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BEVEZETES ES CELKITUZESEK

Az indukalt védekezések koziil azt, amelyik — a preformalt
védekezéssel vallvetve — a novény sejtkozotti jarataiban megallitja a nem
novény- és nem-patogén mikroorganizmusok altali fertdzést, és
kézremiikddik az inkompatibilis illetve kompatibilis baktériumok
megfékezésében (Ott et al., 2006) altalanos (basal) rezisztencianak (BR)
nevezziik. Indukcidjaban nem korokozo-specifikus elicitoroknak (pl.
avirulencia fehérjék), hanem a baktériumokban altalanosan jelen 1évo,
nélkiilozhetetlen sejtalkotd elemeknek, molekulaknak felismerésén alapszik
(Gomez-Gomez and Boller, 2002). Ilyen altalanos molekularis mintazatok
(PAMP) a baktérium sejt felszinén talalhatdo flagellin (flg), a
lipopoliszacharid (LPS) és a peptidoglikan (PG), vagy a baktérium sejt
belsejében a hidegsokk fehérjék (CSP) vagy az un. transzlacids elongacios
faktor (EF-Tu) (Zipfel and Felix, 2005). A korai altaldnos rezisztencia
(early basal resistance, EBR) a novények indukalt, lokalis védekezési
mechanizmusa, mely gyors kialakulasanak koszonhetden (3-6 o6ra) a
védekezés elsd vonalaként gatolja meg a baktériumok elszaporodasat
(Klement et al., 2003). Az EBR tiinetmentes, még sejt-szinten sem jar a
hiperszenzitiv reakciora (HR) jellemzé sejtelhalassal vagy mas
szubmikroszkopos tiinettel (Ott et al., 1998). EBR-t minden baktérium
indukal, ami altaldnos elicitorokkal rendelkezik, ezek pl. legkiilonb6z6bb
mutans baktériumok is pl. melyek nem-miikodé hrp (HR and
pathogenicity) rendszerrel rendelkeznek. EBR-t olyan hovel eldlt baktérium
is indukal, ami egyébként betegséget okozna, pl. a dohanyban kompatibilis
Pseudomonas tabaci (Burgyan and Klement, 1979). A kompatibilis
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baktériumok képesek mind a BR, mind a HR hatastalanitasara, vagy az
aktiv védekezési komponensek toleralasara (Espinosa and Alfano, 2004;
Ott et al., 2006). Valoszint, hogy EBR eldkezelést kdvetden a védelem
alatt all6 novényi szovetbe injektalt nem-gazda (inkompatibilis) baktérium
szaporodasa és hrp rendszere gatlodik (Klement et al., 2003). Ez utobbi
lathaté jele, hogy az EBR elemei altal gatolt vagy karosodott hrp rendszeri
baktérium nem valt ki programozott sejtelhalast, és igy a HR elhalas
elmarad. Az EBR-t ezaltal, az inkompatibilis fertézésre gyakorolt gatlo
tulajdonsagat felhasznalva lehet kimutatni. E hatdson kiviil az EBR
mitkodését szamos fizioldgiai és molekularis valtozas jelzi. Az aktivalodott
gének nyomonkovetésével mutatta be Szatmari és mtsai. (2006) az EBR
Osszetettségét. Ezek kozott kell megemliteni a sejtfalerdsitésben, az aktiv
oxigén formak semlegesitésében és a korokozokra hatd antimikrobialis
anyagok (pl. patogenezishez kapcsolt fehérjék) eléallitdsaban részt vevd
géneket. Az intenziv kutatas ellenére még tisztazatlan, hogy a BR altal
védett ndvényi szovetben mik is azok a tényezdk, melyek kozvetleniil a
baktérium sejtre hatnak. Ott (2002) doktori téziseiben ravilagitott az EBR
alatt a dohany sejtkozotti folyadékaban bekovetkezo fehérje-valtozasokra.
Jelen dolgozat célja az ,,utt6r6” munka folytatasa volt. Célkitlizéseink az
emlitett dolgozat eredményei, az EBR egyre hangsulyosabb nemzetkozi

jelentdsége és kutatasi iranyvonalai alapjan fogalmazodtak meg:

1. A korabban kimutatott fehérjék EBR-hez kapcsoltsaganak
megerdsitése és Uj fehérjék kijelolése. Az EBR-hez kapcsolt
fehérjék tovabbi indukcios tulajdonsagainak vizsgalata, kiilonos

tekintettel a PR-fehérjéket kivaltd hatasok tanulmanyozasara;



