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1. BEVEZETES

A sz616 gazdasagilag egyik legfontosabb betegsége a lisztharmat, amelynek
korokozdja az Erysiphe necator Schw. [syn. Uncinula necator (Schw.)] Burr. Bar
ma mar szamos kutatas bizonyitott jelentés eredmenyeket a betegség genetikai
és molekuléris hatterérsl, a patogén még mindig sulyos problémékat okoz a
sz6lotermesztok szamara. A termesztok vegyszerrel védekeznek a gomba
elterjedése ellen, ami szamottevéen megndveli a termelés koltségeit és
kornyezeti terhelést is okoz. Ezért fontosak azok a kutatasok, amelyek a ndvény
védekezési mechanizmusanak megismerésére és a fogékony fajta
ellenallosaganak novelésere iranyulnak.

A novény-patogén kolcsdnhatasok bonyolult jelétvitelt foglalnak magukba, és
négy f6 végkimenetellik lehet: (i) A novény a patogén ismertetdjelei réven
felismerheti tAmadojat, ami hatékony immunvélaszt indit a gomba ellen. (ii) A
patogén viszont effektor molekulai segitségével elfojthatja ezt a névényi reakciot
igy a novény fogékonnya valhat. (iii) Ezzel szemben bizonyos fajtak egy masodik
vedelmi rendszert alakitottak ki, amelynek soran felismerik az effektorokat. Ezek
anovények rezisztencia (R) gént tartalmaznak, amelyek nukleotidkétd, leucinban
gazdag fehérjéket kodolnak. Ezek a fehérjék képesek felismerni az effektor
molekulakat, és ez az interakcié robosztus védekezési reakciot valt ki a
ndvényben. (iv) Ha az R fehérje inkompatibilis a patogén effektorral, nem jon
létre a felismerés és igy elmarad az erételjes immunreakcié. Mindezeken tal a
fertézes kialakulasa egy sokkal dsszetettebb folyamat, hiszen egyrészt az
ellenallosag fugghet a védekezésért felel6s gének expressziojanak mértékétol és
id6zitésétol, masrészt a ndvenyi hormonok altal kdzvetitett jelatvitel is szerves
része lehet a védekezés szabalyozasanak.

Korédbbi kutatdsok kimutattak, hogy a fogékony Vitis vinifera cv. ‘Cabernet
sauvignon’ sz6l6levelek szalicilsav tartalma megné E. necator fertézés hatasara.
Ezzel szemben a lisztharmat-rezisztens V. aestivalis cv. “Norton’ allandé magas
szalicilsav tartalmat mutatott fertézestél fuggetlenil, aminek alapjan
feltételezhetd, hogy a szalicilsav a konstitutiv rezisztencidért felel a névényben
(Fung et al., 2008). Kutatasunk célja volt, hogy megvizsgaljuk az exogen
szalicilsav-kezelés képes-e hasonlo reakcidt kivaltani, mint a lisztharmat
fert6zés. Tovabbi célunk volt egy lisztharmat-figgé gén szabalyozéséanak
tanulmanyozasa.



2. CELKITUZESEK

Célul taztik ki, hogy megvizsgaljuk egy fogékony szél6fajtanak, a *Cabernet
sauvignon’-nak a lisztharmat  fert6zésre adott  valaszreakciojat
génexpresszios szintek mérése alapjan.
Tovabbi célunk volt, hogy megfigyeljik a szalicilsav-kezelés képes-e az
adott reagald genek exresszidjat hasonlé mertékben befolyasolni, mint a
lisztharmat fert6zes.
. Az expresszios analizis alapjan azonositott NAC transzkripcios faktor
vizsgalataval azt a célt tiiztuk ki,
a. hogy igazoljuk a szalicilsav valéban nem sziikséges, vagy ha
szlikséges, akkor 6nmagéaban nem elegendé a NAC indukciojéhoz.
b. hogy delécids analizissel s adatbazisok segitségével meghatarozzuk a
NAC promoter lehetséges szabalyoz6 elemeit.
Tovabbi célunk volt, hogy promoter-elemzéssel dsszehasonlitsuk a sz616
NAC és az Arabidopsis-ban azonositott ortologjanak, a JUB1l-nek a
szabalyozasat.



3. ANYAG ES MODSZER

Lisztharmat-fert6zott és szalicilsav-kezelt sz6l6 globalis expresszios
analizise

Sz616 ndvényanyag, ndvénynevelés, és lisztharmat-/szalicilsav-kezelés

Egyéves V. vinifera L. cv. ‘Cabernet sauvignon’ sz616 csemetéket alfertéztiink
illetve E. necator konidiummal fert6ztiink névényhazi kérilmények kozott (1.
abra). Harom nappal a fertézést kovetéen athelyeztilk ket a ndvényneveld
kamraba. A lisztharmattal (LH) fert6zott ndvényeket tovabbi 8 napig neveltik a
kamraban, majd a fertézott leveleket leszedtik az RNS kivondséhoz. A
szalicilsavval kezelend6 ndvényeket alfertéztiik és 7 napig neveltilk a kamraban.
Ekkor 15 uM metil-szalicilattal (MeSA, szalicilsav anal6g) parasitottuk el a
kamrat tovabbi 24 6raig. Az inkubacio leteltével a szalicilsav-kezelt ndvények
leveleit begyijtottuk (11 napos inkub&cid). A kontroll-kezeléshez a sz6loket
alfert6ztik és azonos ndévénynevels korilmények kozott tartottuk, a leveleket 11
napos inkubacidt kovetéen gyajtottik. Harom mintat szedtiink mindharom
maodon kezelt névényrol.

