novényi szovetben a kokultivacio ideje alatt az Agrobacterium fokozottabb
tumor képzOdést vihet véghez (35. dbra; Varga et al., 2006). (Ez akar magyardzata lehet egy
erds, szennyezO, nem-kivant fert6zodésnek is.) Az Agrobacterium fertézés soran feltételezett
novényi és baktérium génmilkddést Veena és mtsai. (2003) eredményeire vetitve
szemléltetjiik (37. abra). A hipotézis tényezdinek részletesebb vizsgalataval fejthetjiilk meg a

golyvésodas betegség kialakuldsdnak kulcskérdéseit.
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37. dbra A ndvényi gének aktivitasa agrobaktériumos fertdzés soran (A) Veena és
mtsai. (2003) munkédja (magyarra forditva) ¢és a flagellin el6kezelést kovetden kimutatott
tumorgatlas és fokozott tumorképzddés feltételezett genetikai hattere sajat eredményeink

alapjan (B). Fekete vonal, a kérfolyamathoz sziikséges (pl. sejtosztédashoz és -novekedéshez

kapcsolhat6) ndvényi gének kifejezédése; sziirke vonal, a védekezéshez kapcsolhaté novényi

gének kifejezodése; szaggatott vonal, a tumorgatlas alapjan feltételezett Agrobacterium gének
aktivitasa

Az EBR215/250 kitindzok az EBR kimutatasiara alkalmas megbizhat6 ¢és
kvantifikalhatdé moddszert alapoztak meg. Az ,ujdonsiilt” EBR-markereket felhasznalva a
jelenleg ismert legtobb PAMP EBR indukciodjat vizsgaltuk meg. A vizsgaltak koziil a flagellin
22 aminosav hosszisagu, konzervalt peptidje volt a legaktivabb elicitor. A sikeres
modellkisérletek tavlatilag fontos gyakorlati jelentdséggel birnak. Ilyen megkdzelitésben a
flagellin, vagy akar mas a ndvényi altalanos védekezést hatékonyan stimulald elicitor,
potencialis ,,novényvédd szer” is lehet a kdzeljovoben. A legnagyobb problémat az elicitor
kijuttatasa, vagy ebben az értelmezésben inkabb bejuttatasa jelenti. Az EBR215/250 kitinazok
tovabbi vizsgalatat (pl. géncsendesités hatdsa az EBR-re) kdvetden a génmiikodés javitdsaval
(gyorsitasaval, fokozasaval), a baktériumok ellen hatékony védettséggel rendelkezo,
genetikailag modositott fajtak eldallitasa lehet perspektivikus. Mivel a génmoddositas

crer

alapkovét, kevesebb kornyezetvédelemmel kapcsolatos aggalynak adna  tapot.
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6. 0SSZEFOGLALAS

Az altalanos rezisztencia (BR) a baktériumok altalanos elicitorait felismerve a ndévény
sejtkozotti jarataiban megallitja a nem-patogén és nem ndvény-korokozd mikroorganizmusok
szaporodasat, ¢s kozremilikodik a kompatibilis baktériumok megfékezésében. A BR hatas
egyik legkorabban tettenérhetd funkcionalis kovetkezményeként az inkompatibilis baktérium
sem tud hiperszenzitiv reakciot okozni (korai BR, EBR). Mindmaig tisztdzatlan, hogy a BR
altal védett novényi szovetben mik is azok a tényezdk, melyek kozvetleniil a baktérium sejtre
hatnak.