2. Az EBR-rel szoros korrelacioban all6 fehérjék meghatarozasa
aminosav-sorrendjiik  alapjan. A fehérjék  azonositasaval
kovetkeztetni, amennyiben lehetséges, a rezisztenciaban betdltott
lehetséges szerepiikre. Az EBR-hez kapcsolt fehérjék molekularis
markerként valé  alkalmazasanak megalapozasa, melynek
kulcsfontossag része, hogy kvantitativ modszerek segitségével
értékelhetd legyen kifejezodésiik. Az EBR fehérje-markereinek
felhasznalasaval a védekezést kivaltd baktérium komponensek
(elicitorok) azonositasa;

3. Az EBR-rel korrelaciot mutatd fehérjék funkcionalis vizsgalata,
mely a rezisztenciaban aktiv (pl. bakteriolitikus, bakteriosztatikus)
komponensként valé részvételiiket probalja alatimasztani;

4. A szblészet teriiletén az agrobaktériumos golyvasodas jelenleg is
veszélyes korokozo. Ellene nincs kidolgozott, hatékony
novényvédelmi eljards, a megeldzésen kiviil. Kisérleteink célja az
EBR alkalmazasi lehetdségeinek felmérése e gazdasagi

szempontbdl is jelentds betegség ellen.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Uveghézban nevelt 4-8 leveles fejlettségli dohany (Nicotiana tabacum L.
cv. Samsun nn) novényeket hasznaltunk a kisérletekhez. A NahG
novényeket NOVARTIS, Agricultural Biotechnology Research Institute-tol
kaptuk. A kisérletekben hasznalt baktériumokat King’s medium B (King et
al., 1954) folyékony taptalajon szaporitottuk. El§ baktériumokkal vald

kezelésen kiviil hovel eldlt baktériumokat is hasznaltunk (P. tabaci, P. s.
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pv. phaseolicola esetében). Az é16 vagy elolt baktérium szuszpenziot (5 x
10® sejt/ml) az erek kozotti levéllemez teriiletekbe fecskendeztiik (Klement,
1990). A sejtkozotti folyadék kinyerése Klement (1965) mddszerén alapult,
Ott és mtsai. (2006) modositasai alapjan. A sejtkozotti folyadékban 1évo
fehérjék elvalasztasara magas pH-ji, nem-disszociald (nativ), megszakitott
Ornstein-Davis puffer rendszert (Ornstein and Davis, 1964) hasznaltunk. A
géleket eziistfestéssel festettiik meg (Heukeshofen and Dernik, 1985). A
kivalasztott fehérjék meghatarozasa a Szegedi Biologiai Kutatointézet
Tomegspektrometriai Laboratoriumaban tortént. Az elvalasztott fehérjék
kitinaz enzimaktivitasat gélben vizsgaltuk (Trudel and Asselin, 1989). A
fluoreszcens festékkel (Fluorescent Brightener 28, Sigma) festetett 0.04 %
glikol-kitin tartalma fedégéleket UV fénnyel megvilagitva, azon fehérjék,
amelyek kitindz aktivitdssal rendelkeztek, nem fluoreszkalé foltokként
voltak lathatok. A sejtkozotti folyadék izoelektromos pont szerinti
elvalasztasat kovetden a kivalasztott frakciok lizozim aktivitasat Selsted és
Martinez (1980) modszere alapjan mértiik. EBR-t indukalo kezelésként
hével elolt, babpatogén P. savastanoi pv. phaseolicolat injektaltunk a
dohanylevélbe. Az EBR-induktor bejuttatdisa utan ¢€l6 P. s. pv.
phaseolicolaval feliilfertéztiik az elékezelt részt. Az él6 babkorokozod
inkompatibilis a dohanyban, ezért HR-t okozott, melynek a levélszovet
elhalasa volt a lathaté jele. Amennyiben az eldkezeléskor bejuttatott
baktérium vagy mas elicitor indukalta az EBR-t, akkor a HR nem jelent
meg (Klement et al., 1999). A kisérletek soran hasznalt elicitorok: a P.
avenae flg22 szekvencidja alapjan szintetizalt 22 aminosav hosszlsagu
peptid, a Micrococcus lisodeicticusbol tisztitott fehérje konzervalt régioja

