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1. BEVEZETES

A novényeket életiik soran rengeteg biotikus és abiotikus stressz éri. A helyhez kotott életmod
miatt nem térhetnek ki a stresszhatasok el6l, ezért kiilonboz6é védelmi mechanizmusokat kellett
kifejleszteniiik, hogy kivédjék azokat. Kedvezdtlen kornyezeti hatdsokra ¢és koérokozok
tamadasara a novények magas reaktivitdsu, oxigéntartalmu szabadgyokok ¢és molekulak
termelésével védekeznek, az igynevezett reaktiv oxigén szarmazékokkal (ROS). A hirtelen nagy
mennyiségben felhalmozodé reaktiv oxigén szarmazékok az oxidativ robbanas jelenségét idézik
el6 (Daudi és mtsai 2012). A ROS tobbféle modon karosithatjak a behatoldé korokozokat,
okozhatnak anyagcsere gatlast, védekezési jelatviteli utakat aktivalhatnak és a novényi
szovetkarositas altal kialakult nekrotikus 1éziokban a kérokozok tovabbi tdpanyagfelvételét is
korlatozhatjak (Baker és Orlandi 1995). A ndvényi szovetkarositas révén gatolt anyagfelvétel
hatékonynak bizonyulhat kiilonféle biotro6f ¢letmddu patogénekkel szemben, ugyanakkor
nekrotr6f gombak tamadasakor, példaul Alternaria fajok fertézése soran az oxidativ robbanas
okozta novényi szovet karosodas el is segitheti a korokozo kolonizaciojat, mivel ezek a fonalas
gombak képesek az elhalt novényi szovetekbdl is tapanyagokat kinyerni (Glazebrook és mtsai
2005). A novényi sejtkozotti jaratokban torténd reaktiv oxigén szarmazékok felhalmozodasa
kiilonféle enzimrendszerek miikodésének kovetkezménye, ilyenek egyebek mellett a NADPH-

oxidazok, a sejtfal-peroxidazok és a poliamin-oxidazok.

A leginkabb tanulmanyozott enzim, mely a ndvényi sejtkdzotti jaratokban felhalmozddé ROS
termelodésért nagyban felelés, a plazmamembranban lokalizalt NADPH-oxiddaz (RBOH,
respiratory burst oxidase homolog) (Frederickson és Loake 2013; Liu és He 2016). E fontos
enzim mellett a sejtfal-peroxidazok és poliamin-oxidazok szerepe és jelentésége patogénekkel

szemben még nem kell6képpen ismert, kevés tanulmany foglalkozik veliik.

Doktori dolgozatom témajaként tehat a novényi sejtkozotti jaratban kialakult oxidativ
robbanasért felelds enzimrendszerek szerepét vizsgaljuk, kiilondsképpen két sejtfal-peroxidazét,
a PRX33 és PRX34 peroxidazét, Arabidopsis thaliana modellnévény és egy jelentds gazdasagi

karokat okozo nekrotrof korokozo, az Alternaria brassicicola kapcsolataban.
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2. CELKITUZESEK

. Az AtPRX33 (At3g49110) és AtPRX34 (At3g49120) sejtfal-peroxidazok szerepének
igazolasa az extracellularis oxidativ robbanasban ¢€és a novényi rezisztenciaban
Arabidopsis thaliana-Alternaria brassicicola novény-korokozo kapcsolataban. Szerepiik
tisztazasa érdekében célunk SALK T-DNS inszercios, valamint transzgénikus ndvények
felhasznalasa, benniik a vizsgalt sejtfal-peroxidazok hianyara kialakul¢ tiinetek vizsgalata
gombafertdzés hatasara.

Célunk volt olyan szabalyoz6 géneknek a leirasa, melyek a novény fertézésre adott
valaszaban szerepet jatszanak és hatassal vannak a PRX33 ¢s PRX34 gének miikodésére,
aktivalodasara.

. A PRX33 és PRX34 sejtfal peroxidazok egylittes vizsgalatdhoz TRV alapu virus-
indukalta géncsendesités adaptalasa Arabidopsis névényre, majd a PRX33 és PRX34
sejtfal-peroxidazokat kodold gének csendesitése egy novényen beliil.

. A génsebészeti munkak soran gyakran alkalmazott Agrobacterium tumefaciens baktérium
elektroporacidos modszerének optimalizéldsa a laboratoriumi munkék hatékonyabba tétele

céljabol.

10
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3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A novényi stressz altalanos jellemzése

A megterheléssel jard helyzetek leirasara, melyek soran az adott szervezet viselkedése eltér a
normalistol, a kiilonb6z6 tudomanyagak a stressz kifejezését hasznaljak. Szigeti (1998), a
novényekre vonatkoztatva a kovetkezOképpen fogalmazta meg a stressz meghatarozasat. A
stressz egy olyan terheléses allapot, amelyben a ndvénnyel szembeni fokozott igénybevétel a
funkciok kezdeti destabilizacidjat kovetden egy normalizalodason at az ellenallosag
fokozodéasahoz vezet, majd a tliréshatar tallépésekor tartds karosodast vagy akér pusztulast is

okoz.