A dohéany EBR soran olyan fehérjéket mutattunk ki, melyek nagyon gyorsan (3-6 o6ra
alatt) jelentek meg a baktérium fert6zés szinhelyén, a levelek sejtk6zotti folyadékaban és a
baktérium sejtekhez vagy azok komponenseihez kapcsolhatd kifejez0dést mutattak. Az
EBR215/250 fehérjék sajatossdga, hogy sem abiotikus (ozmotikus, so, oxidativ) stresszek,
sem a novényi védekezéssel korrelalo, ismert patogenezishez kapcsolt (PR) fehérjék kémiai
induktorai (szalicilsav, etilén, jazmonsav) nem valtottak ki megjelenésiiket. Az EBR ¢és a
kapcsolt fehérjék tehat szalicilsav-fiiggetlen uton jonnek létre, amit a NahG — szalicilsav
hianyos — ndvényekbeni kimutatdsunk is igazolt. Aminosav szekvencidjuk alapjan az
EBR215/250 fehérjék eddig nem azonositott kitindzok. Ezek a kitindzok lizozim aktivitassal
is birtak. A kitindz aktivitds és génindukcid, valamint az EBR intenzitds mérésével
baktériumbo6l azonositott altalanos elicitorok hatdsat vizsgaltuk. A baktériumok allando
sejtalkotoi: a flgl5, f1g22, csp22 és elf26 konzervalt peptidek, valamint a lipopoliszacharid és
peptidogliikan (PG) koziil a flg22 peptid bizonyult a legaktivabb EBR elicitornak. Az flg22-n
kiviil a csp22, az elf26 ¢s a PG altal indukalt HR-gatlast és EBR-specifikus fehérje-
kifejez6dést eldszor irtuk le. In vitro dohany novényekben az flg22 altal indukalt EBR
csokkentette az Agrobacterium tumefaciens altal okozott golyvasodas tiineteit.

Az EBR215/250 kitindzok lizozim és egyéb aktivitdsuk révén tobbféle szerepet
tolthetnek be a BR hatdsmechanizmusaban. A baktérium sejttel valo talalkozast kovetden a
PG réteg bontdsaval és ezaltal a sejtek belsejében lokalizalt elicitorok kiszabaditasaval
tovabbi elicitorokat szolgaltathatnak a ndvényi felismerd receptorok szamara. A flagellin és
mas altalanos elicitorok altal indukalt EBR215/250 kitinazok kozvetleniil részt vehetnek az
EBR baktérium-gatld mechanizmusaban. E fehérjék tovabbi vizsgalata alapot adhat pl. az
agrobaktériumos golyvasodas betegséggel szembeni hatékony gyakorlati védekezés

kialakitasara.
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SUMMARY

Basal resistance (BR), triggered by general elicitors of bacteria, inhibits growth of non-
pathogenic and non-plant pathogenic microorganisms in the intercellular spaces of plants and
has a role in restricting of compatible bacteria. As one of the earliest functional consequences
of BR, incompatible bacteria become unable to cause the hypersensitive reaction (early BR,
EBR). We still do not know what factors of the BR-protected tissue affect bacteria directly .

During EBR of tobacco, we detected tobacco proteins with rapid (3-6 h) appearance
in the intercellular washing fluid and with induction by bacterial cells or bacterial cell
components. The EBR related proteins were neither induced by abiotic (osmotic, salt and
oxidative) stresses, nor chemical inductors of known pathogenesis-related proteins (salycilic
acid, ethylene or jasmonic acid). Expression of EBR and the related proteins (EBR215/250)
was independent from salicylic acid because it did not fail in NahG plants known not to
accumulate this signal compound. EBR215/250 are novel chitinases showing significant level
of lysozyme activity. Chitinase activity and gene expression measurement along with EBR
detection were used to examine activity of known general bacterial elicitors including flgl15,
flg22, csp22, elf26 peptides, lipopolisaccharide, and peptidoglycan (PG). The most active of
them was flg22 peptide and in addition we demonstrated, the first time, EBR-elicitor activity
of csp22, elf26 and PG. flg22 treatment of in vitro tobacco plants is accompanied with
reduced tumor formation after Agrobacterium tumefaciens infection.