alapjan szintetizalt csp22 peptid és az Escherichia coli szekvenciaja alapjan
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szintetizalt elf26 peptid Georg Felix-t6l (Ziirich-Basel Plant Science
Center, Botanisches Institut der Universitat Basel, Svajc) szarmaznak. A
peptidogliikan kereskedelmi forgalomban kaphaté (Fluka). Az LPS-t a
Gottingeni Egyetem Novénypatologiai Intézetétl kaptuk. Az EBR alatti
cho3D9 gén aktivitasat valos idejii (Real Time) PCR modszerrel vizsgaltuk
Az inditészekvencia bazissorrendje: 5' CAA CCA TTC GAG CCA 3', 5
TAA GCC TCA CAA CCG TG 3"

EREDMENYEK

A dohany sejtk6zotti folyadékaban biotikus stressz alatt
megjelené fehérjék korrelacidja az EBR-rel

A dohanyba injektalt hével elolt P. savastanoi pv. phaseolicola
szuszpenzid 3-6 oraval az injektalast kovetéen indukalja a tiinetmentes
EBR-t. A HR-preventiv hatassal parhuzamosan az EBR-t mutatd levélbol
nyert sejtkozotti folyadékban, a 30 kDa alatti régiodban, legalabb két uj
fehérje megjelenését figyeltiik meg. Ezek a fehérjék (EBR215/250, Ott,
2002) minden olyan baktériumfertézést kovetden kimutathatoak voltak,
ami EBR-t indukal: €16, nem ndvény-korokozo Escherichia coli, Gram-
pozitiv Micrococcus lisodeicticus, szaprotrof P. fluorescens, T-DNS nélkiili
(betegség okozasra képtelen) Agrobacterium tumefaciens, hrp mutans P.
syringae pv. syringae hrpJ vagy a dohanyban a dohanyvész betegséget
okozo6 (kompatibilis) hével elolt P. tabaci. Kompatibilis baktériumfertézés
ellen az EBR nem olyan hatékony, mint pl. a szaprotrof baktériumok
esetében. Nem tudja meggatolni a betegség kialakulasat, de csokkenti a
baktérium szaporodasanak intenzitasat (Ott et al., 2006). A kompatibilis
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baktérium elnyomja az EBR-t és ezzel Osszecsengve az EBR215/250
fehérjék sem mutathatoak ki a sejtkozotti folyadékbol. P. tabaci fertézést
kovetéen csak abban az esetben volt a fehérjék gyenge megjelenése
jellemz6, amikor irrealisan magas (10° sejt/ml) baktérium koncentraciot
juttattunk a névénybe.

A dohanyokban, a leveleikbe injektalt 0.4 M-os mannitol oldat
ozmotikus-, 0.2 M-os konyhasé so6-, 40 uM paraquat és 0.3 M hidrogén-
peroxid pedig oxidativ stresszhatast idézett eld és sok PR-fehérje ismert
kivaltd tényezdje. NaCl és mannitol hatasara az injektalasat kdvetden 6
oraval kis mértékben kimutathatok voltak a fehérjék a sejtkdzotti
folyadékban. Az oxidativ stressz sordn egyik vizsgalati idopontban sem (6,
12, 24 6réaval az injektalast kovetden) valamint az ozmotikus és so stressz
késObbi mintavételi idépontjaiban (12 és 24 o6ra) sem fejezddtek ki az
EBR215/250 fehérjék. Néhany, a novényi védekezés jelatvitelében
kozremitkodé molekula, mint a szalicilsav, az etilén vagy a jazmonsav
szamos PR-fehérje felhalmozodasat valtja ki (Van Loon, 1983). 100 uM
metil-jazmonat vagy 1 mM 1-amino-ciklopropan-karboxilsav, az etilén
prekurzoranak dohanylevelekbe juttatasat kovetéen az 1j fehérjék nem
voltak felfedezhetéek a sejtkozotti folyadékban. A 0.6 mM szalicilsav
kezelés esetén, a legérzékenyebb eziistfestés modszerrel, alig kimutathato
kifejezddést kaptunk. A vizsgalt vegyliletek nem indukaltak a 215 és 250
jeli fehérjéket, és ezzel Osszhangban a HR-gatlas teszttel sem tudtuk
kimutatni a védekezést. A szalicilsavat felhalmozni nem képes NahG
genetikailag modositott dohany ndvényekben hdvel elolt baktérium
kezelést kovetden az EBR215/250 fehérjék a nem transzformans