KONTROLL

! : | ! ! ) | ! 3 biologiai ismétlés
‘@ .@ ‘@ @ ‘@ ‘@ @ @ ‘@ RNS izolalas
Hibridizécié
1. &bra A microarray és a gPCR analizis mintainak eldkészitése

RNS izolalas

A levélmintdkat folyékony nitrogénben poritottuk és extrakcios pufferben
homogenizaltuk. Ismételt centrifugalast kdvetéen az RNS-t kicsaptuk, DNaz |-
gyel kezeltik, és RNeasy MiniElute Cleanup rendszerrel tisztitottuk tovabb.
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Microarray analizis

A lisztharmat fert6zés és szalicilsav-kezelés hatasara bekdvetkezett expresszios
valtozas méréséhez az Affymetrix GeneChip V. vinifera (Grape) Genome Array-
t alkalmaztuk Az RNS-r6l dupla-szali cDNS-t szintetizaltunk, amelyrél pedig
biotinnal jelolt cRNS-t allitottunk el6. A jeldlt cRNS-t daraboltuk mielétt a
GeneChip prébakhoz hibridizaltattuk volna. Az elkészult chip-et GSC3000 lézer
szkennerrel vizsgaltuk. A normalizélt intenzitas értékeket, valamint a
feldolgozatlan GeneChip képeket a GenBank Gene Expression Omnibus
adatbazisaba toltottik fel (hivatkozési szdm: GSE53824). Az Affimetrix Vitis
GeneChip Altal szolgéaltatott nyers adatokat statisztikailag elemeztik.
Kivalogattuk azokat a géneket, amelyek legaldbb 1,5-szeres valtozast mutattak a
kontrollhoz képest. A gének annotalasakor az Affymetrix azonositokat az NCBI
GenBank EST adatbazisahoz blasztoltuk.

Reverz transzkripcid és a NAC042_5 gqPCR elemezése

A NACO042_5 microarray &ltal meért expresszios szintjét gPCR technikaval is
igazoltuk. Ehhez a névény anyag elékészitese és a kisérlet beallitdsa a mar elé6bb
emlitett modon tortent. A névények leveleibdl szintén RNS-t izolaltunk és cDNS-
t szintetizaltunk. Gén-specifikus primereket terveztiink a vizsgalandéo NAC042_5
génre és az ACTIN 1 referencia génre. A gPCR relativ mennyiségeit statisztikai
szoftverekkel szamoltuk. A kezelés indukalta reakcio és a kontroll kezelés kozti
statisztikai kilonbségeket Student T-tesztjével allapitottuk meg.

A NACO042_5 lisztharmat hatasara bekovetkezé szabalyozasanak elemzése
in vivo
A NACO042_5 gén promoterének izolélasa és a binaris vektorok el6allitasa

A NAC042_5 promotert V. vinifera L. cv. ‘Cabernet sauvignon’” DNS-bdl
izolaltuk genspecifikus primerek segitségével. A felszaporitott fragmentumot a
pGWBG633-as binaris vektorba klonoztuk a Gateway® modszer alapjan
(Nakamuraet al., 2010). A pGWB633-ban a NAC042_5 promoter a gusA riporter
génhez van kapcsolva. A pGWB633 T-DNS-e tartalmazza a bar rezisztencia gént
is — glufozinat-ammonium rezisztenciat kodol — amely a pozitiv transzformansok
kivalogatdsdban segit. A rekombinans vektor multi-klénozd régidjat
szekvenaltuk és a szekvenciat az NCBI GenBank adatbazisba toltottik fel (a
promoter szekvencia GenBank-i hivatkozasi szama: KU297673). A NAC042_5
promoter konstrukciét tartalmazé pGWB633 binéris vektorral Agrobacterium
tumefaciens-t transzformaltunk.

A NACO042_5 promoter analizisét az izolalt NAC042_5 fragmentum delécidival
val@sitottuk meg. A primereket ugy terveztilk, hogy rovidebb és rovidebb
szakaszokat szaporitsanak fel az eredeti promoterbél. Ezeket a fragmentumokat
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szinttn a pGWB633 vektorba klénoztuk és a rekombinans plazmidot
Agrobacterium-ba jutattuk.