By means of lysozyme and other activities, EBR215/250 chitinases may play multiple
roles in the machinery of BR. They may release further elicitors from ‘hidden’ locations. The
chitinases may also have a direct effect on invading bacteria. Further experiments with EBR-
related chitinases may ground effective and practicable measures against plant-pathogenic

bacteria such as Agrobacterium tumefaciens.
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7.2. A kisérletek soran hasznalt poliakrilamidgél 6sszetétele

Az elektroforézis soran hasznalt pufferek 0sszetétele

Elvalasztogél puffer Gylijtogél p 1’1ffer 12x, Futtato puffer 10x,
2% I 8.8 pH 6.8 (s6savval 183
- PHLS. beallitott) pHLS.
Tris HCl, g 3.54 - -
Tris Base, g 3.34 9 15
Glicin, g - - 72
Vizzel kiegészitett
végso térfogat (ml) 33.3 >0 500
A 10-20% akrilamid gradienssii elvalasztd gél és a gylijto gél dsszetétele
Elvalasztd gél Gyijté gél
Poliakrilamid koncentrécio 10% 20% 4%
Akrilamid-biszakrilamid
(30:0.8) (ml) 0.8 1.6 0.26
Puffer (ml) 0.3 0.3 0.16
Glicerol (ml) - 0.5 -
Viz (ml) 1.3 - 1.5
Végso térfogat (ml) 2.4 2.4 1.9
-
Polimerizacio 10%-APS (L;D 15 6 19
katalizatora DMAPN (pl) 7.5 2.5 -
TEMED (ul) - - 4
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7.3. Az akrilamidgélek festése eziist-nitrattal

Fixalas (id6tartam: 2 ora): 31.25 ml etanol (95%), 10 ml jégecetsav, desztillalt vizzel 100 ml
végso térfogatra bedllitva;

Inkubalas (2 o6ra): 31.25 ml etanol (95%), 4 g natrium-acetat, 2 ml glutar-aldehid, 0.31 g
natrium-tioszulfat, desztillalt vizzel 100 ml végso térfogatra beallitva;

Mosas (2 x 10 perc): 2 x 100 ml desztillalt viz;

Festés (45 perc): 0.1 g eziist-nitrat, 28.5 pl formaldehid (35%), desztillalt vizzel 100 ml végsd
térfogatra beallitva;

El6hivas (3-10 perc): 2.5 g natrium-karbonat, 28.5 pl formaldehid (35%), desztillalt vizzel
100 ml végso térfogatra beallitva;

Leallitas (15 perc): 1.86 g EDTA desztillalt vizzel 100 ml végsé térfogatra beéllitva;

Mosas (3 x 10 perc): 3 x 100 ml desztillalt viz.
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7.4. Peptidogliikan elicitor-kombinaciok

1) 1 pgml" PG + 50 U lizozim
2) 1 pg ml™ PG + 100 U lizozim
3) 10 pg ml"' PG + 50 U lizozim
4) 10 pg ml™" PG + 100 U lizozim

A négy kombinacié mindegyikét azonnal, valamint 30 perc szobahOmérsékleten torténd

inkubacidt kovetden injektaltuk a dohanyba.
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7.5. Az agrobaktériumos-fertézés kisérletekben hasznalt MS-taptalaj

Moorashige and Scoog (1962)
Makroelem (mg/1):

NH4NO; 1650
KNO; 1900
CaCl, x 2H,0 440
Mg SO4 X 7H20 370
KH,PO4 170

Fe- EDTA (mg/l):
Na, EDTA 37.3
FeSO4 X 7H20 27.8

Mikroelem (mg/1):
KI10.83

H3BOs 6.2

MHSO4 X 4H20 22.3
ZnS04 x 4H,0 8.6
Na2M004 X 2H20 0.25
CuSOq4 x 5H,0 0.025
CoCl; x 6H,0 0.025

Vitaminok (mg/1):
Nikotinsav 0.4
Piridoxin 0.4
Thiamin 0.4
Folsav 0.002
Biotin 0.002
Ca-pantotenat 0.4
PABA 0.2
Laktoflavin 0.2

Glicin/inozit (mg/1):
Mezo-inozit 400
Glicin 8 mg

Agar: 6 g/l

A kokultivacio 1%, a regeneracid 3 % szacharoz és 200 mg/l cefotaxim tartalmu taptalajon
tortént.
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