névényben is kimutatott szinten jelentek meg a sejtkozotti folyadékban, és



a HR-prevencio jelezte az EBR miikodését. A benzo-thiadiazol (BTH,
Bion™) immunstimuldtor hatisara kialakuld novényi valaszban kitinaz
fehérjéket is kimutattak (Burketova et al., 1999), de eddigi eredményeink
szerint az EBR-hez kapcsolhaté fehérjék nem vesznek részei BTH

hatasmechanizmusanak.

Az EBR215/250 fehérjék meghatarozasa és molekularis
markerként val6 alkalmazasuk megallapitasa

A tomegspektrometriai  vizsgalat eredményei szerint az EBR-hez
kapcsolhatdo fehérjék meghatarozott aminosav-szekvenciai kitinazok
egymashoz igen hasonldak és ezidaig még le nem irt dohany kitindzok. A
kitinaz-aktivitas teszt nem csak a kitindzok szelektiv kimutatasara volt
alkalmas, hanem lehetdséget adott a fehérjék kvantitativ mérésére is: az
aktivitas novekedését jelzd, nagyobb és sotétebb litikus folt a fehérjék
mennyiségének novekedését is jelzi. P. tabaci el6kezelés utan, melynél
nem volt varhato az 0j kitindzok megjelenése, a teszt is negativ eredményt
mutatott. A kitindz teljes aminosav sorrendjét még nem sikeriilt
meghatarozni. Az EBR215/250 kitinaz ismert szekvenciajanak tomege 10
663.9 Da, izolektromos pontja pH 4.82. A szekvenciaban mas fehérjékben
is megtalalhatd konzervalt glikozid-hidrolaz domén a 19-es csaladba
tartozd kitindzokra jellemz6. Ez a jellemzd egység a lizozim-szerd
fehérjékben talalhatdé meg. Izoelektromos fokuszalast kovetéen az
EBR215/250 fehérjék a pH 3.8-4.4 izoelektromos ponti tartomanyba

keriiltek. Ez a frakcié bontotta a M. lisodeicticus sejteket, vagyis a kitinaz
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aktivitds mellett lizozim aktivitast is mértiink. A pH 3.8-4.4 tartomany
lizozim aktivitasa a tojasfehérje lizozim altal okozott litikus aktivitas
mértékéhez hasonlo volt. Az EBR215/250 kitindzok enzim-aktivitasanak és
génaktivacidjanak (chto3D9, génbanki szam: AJ880384, Ott et al., 2006)
nyomonkovetésével is kovetkeztettink a vizsgalt kezelés EBR
indukcidjara, ami szoros génatirdsos szabalyozast sejtet. Az EBR mérése
lehetdvé tette, hogy olyan elicitor molekulakat vizsgaljunk intakt
ndvényben, amelyek O6nmagukban is kivaltjak a rezisztenciara jellemz6

tulajdonsagok mérhet6 részét, teljes baktériumsejtek hasznalata nélkiil.

Ismert altalanos elicitor molekulak EBR indukcidja

Egyre tobb bakterialis elicitor (Felix et al., 1999; Dow et al., 2000; Felix
and Boller, 2003; Kuntze et al., 2004) ismert, melyek novényekben
védekezésre  utaldé  valaszokat  valtanak  ki. Ilyen  valaszok
sejtszuszpenzidban a tapkozeg lugosodasa, reaktiv oxigén formak
felhalmozodasa, intakt névényekben etilén felhalmozodas, a védekezéssel
korrelald novekedés csokkenés, illetve PR-fehérjék génjének aktivacioja
(Felix et al, 1999; Gomez-Gomez et al., 1999). A baktériumok
mozgasaban szerepet jatszo flagellum (ostor) épitd egysége a flagellin
az EBR fehérje-markereit, sem HR-gatlast nem indukalt egyik vizsgalt
idépontban sem (6, 24, 48, 72 oraval az injektalast kovetden). A P. s. pv.
coriandricolabol tisztitott LPS hatasara 6 és 24 ora elteltével nem jelentek
meg, de késObb, 48 és 72 oraval az infiltralast kovetden mar kimutathatéak