Arabidopsis thaliana transzforméacioja

A NAC042_5 promoter szabalyozasat harom kilénbdzé A. thaliana vonalban
vizsgaltuk: egy vad tipus, egy szalicilsav jelatvitel-hibas (niml1-1), és egy
szalicilsav-hidrolaz gent tartalmazo transzgénikus vonalban (nahG).
Transzformaciohoz a viragmeritéses modszert alkalmaztuk. A médszer soran az
Arabidopsis virdgokat a binaris vektort tartalmazd Agrobacterium-os
szuszpenzidba martottuk. Az ezekbdl a virdgokbol fejlodé magokat foldben
csiraztattuk. Tiz nappal a vetést kovetéen a csirandvényeket glifozinat-
ammonium tartalmu gyomirtoszerrel permeteztiik (Nakamura et al., 2010). A
permetezest tulélé novényeket kivalogattuk és atiltettiik tovabbi nevelés
céljabdl. A genetikailag is bizonyitott transzgénikus ndvenyeket hasznaltuk a T»-
es generacio eloallitdsara, majd a novényeket a Ts-as generacioig neveltik.
Azokat a vonalakat hasznéltuk, melyek egy kdpidban tartalmaztak a transzgént.
Legaldbb ketté ilyen vonalat valasztottuk mindharom tipusu genetikai hattérrel
rendelkez6 novénybdél (vad, nim1-1, nahG).

Transzgénikus névények vizsgalata

A novényeket normal korilmények kozott nevelve mindharom Arabidopsis
genotipusbdl legalabb két vonalban vizsgaltuk a gusA alap- és lisztharmat
indukalta génexpresszidjat. Az alap-expressziot a transzgénikus novények
fejlédese soran figyeltik meg, a lisztharmat indukciohoz a transzgénikus
novényeket alfertéztik illetve Oidium neolycopersici-vel fert6ztik.

Spektrofotometrids mérés

Tizennégy nappal a fertézest kovetéen 6 mintat gyijtottink be vonalanként a
fert6zott és alfertézott novenyekrél. A levélmintakat extrakcids pufferben
homogenizaltuk és 4-nitrofenil B-D-glikuronid (pNPG) szubsztrat hozzaadasa
utdn inkubaltuk (Aich et al., 2001; Gilmartin and Bowler, 2002).
Spektrofotometrias modszerrel hataroztuk meg a B-glikuronidaz enzim
katalizdlta pNPG para-nitrofenolld valé Aatalakitasat. A para-nitrofenol
abszorbanciajat 405 nm-en mértik Nanodrop 1000 spektrofotométerrel (Aich et
al., 2001), hogy meghatarozzuk van-e kilénbség a B-gliikuronidaz aktivitasban
az alfert6zott és fert6zott mintdk kozott. A kapott abszorbancia értékeket
logaritmikus értékekre alakitottuk at, és linearis vegyes modell alapjan elemeztik
a SAS szoftverrel.



Hisztokémiai festés

Tizenegy nappal a fert6zést kbvetéen a novényeket hisztokémiai GUS festesnek
vetettilk ala (Jefferson et al., 1987). A leveleket egy éjszakan at X-Gluc (5-
bromid-4-klorid-3-indolil-B-D-gliikuronsav, ciklohexilammadnium s0)
szubsztratot tartalmazo pufferben inkubaltuk. GUS festést kovetéen a klorofillt
70%-0s etanolos mosassal tavolitottuk el a levelekbél. A gomba szdvetet
gyapotkékkel  festettik, majd a fert6zott leveleket sztereo- és
fénymikroszkopokkal vizsgaltuk.

A NACO042_5 promoter szekvencia bioinformatikai elemzése

A NACO042_5 promotert PLACE és PlantPAN 2.0 adatbazisokkal (Higo et al.,
1999; Chow et al., 2016) elemeztuk, hogy meghatarozzuk a lehetseges
szabalyozo elemeket a szekvenciaban.

Az ANAC042/JUBL1 lisztharmat altali szabalyozasanak vizsgalata in vivo

A Vitis NAC042_5 gén A. thaliana-ban azonositott legkozelebbi ortologjanak
szabalyozasat is megvizsgaltuk, ezért az ANAC042/JUB1 promoterét is izolaltuk.
A fragmentumot a korabban emlitett médon klénoztuk a pGWB633-as binaris
vektorba és szintén Agrobacterium-ba juttattuk. A modositott Agrobacterium
torzset a mar korabban targyalt A. thaliana vonalak (WT, niml-1, nahG)
szintén O. neolycopersici-vel fert6ztik és az indukalt gusA expressziot
hisztokémiai probaval vizsgaltuk.



4. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK
Globalis expresszids analizis

Hogy elkllonitsiik a szalicilsav kezelés hatasara bekdvetkezé expresszios
valtozésokat az E. necator fert6zés kivaltotta modosulasoktol, két kiilon globalis
traszkriptum elemzeést végeztink Vitis Affymetrix GeneChip platformon (Toth
etal. 2016). Az elsé kisérletben dsszehasonlitottuk a lisztharmat-fert6zott levelek
transzkriptomat az alfert6zott levelekével és 373 gén esetében azonositottunk
legaldbb 1,5X-es valtozast lisztharmat hatasara. A masodik kisérletben a metil-
szalcilattal kezelt novényeket hasonlitottuk a kontroll mintakhoz. 481 gén reagalt
legaldbb 1,5X-es expresszioval a kontrollhoz képest és ezek kdzil 179 gén
mitk0dését a lisztharmat is befolyésolta. Az eredmény alapjan feltételezheto,
hogy az utobbi lisztharmatra reagalé géneknek a szabalyozasaban a szalicilsav is
részt vesz.

Genek, amelyek mind szalicilsavra, mind pedig lisztharmatra reagaltak

A mindket kezelésre hasonloképpen reagdld 179 gén kozott azonositottunk
vedekezésért felelés geneket, amelyek tipikusan szalicilsavas jelatviteli
rendszerben mikddnek mar bizonyitottan mas fajokban is. Ez a csoport magaba
foglalta receptor-tipusu protein kindz, EDS1, NIMIN1, WRKY, patogenezishez-
kotott (PR) fehérjék, ATP-koté kazetta transzporterek génjeit, tovabba olyan
géneket, amelyek a redox statusz szabalyozasaban, jazmonat, lignin és
flavonoidok bioszintézisében jatszanak szerepet.

Genek, amelyek csak kizarolag lisztharmatra reagéltak

A lisztharmatra reagélo gének kozott 185 kizarolag a gomba fertézésre novelte,
vagy csokkentette expresszidjat. A szalicilsav nem befolyasolta ezeknek a
géneknek a miikddéset, tehat oGnmagéban nem elegendd ezeknek a géneknek a
szabalyozasahoz. Ez a csoport magaba foglalt géneket, amelyek az elsédleges
anyagcsere folyamatokban vesznek részt, szénhidrat-, fehérje- és zsirsav-
metabolizmusokban jatszanak szerepet. Azonositottunk tovabbé fotoszintézisben
szabalyoz6, AQUAPORIN TIP1_3, PR-10 géneket is, valamint olyanokat,
amelyek sztilbén szintazt, NAC transzkripcios faktort (NAC042_5), citokrom
P450-t, dirigent-tipusu fehérjét, és lipid-transzfer fehérjét kodolnak. Ezek a
gének valoszintileg fliggetlenek a szalicilsavas jelatviteltsl, és feltehetéen més
szignal(ok) befolyasolja(k) a mikodésuket.



Kvantitativ PCR

A gPCR megerdésitette, hogy a NAC042_5 gén lisztharmat fert6zés hataséara
megndvelte expresszidjat, viszont szalicilsav-kezelésre nem reagalt. A
szignifikans indukcid kdzel azonos volt mindkét tipusd (qPCR, micrroarray)
technikaval mérve.

A NAC042_5 szabalyozasanak elemzése
Alap-expresszio vizsgalata a transzgénikus névényekben

A fert6zetlen homozig6ta transzgénikus ndvények GUS festése kimutatta, hogy
mindharom tipusu transzgénikus Arabidopsis (vad, nim1-1, nahG) hasonl6 gusA
expressziot mutatott normal névénynevelési kondiciok mellett. A NAC042_5
szabalyozdsa nem volt kifejezetten szovetspecifikus, viszont valdsziniileg a
szervek fejlodésében szerepet jatszik. A promoter aktivitasat az apikélis
merisztémaban, fejlédé fiatal hajtasokban es levelekben, levélszérokben, level-,
szér-, gyoker-, szirom-, es becé-edénynyalabokban, sziklevelek és fiatal levelek
csucsaban, palhalevélkezdemeényekben, edénynyalab-végzodésekben,
oldalhajtas rigyben, portoktartéban, bibecsatornaban, szeptum
szallitonyaldbjaban, és kocsanykoronaban észleltik (2. abra). Az ilyen sok
szervben azonositott promoter mukodést a NAC altalanos transzkripcids
szabalyoz6 funkciodjaval magyarazhatjuk.

Osszehasonlitva korabbi kutatasok eredményeivel, a NACO042_5 promoter
aktivitdsa hasonld expresszios mintazatot mutatott, mint a pektat-liaz-tipusu
gének promoterei (Sun és van Nocker, 2010), és a szintetikus — auxin jelenlétét
mutaté — DR5::gus konstrukcio (Ulmasov et al., 1997). A hasonld expresszios
mintézat sejteti, hogy a NAC042_5 részt vehet az auxin jelatvitelben, és a névény
fejlédését befolyasolja. A még nem publikalt eredmény is ezt a hipotézist
tdmogatja, amelyben a NACO042_5-ot tulmikddtetd transzgénikus sz616
novények torpék maradtak, és bizonyos id6é elteltével elpusztultak. Ezzel
szemben a NAC042_5-elcsendesitett ndvények a kontrollhoz hasonléan normalis
ndvekedést mutattak.



2. dbra A NAC042_5 promoter altal szabalyozott gusA expresszidjanak lokalizacidja a
traszgénikus Arabidopsis novényekben. (A) apikalis merisztéma; (B) fiatal hajtas; (C) fejléds
levél (beillesztés: fejlédd levélszdr); (D) levélszdr; (E) edénynyalédb a levélben, (F, G) szarban,
(H) gydkerben, (1) sziromban, (J) becsben; (K) sziklevél-csics; (L, M) palhalevélkezdemény; (N,
0) edénynyalab-végzddés; (P) oldalhajtas-riigy; (Q) portoktartd; (R) bibecsatorna; (S) szeptum
szallitonyalabja; (T) kocsanykorona; (U) szeptum szallitdnyalabja az érett becsben.



Lisztharmat indukalta expresszio elemezése a transzgénikus novényekben

Tizennégy nappal a fertézest kdvetden teljesen Kifejlodott, konidiumokat képz6
telepek keletkeztek mindharom tipust transzgénikus ndvényen, az alfert6zott
novények pedig lisztharmat-mentesek maradtak. A fertézott és alfertézott
leveleket spektrofotometrids méréshez hasznaltuk fel, hogy a gusA aktivitasat
vizsgaljuk. A kapott adatok statisztikai elemzését kdvetéen kimutattuk, hogy a
kezelés és az inkubécids id6 kozti interakcids hatas szignifikans (p<0.0001), és
ez a szignifikancia a 30 perces inkubacios idonél volt azonosithatd a fert6zott
levelekben. A fuggetlen vonalakban mért hasonl alap-expresszio és indukcio a
3. abréan lathatd. Mivel a szalicilsav jelatvitel a nim1-1 és nahG vonalakban
blokkolt, az eredmények alapjan kijelenthetjiik, hogy a NAC042_5 promoter
reagal lisztharmatra és mukddése fliggetlen a szalicilsavtol.

pNP abszorbancia 30 perccel az inkubaciot kdvetoen
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3. dbra NACO042_ 5 promoter indukcidja lisztharmat fertézés hatdsara a transzgénikus
Arabidopsis novényben. GUS mennyiségi meghatarozasa a pNAC042_5::gusA aktivitasa
alapjan a 14 napos lisztharmat koloniakkal boritott vad, nim1-1, és nahG hatter: transzgénikus
Arabidopsis vonalakban (az oszlopok fliggetlen vonalakat abrazolnak; mindegyik legalabb hat
ismétlést tartalmaz; a hibasavok a standard hibat mutatjak).

A lisztharmat fert6zott, pNAC042_5::gusA konstrukcidt tartalmazé vonalakat
hisztokémiai festést kdvetoen is vizsgaltuk: intenziv gusA indukcidt mutattak a
lisztharmat koldniakkal fedett terlleteken (4. abra/A). Az alfert6zott
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novényekben a GUS-festédés féleg a levélszérokben volt azonosithatd
(4. &bra/B). Hogy bizonyitsuk a GUS-festédés valoban az O. neolycopersici
koldniak novekedésével fligg 6ssze, a gombat gyapotkékkel festettiik. Robosztus
GUS-festodés  mindig a gomba-struktardk  megjelenésével  tarsult
(4. &bra/C,D,E). Halvany GUS-festodés az alfert6zott leveleken is latszott, de ez
tisztdn elkulonithet6 volt a fertézés helyén lathato intenziv gusA indukci6tol
(4. 4bra/A,C,D). A riporter gén azokban a ndvenyi szdvetekben expresszalt
erésen, amelyek fizikailag is kapcsolatban alltak a gombaval (4. abra/C,D,E). A
mikroszkopon nagyobb nagyitas kimutatta, hogy a gusA indukcio féleg azokban
a novényi sejtekben jelent meg, amelyekben a gomba hausztériumot novesztett
(4. abra/D,E). Ez a lisztharmat-fliggé gusA indukcié mindharom tipusu
transzgenikus névényben (vad, niml-1, nahG) azonosithaté volt, ami tovabbi
bizonyitéka annak, hogy a NAC042_5 szabalyozasahoz nem szlikséges a
szalicilsav.

>

Mock-infected

Infected

4. dbra A pNACO042_5::gusA-transzgénikus ndvények hisztokémiai festése O. neolycopersici
fertgzést kdvetden. (A) Az alfertdzott és O. neolycopersici-fertozott levelek (2. télevélrdzsa levél)
GUS festése 11 nappal a fertgzést kdvetden; (B) Mikroszképos kép az alfertszott levélrdl; (C, D
és E) Mikroszkdpos kép a gyapot kékkel festett gomba hifardl (sétét kék) a GUS-festett levélen
fertézést kovetden. Intenziv GUS-festédés lathatd (tiirkiz kék) a levélszérben (B, C), és a
gombafonal mentén (C, D és E). A beillesztés a D képen egy kinagyitott epidermisz sejtet abrazol
a nyilhegyek pedig hausztérium nyakat mutatjak. A 1épték 50 um-t mutat.