voltak a fehérjék a sejtkozotti folyadékbdl. A Gram-pozitiv M.
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lisodeicticusbdl tisztitott PG gyengén indukalta az EBR215/250 fehérjéket,
¢s részleges HR-gatlast is detektaltunk 12 d6raval az indukciot kovetden. A
flagellin fehérje 22 aminosav hosszusagu peptidje (flg22) mind a kitinaz
gén ¢és -fehérje indukcidjat, mind a HR-gatlast ki valtotta dohanyban. A
génaktivitds maximumat harom oraval a ndovénybe injektalast kdvetden
mértiik. A génaktivitas és a kitindz aktivitas is azt mutatta, hogy az 5 x 10°
sejt/ml baktériumnal erésebb reakciot valtott ki 1 uM f1g22.

A baktérium sejt belsejében lokalizalt altalanos elicitor a hidegsokk
Ez az elicitor a Solanaceae csaladba tarozd ndvényekben valtott ki
védekezéshez kapcsolhato reakciokat (Felix and Boller, 2003). A csp22 6
és 12 orat kovetden gyenge EBR215/250 kitinaz aktivitast indukalt, de 24
oras elokezelést kovetden a kitinazokat és a HR-gatlast is detektaltuk. A
baktériumokban nagy mennyiségben talalhaté meg és a kiillonb6zo
baktérium torzsek kozott is nagy konzervaltsagot mutato transzlaciés faktor
(EF-Tu) 26 aminosav hosszusagu peptidjére (elf26) a Cruciferae csaladban
mutattak ki védekezést (Kuntze et al., 2004). Az indukalt reakciok,
alkalinizacid, oxidativ robbanas, etilén felhalmozodas, dohanyban nem
alakultak ki. Az elf26 peptid 6, 12 és 24 oras elokezelések esetén is
kivaltotta az EBR215/250 fehérjéket, és 19 oraval az indukciot kovetden
HR-gatlast is kimutattunk.

Flagellinnel indukalt névényi védekezés felhasznalasa az
agrobaktériumos golyvasodas ellen

Az agrobaktériumos golyvasodas ellen nincs hatékony védekezési eljaras a

megeldzésen kiviil. Mivel az flg22 az altalunk mért EBR faktorokat (kitinaz
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gén ¢és -fehérje indukci6, HR-gatlds) a hdvel elolt baktérium
szuszpenzidhoz hasonlé vagy annal erésebb mértékben aktivalta, ezért
megvizsgaltuk, hogy a kivaltott reakciok hatasosak Ilehetnek-e a
korokozoval szemben. Az flg22 peptidet in vitro dohany ndvényekbe
injektaltuk. Az el6kezelt leveleket 6 és 24 oraval késobb A. tumefaciens
baktérium szuszpenzidba martottuk. A levéldarabokrdl 14 illetve 24 o6ra
elteltével antibiotikummal elpusztitottuk a korokozoé sejtjeit. Ennyi id6 alatt
a baktériumnak van elég ideje a tumorképzéshez sziikséges gének
atjuttatasara. Amennyiben a 6 oras flagellin el6kezelést kovetéen 14 ora
utan lemostuk a baktériumokat, a tumorképzédés alacsonyabb mértéki
volt, mint az eldkezelés nélkiili levéldarabokon. Ha 24 o6raig tartd
elokezelést azonos ideju fertdzés kovetett a tumorszam-csdkkenés nem volt
szignifikans. Eloéfordult, hogy az eldkezeletlen levelekhez képest is

magasabb tumorszadmot vagy baktérium-szaporodast jegyeztiink fel.

Uj tudoményos eredmények

1. Kimutattuk, hogy a dohany sejtkozotti folyadékabol elkiilonitett
EBR215/250 fehérjék a korai altalanos rezisztencia (EBR)
milkddésével szoros és mennyiségileg is kifejezhetd korrelacioban
allnak. EBR-kivalté baktérium-elokezelések esetén a fehérjék
rendre megjelennek. A kompatibilis kdrokozé baktérium, P. tabaci,
indukalja, de ugyanakkor el is nyomja a fehérjéket.

2. A fenti fehérjék nem vagy nagyon kis mennyiségben indukalodtak
abiotikus tényezOkre, kozelebbrél ozmotikus-, so6- és oxidativ

stresszre. A fehérjék az eddig ismert PR-fehérjékt6l abban is
12



kiilonboznek, hogy nem mutathatok ki a sejtkozotti folyadékbol
szalicilsav, metil-jazmonat és etilén kezelések utan. Az EBR-rel
kapcsolatos fehérjék nem részei a Bion® altal stimulalt novényi
védekezésnek.