Haa NAC042_5 fehérje a PLL gének aktivalasaban jatszik szerepet, a NAC042_5
indukcidja a fert6zés helyén valdszintileg a gomba fert6zését tamogatja. PMR6
gén egy pektat lidz-tipusu fehérjét kodol, amely szintén a fertézés helyén
aktivalodott, a pmré mutacio pedig a rezisztenciat ndvelte lisztharmat fert6zés
ellen (Chandran et al., 2009; 2010). Az SND1 (egy NAC gén) tul-expresszaltatasa
indukalta egy pektat lidz gén muiikddését, tovabba torpe novekedést okozott a

11



transzgenikus novényekben (Ko et al., 2007; Hussey et al., 2011), csakdgy,
ahogy a NAC042_5-t tal-expresszald novények (még nem publikalt adat).

A NACO042_5 promoter delécios elemzése a transzgénikus ndvényekben

Hogy meghatarozzuk a NAC042_5 transzkripcids szabalyozasat, rovidebb és
rovidebb szakaszokat szaporitottunk fel az eredeti promoterbél és mindet a gusA
riporter génhez kapcsoltunk. A gusA expresszidja a mar kordbban targyalt GUS
mintdzathoz volt hasonldé minden vonalban (2. &bra), kivéve a 257 bp és a null-
promotert tartalmazo vonalakat. Fertézést kovetéen mértiik a gusA indukciojat.
Szignifikans ndvekedést (p-érték < 0.05) mutattak a 3896 bp, 2935 bp, 2456 bp,
€5 1178 bp hosszu promoter tartalmazé vonalak fert6zés hatasara az alfert6zéshez
képest, viszont a 257 bp es a null-promoterrel ellatott ndvények nem
indukalodtak (5. abra).

PNP abszorbancia 30 perccel az inkubéaciot kdvetéen

0,1

0,09

—~ 0,08
=

<007

0,06

o
o
o

0,04
0,03
0,02

0,01
0 Iﬁ

Abszorbancia (40

m Alfertézott OFertézott

5. dbra NAC042_5 deléciés promotereinek indukciéja lisztharmat fertdzés hatasara a
transzgénikus Arabidopsis-ban. GUS mennyiségi meghatarozasa a pNAC042_5::gusA aktivitasa
alapjan a 14 napos lisztharmat koloniakkal boritott vad hatteri transzgénikus Arabidopsis
vonalakban (az oszlopok fiiggetlen vonalakat abrazolnak; mindegyik legalabb harom ismétlést
tartalmaz; a hibasavok a standard hibat mutatjak).
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A NACO042_5 szekvenciajanak bioinformatikai elemzése

Az elemzés soran abszcizinsav-érzékeny elemeket azonositottunk a promoter
szekvencidban (ABRE és G-box) a cis-elem adatbdzisok alapjan. Habéar a
NACO042_5 nem reagalt szalicilsav kezelésre, néhany szalicilsav-fuggé elemet
(ASF1-motivum) is detektaltunk. Az elemzés kimutatta, hogy a promoter etilén,
jasmonsav-érzékeny boxokat (T/G-box, GCC-elem), és elicitorra reagald
helyeket is tartalmaz, amelyek mind felelések lehetnek a NAC042_5 lisztharmat
altali szabalyozasadban. Novekedési hormon-indukéalhaté motivumokat is
azonositottunk a szekvenciban, auxin- és gibberellin-eérzékeny elemeket (auxin:
ARF- és BBF1-kots; gibberellin: GARE), amelyek a fejlédés soran
szabalyozhatjdk a NAC042_5-t.