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

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

Intakt dohany novényben EBR-t (HR-hatlast) mutattunk ki

srcr

crcr

a harom elicitor gyengén indukalta az EBR-marker fehérjéket.

Az flg22 peptid indukalja az EBR215/250 fehérjéket, és a kivaltott
védekezés preventiv hatassal volt a késobbi fertozésre.

Az EBR215/250 kitinazok lizozim aktivitassal rendelkeznek.

A 6 oras flg22 peptid altal dohanyban indukalt védekezés gatlo
hatassal volt az agrobaktériumos golyvasodas tlineteinek
kialakulasara, de a 24 o6ras elOkezelés esetében ellentmondasos

eredményeket kaptunk. Ennek hattere még nem tisztazott.
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KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A dohanylevél fehérjeszintézisének hosokkal vagy cikloheximiddel torténd
blokkolasa az EBR elmaradasaval jart (Bozs6 et al., 1999). Ezzel
egybehangzoan a  dohany  sejtkozotti  folyadékdban  erdteljes
fehérjevaltozasok  jelezték az  aktiv ~ védekezést  (Ott, 2002).
Vizsgalatainkban elsGsorban arra kerestilk a valaszt mennyire kotheté a
fehérje indukcio a baktériumok altal kivaltott rezisztenciahoz, milyen sejten
kiviilli  fehérjék  jellemzik, Ilehet-e ezeknek szerepe az EBR
mechanizmusaban, milyen baktérium sejtalkotok valthatnak ki EBR-t és az
ilyen modon kivaltott EBR alkalmas lehet-e kiilonbdzé tipusu
betegségekkel szemben?

A kompatibilis P. tabacin kiviill minden vizsgalt baktérium
indukalta az EBR 215/250 fehérjéket, ezért feltehetéen mérvadd hatasuk
van a rezisztencia soran, ha a kompatibilis baktérium az elnyomasukra
torekedik. Az EBR-rel valo korrelacidjukat az is erdsitette, hogy az
indukciot — a baktérium felismerését — kovetden koran, kimutathatéak
voltak. Sajatos indukcids tulajdonsagaikra az ismert PR-fehérjéket kivalto
kezelések hivtak fel a figyelmet. El6fordulasuk a sejtkozotti folyadékban
jellemzéen biotikus, konkrétan baktériumos kezelés hatasara volt
megfigyelhetd. A szalicilsav, etilén és jazmonsav szignalmolekulak
dohanyba injektalasa sem valtotta ki az EBR215/250 fehérjék apoplasztban
val6é megjelenését, sem magat az EBR-t, igy ez a mechanizmus feltehetéen
nem jar-e hormonok indukciojaval és szalicilsav fiiggetlen Gton alakul ki,
¢s fejti ki hatasat, amit a NahG novényekbeni kifejezodésiik is igazolt. A

fehérjék EBR-rel valo kapcsolatat tdimasztja ala, hogy szisztemikusan is



haté BTH altal stimulalt védekezés soran az EBR215/250 fehérjéket nem
mutattuk ki.

Fontos kérdés, hogy az EBR215/250 fehérjéknek milyen szerepe
képzelhetd el az EBR gépezetében. A ndvény baktérium-fertézésre adott
valaszaban feltehetden azoknak az enzimeknek van direkt hatasuk, amelyek
lizozim aktivitassal rendelkeznek. A lizozim aktivitasi fehérjék a
baktérium peptidoglilkan rétegét bontjak, karositjdk. A pH 3.8-4.4
izoelektromos pont tartomanyban az EBR215/250-en kiviil mar ismert
enzimaktivitasi PR-fehérjék talalhatoak. Ezek a fehérjék nem rendelkeznek
M. lisodeicticus bonto, lizozim aktivitassal. Tehat az emlitett pH tartomany
lizozim aktivitasa egyértelmiien az EBR215/250 kitindzok enzimatikus
aktivitasanak tulajdonithat6. A lizozim aktivitds legaldbb két ponton is
fontos lehet a védekezésben. Direkt hatasként a peptidogliitkan bontasaval a
baktériumsejt roncsolasaban, valamint a baktériumsejtek belsejében
lokalizalt elicitorok kiszabaditasaban.