Az ANAC042/JUB1 szabalyozasanak vizsgalata transzgénikus
névényekben

A fertézetlen transzgénikus novények hisztokémiai festése kimutatta, hogy
mindharom tipusd Arabidopsis (vad, nim1-1, nahG) alapszinten expresszalta a
gusA-t hasonlé modon, ahogy a szél6 ortologgal transzformalt névenyek.
Specifikus expressziot mutattak a palhalevélkezdemények és a bibecsatorna. -
glukuronidaz aktivitast azonositottunk a gyokérsiivegben, a gyoker és szar
taldlkozasanal, és a levelek szelén. A NAC042 5 gén mikodésevel
0sszehasonlitva az Arabidopsis ortolog nem expresszalt a levélszérokben. A
kilonbségeknek magyarazata lehet a CARE (gibberellin-érzékeny), CBF-koto
(hideg-érzékeny), CPB (citokinint fokozé protein-koté), DPBF-koto
(abszcizinsav-érzékeny), TCALl (szalicilsav-eérzékeny) és CGCG-box
(calmodulin-koté) elemek hidnya a NAC042_ 5 promoterben. Az O.
neolycopersici-vel fertézott levelek hisztokémiai festése kimutatta, hogy jelentés
gusA indukcio figyelheté6 meg a fert6zott levelekben az alfert6zott novényekhez
képest, kilondsen a fogékonyabb niml1-1 és nahG ndvényekben. A fert6zott
levelek mikroszkdpos vizsgalata soran lathatova valt, hogy az indukcio foként ott
tortént, ahol a gomba kozetlen kapcsolatban volt a ndvennyel. A fertézetlen
novényi részek alap-expressziot mutattak, ami egyértelmiien elkilonithet6 volt
az indukalt expressziotol. Az alap és indukalt gusA mikoédést mindharom tipusud
transzgénikus  ndvényben  azonositottuk  (vad-pJUB1::gusA, niml-1-
pJUB1::gusA and nahG-pJUB1::gusA), amely szerint feltételezhetéen a
szalicilsav nem szikséges sem a JUBL alap-szabalyozdsadhoz, sem az O.
neolycopersici altal torténé indukcidjadhoz. A JUBL promoter szekvencigjanak
elemzésekor tovabbi hormon- (ET/JA, SA, GA, ABA, auxin és citokinin), és
elicitor-érzékeny elemeket, MYB és WRKY transzkripcios faktorok kétéhelyeit,
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és egy kalmodulint k6t6 helyet azonositottunk, melyek felelhetnek a JUBL1
patogén hatéséra bekovetkez6 szabalyozéasaban.
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Uj tudomanyos eredmények
Kutatomunkam soran az alabbi Uj tudoméanyos eredményeket értem el:

T1: A globalis expressziés elemzés kimutatta, hogy 179 gén
hasonloképpen reagélt mindkét kezelésre (lisztharmat, szalicilsav) a
kontrollnoz képest. Azonositottunk kozottik vedekezésért felels
géneket, melyek a szalicilsavas szignal transzdukcidban funkcionalnak,
koztik az EDS1, WRKY, NIMIN1, GST, PR géneket.

T2: Globalisan 373 gén valtoztatta expresszidjat lisztharmat fert6zés
hatasara a kontrollhoz képest. Ezek kozott 185 kizérdlag lisztharmatra
reagalt. Ez a csoport magéaba foglalt géneket, melyek sztilbén szintazt,
dirigent-tipusu és lipid transzfer fehérjéket kodolnak, valamint itt
fotoszintézisben szerepet jatszo, aquaporin TIP1 3 és NAC
transzkripcids faktor (NAC042_5) géneket is detektaltunk.

T3: A microarray elemzéssel mért NAC transzkripcios faktor 42
(NACO042_5) expresszios valtozast a kvantitativ PCR maodszer is igazolta.

T4: A NACO042_5 promoter altal szabalyozott riporter gén alap-
expressziot detektaltunk az apikalis merisztémaban, fiatal fejl6do
szervekben, a levélszérokben, edénynyalabokban, sziklevelek csucsaban,
palhalevélkezdeményekben, edénynyalab-végzédésekben, oldalhajtas
rigyben, portoktartoban, bibecsatornaban, szeptum szallitonyalabjaban,
és a kocsanykoronaban. Ez a mintazat hasonlé volt mindegyik tipusu
transzgenikus vonalban a vad, és a szalicilsav-hianyos genotipusokban
(nim1-1, nahG), ezért kijelenthetjiik, hogy a NAC042_5 alap-miikddése
fuggetlen a szalicilsavtol.

T5: Bizonyitottuk, hogy a NAC042_5 lisztharmat hatasara bekovetkez6
szabalyozésa is flggetlen a szalicilsavtol. A gusA indukcié mindig a
gombafonalak megjelenésével parosult és foként azokban a ndvényi
sejtekben fordult elé, amelyekbe a gomba hausztoriumot fejlesztett.

T6: A promoter szekvencidjanak elemezése kimutatta, hogy a 3896 bp
hosszu fragmentum hormon- (ABA, auxin, gibberellin, jazmonét/etilén),
és elicitor-érzékeny elemeket, WRKY- és MYB-koté helyeket foglal
magdba. A delécidés elemzés szemléltette, hogy az 1178 bp-os
fragmentumot tartalmazd névényekben meg indukalodott a gusA, viszont
a 257 bp-t tartalmazdakban mar nem. A felel6s cis-elemek ebben a
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szakaszban helyezkedhetnek el, amelyben ASF1, ERELEE4, BIHD1-,
MY B-kdt6, SURE2 és W-box elemeket azonositottunk.

T7: ANAC042_5 ortologjanak, az Arabidopsis JUB1-nek az expresszios
mintazata hasonld volt a Vitis promoter altal szabalyozott mikddéshez.
Annyi kilonbséget észleltink a ketté koz6tt, hogy a JUBLl a
gyokérsiivegben és a levélszélen indukalta a gusA-t, a levélszérben
viszont nem, ami azzal magyarazhato, hogy a CARE, CPB, CBF-, DPBF-
koté, TCAL és CGCG-box elemek nem talalhatbak meg a NAC042 5
promoterben.

16



5. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

Korabbi kutatasok kimutattak, hogy lisztharmat fert6zés hatasara megnovekszik
a szalicilsav szint a fogékony V. vinifera cv. ‘Cabernet sauvignon’ sz616 fajtaban.
Ezzel szemben a lisztharmat-ellenalld V. aestivalis-ban allandé magas szalicilsav
szint volt tapasztalhatod fert6zéstol fuggetlendl, ami arra enged kdvetkeztetni,
hogy a sz616 névényben a rezisztenciéért a szalicilsav felel (Fung et al., 2008).
Kutatasunk célja az volt, hogy megvizsgaljuk van-e kilonbség a
transzkriptomban lisztharmat fert6zés hatésara és szalicilsav-kezelés hatdséra a
fogékony V. vinifera cv. ‘Cabernet sauvignon’ sz6lé fajtdban. Az expresszios
valtozasokat microarray (Affymetrix Vitis GeneChip) modszerrel mértik, amely
kimutatta, hogy a lisztharmat fert6zés szamos gén expresszidjat megvaltoztatta,
koztik olyanokét is, amelyek a szalicilsavas jelatvitelben is szerepet jatszanak.
Ebben a csoportban azonositottunk olyan géneket, melyek tipikusan a
vedekezésben mitkddnek, mint peldaul a patogenezishez kotott fehérjék, EDS1,
NIMIN-1, WRKY transzkripcios faktorok, ABC transzporterek és receptor-tipusu
protein kinaz genek. A lisztharmatra reagdld gének kozott azonban voltak
olyanok is, amelyek a szalicilsav-kezelésre nem reagaltak. Az eredmény alapjan
feltételezhetd, hogy a ndvény lisztharmat ellen védekezésenek a szalicilsavas
jelatvitelen talmutato6 elemei is vannak. Ebben a csoportban is talaltunk géneket,
melyek a védekezéseért felelnek a névényben, de meghataroztunk olyanokat is,
amelyeknek a funkcioja nem feltétlendl a rezisztencia kialakitasa. Koztik a PR-
10-t, sztilbén szintazt, dirigent-tipust fehérjét, aquaporint, cikokrom P450-t és
NAC transzkripcios faktort kodolo géneket azonositottunk.

A globdlis génexpresszios vizsgalat eredményei az alapkutatasokban megszerzett
tudashoz jarulnak hozza. Gének szintjén ismerhettiik meg a lisztharmat fert6zésre
adott valaszreakciot, amely ravilagithat e gének jelent6ségéere a védekezésben.
Ezt bizonyitja a vizsgalt NAC transzkripcids faktor is, mely specifikusan reagal
a fert6zés helyén a fogékony ndvényben, és valdszintileg a gomba iranyitja
mitkodését. A harom A. thaliana genotipusban (vad, niml-1-és nahG)
alkalmazott transzgénikus rendszer kimutatta, hogy a NAC042_5 lisztharmat
altali szabalyozasa valéban fuggetlen a szalicilsavas jelatviteltol és valdsziniileg
mas szignal befolyésolja miikddesét. A lisztharmat kivaltotta indukcio kizardlag
a gomba struktirdk megjelenésével parosult. A NAC042_5 promoter
Hlisztharmat-fligg6sége” lehet6seget ad arra, hogy a promotert olyan alkalmazott
kutatasokban hasznéaljak fel, amelyekben bizonyos géneket (példaul R vagy
patogenezishez-kotott — gént)  specifikusan csak a  fertézés helyén
expresszaltassanak. Igy a névény tobbi része kisebb mennyiségben tartalmazza
majd a transzgen transzkriptumat, anelkil, hogy a védekezés elleni
hatékonysagabol veszitene.
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Ha a NAC042_5 génrél bebizonyosodik, hogy auxin jelatvitelben van szerepe és
a lisztharmat-fliggé szabalyozésa az endoreduplikécio kialakulasat segiti, akkor
a NAC transzkripciés faktor a gomba szaporoddsdt tdmogatja. Ezért
elképzelheté, hogy a NACO042 5 gén elcsendesitésével lisztharmat elleni
rezisztenciat ndvelhetlink a névényben, ahogy a pektat-liazt kddol6 PMR6 gén
esetében is mar bizonyitottdk. Ennek a kivitelezésére azonban nemcsak a
transzgenezis az egyetlen mod; elérhetjik ugyanezt a TALEN vagy a
CRISPR/cas9-es technikakkal is, amelyek mar nem teljesen ugyanaz az eljaras
alapjan valdsulnak meg, mint a GMO ndvények elballitdsa. A fogékony fajtak
ellenallosdganak novelésével pedig kevesebb lenne a vegyszerfelhasznalds a
termesztés soran.
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