Amikor hovel elolt baktérium szuszpenzioval indukaljuk az EBR-t,
nem csak egy faktor felismerddésének hatasat latjuk. Vajon a teljes EBR
mechanizmus minden kiilonall6 elicitor hatasara ugyanugy kialakul, vagy a
folyamat alatt leirt fiziologiai és molekularis események az dsszes elicitor
egyiittes hatasaként jonnek létre? E kérdés megvalaszolasa feltétleniil
igényli az egyes elicitorok meghatarozasat. A steril, in vitro kultarakban
kivitelezendd kisérletekben, ahol indukalt rezisztenciat alkalmaznank egy
gyakorlati jelent6ségli korokozoval szemben szintén fontos az 06nallo
elicitor meghatarozdsa. Az LPS altal kivaltott kés6i reakciobol arra
kovetkeztethetiink, hogy szerepe inkabb a 24-48 oraval az indukcidt

kovetden kialakuldo késoi altalanos rezisztencia indukcidjaban van. A
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peptidogliikan sem indukalt a pozitiv kontrollokhoz hasonlé mértékii EBR-t
egyik kimutatasi rendszerben sem (EBR215/250, HR-gatlas). E
sejtfalalkot6 hatasara kialakult gyors kitindz génaktivacio €s a fehérje
megjelenésének, a pozitiv kontroll esetében megfigyelt, 12 6rds maximuma
magaban rejti annak lehetOségét, hogy bar Onmagaban nem valt ki
robosztus reakcidot a novényben, de megjelenése a sejtkdzotti térben
egyfajta figyelmeztetés a ndvény szamara, és ha gyengén is, de elindithatja
a védekezési folyamatok sorat. Az flg22 peptid mind a molekularis, mind a
fiziologiai EBR-markereket kivaltotta. Flagellin altali HR-prevenciorol
el6szor szamolhattunk be. A csp22 peptid hatasara az EBR215/250 fehérjék
igaz gyengén, de mar 6 oraval az injektalast kovetden megjelentek a
sejtkozotti folyadékban. A kitindzok aktivitdsa folyamatosan erdsodott, €s
24 oraval az injektalast kovetden olyan mértékben voltak kimutathatoak,
amely mar HR-gatlassal parosult. Ebbol arra kovetkeztethetiink, hogy a
kitinazok mennyisége €s a HR-gatlas kozott pozitiv korrelacié all fenn. A 6
ora utani gyenge kitinaz aktivitds mellett elmarad6 HR-gatlas lehetséges
oka az, hogy az EBR egy széles spektrumu valasz, melynek a kitinazok
csak egy részét képviselik. Mivel az elf26 peptid csak keresztes
novényekben indukalt védekezéshez kdthetd reakciot (Kuntze et al., 2004),
a dohanyban kimutatott EBR215/250 kitinazok és a HR-gatlas altal eldszor
mutattuk ki az indukalt ndvényi valaszt egy nem keresztes ndvénycsalad
fajaban.

A vizsgalt elicitorok koziil a legaktivabbnak az flg22 bizonyult. Az
altala indukalt n6vényi valasz — a korai hatast figyelembe véve feltehetden
az EBR — csokkentette a tumorok szamat dohany levélkorongokon. A

késobbi nem egyértelmli reakcié hatterének kideritése a kozeljovo
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feladatainak egyike. Nézeteinket, miszerint ,létjogosultsaga” van az EBR
felhasznalasanak gyakorlati novényvédelmi célokra alatamasztjak, hogy
csoportunkon kivill is bizonyitottak PAMP-kozvetitette novényi védekezés
gatlo hatasat A. tumefaciens fertézésre (Zipfel et al., 2006).

Az EBR és a hatasmechanizmusaban feltehetGen aktiv szerepet
jatszo EBR215/250 kitinazok tovabbi vizsgalatat (pl. géncsendesités hatasa
az EBR-re) kovetéen a génmikddés javitasaval —(gyorsitasaval,
fokozasaval), a kompatibilis baktériumok ellen is hatékony védettséggel
rendelkez6, genetikailag modositott fajtak eléallitasa lehet perspektivikus.
modositott mitkddése adna a rezisztencia alapkovét, kevesebb

kornyezetvédelemmel kapcsolatos aggalynak adna tapot.
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