Stresszornak azokat a kornyezeti elemeket nevezik, amelyek stresszt okoznak, ennek
eredményeként az ¢€lélények fiziologiai folyamataik megvaltoztatasaval probalnak
alkalmazkodni a kialakult stresszhelyzethez. A ndvényekre hato stresszorokat tobb szempont
szerint is csoportosithatjuk. Megkiilonboztethetiink természetes, illetve antropogén tényezdket. A
természetes stresszorok a természeti kornyezet spontdn megvaltozadsai, mint pl. a nagy
fényintenzitas, a fagy, a szikesedés vagy az dsvanyi anyagok hidnya. Az antropogén stresszorok
pedig az emberi tevékenység eredményeként létrejové karosité tényezok. Ide soroljuk a
herbicideket, peszticideket, a 1égszennyez6 anyagokat, a toxikus fémek feldusulasat, stb. Mas
felosztas szerint beszélhetlink biotikus és abiotikus tényezOkrél. Az abiotikus tényezdk az
¢lettelen kornyezeti hatdsok, mint a szél, a hdmérséklet, vizellatottsag, stb. mig a biotikus hatdsu
stresszorok kozé a patogén virusokat, baktériumokat, gombakat vagy kartevo rovarokat soroljuk
(Gaspar ¢s mtsai. 2002, Levitt 1980).

Az él6lényekben, igy a ndvényekben is a stressz hatasara egy jellegzetes eseménysor indul be,
amit stressz-szindromanak neveziink. Ez harom, egymastol jol elkiilonithetd szakaszbol all. Az
elsd a vészreakcid, mely sordn a stressz-hatasnak kdszonhetden fokozodik a terhelés, a szervezet
miikddése eltér a normalistol, ennek kovetkeztében pedig csokken a vitalitds, azaz a ndvény
¢letképessége. Ekkor eldtérbe keriilnek a lebonto folyamatok a felépitd jellegliekkel szemben. Az
ellenallds minimumanak elérése utan akut karosodas kovetkezik be. Ha a novény rezisztencia-
potencialja lehetdvé teszi, akkor a masodik fazisba, az ellendllasi szakaszba jut, amelyben
alkalmazkodasi €s reparacios folyamatok eredményeként a ndvény ismét normalis miikodést
mutat, fokozodik az ellenalloképessége és edzettebbé valik. A harmadik a kimertilési fazis,

amely az alkalmazkodoképességet meghaladd mértékii igénybevétel esetén kovetkezik be. Ha a
11
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stressz-hatas megszlnik, a novény regeneralddik €s beall egy 01j standard szintre (Szigeti 1998,

Osmond és mtsai 1980)

3.2. Novényi védekezési formak patogénekkel szemben

A novények, életiik soran szamos mikroba fajjal keriilnek kapcsolatba. Bizonyos esetekben ez az
érintkezés a ndvény szamara hatranyos és megbetegedéshez vezethet, ilyenkor a n6vény-mikroba

kapcsolat gazda-patogén kapcsolatta valik.

Mivel a novények nem rendelkeznek adaptiv immunrendszerrel, hogy megvédjék magukat az
Oket karositd mikrobakkal szemben, a védekezéshez kiillonbozd korokozo felismerd rendszereket
¢és specifikus reakciokat fejlesztettek ki. A novény-patogén kolcsonhatasok magyarazasara a
legelfogadottabb modell a Jones és Dangl (2006) altal kidolgozott cikk-cakk modell. Ennek
lényege, hogy a fertézésekre adott ndvényi valaszt két fo szakaszra oszthatjuk. Az elsd szakasz, a
korokozo észlelése a patogének specialis molekularis mintazatanak révén (Microbial- or
pathogen-associated molecular patterns, MAMP/PAMP) révén és az erre adott altalanos
valaszreakci6é beinditasa, mig a masodik szakaszban a korokozo effektorainak felismerését

kovetden egy specifikus immunvalasz figyelheté meg.

3.3. A patogének altal kivaltott novényi immunreakcio

A fertdzés elso szakaszaban a novények plazma mebranjaban lokalizalt PR receptorok (Pattern
Recognition receptor) felismerik és megkoti a mikrobak altal termelt MAMP/PAMP-okat. 1lyen
mikrobakhoz/patogénekhez kapcsolt molekularis mintazat példaul a flagellin, a xylanaz, a [-
gliikdn, az ergoszterol vagy egyes lipopoliszacharidok. Ezek olyan molekularis strukturak,
melyek egyediil a mikroorganizmusokra jellemzoek, ezaltal elkiilonithetéek a gazdaszervezet
szdmara (Akira és mtsai. 2006). A specifikus felismerés a PTI-t, azaz a PAMP-ok éltal kivaltott
immunreakciot (PAMP-triggered immunity) eredményezi, mely egy igen fontos védekezési
reakcid az Osszes novényfaj szamara (Jones és Dangl 2006). Ugyanakkor nem minden névényfaj
képes felismerni és valaszolni az egyes molekularis mintazatokra, példaul az Arabidopsis
thaliana felismeri a Pseudomonas syringae-bdl szarmazo harpineket és flagellineket, mig a
paradicsom a gomba eredetii Kitin fragmentumok, glikoproteinek és ergoszterolok azonositasara

képes (Felix és mtsai. 1999, Boller és mtsai. 1995). A PTI soran igen gyorsan beindul a reaktiv
12
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oxigén szarmazékok termelése kis amplitidoval, de csak viszonylag rovid ideig. Az ekkor
termelt reaktiv oxigén szarmazékok egyrészt szignalként funkciondlnak a tovabbi
immunreakciok beinditasdhoz, masrészt karositjak a patogéneket (Zang és mtsai 2007, Soylu és

mtsai. 2005, Torres és mtsai. 2006).

Az evoluci6 soran bizonyos korokozok alkalmazkodtak ehhez a védekezési mechanizmushoz, és
olyan effektorok termelésébe kezdtek, amelyek a sejtbe jutva elnyomjak a ndvényi
immunreakciot, a PTI-t. A névények ennek kivédése érdekében specifikus rezisztencia géneket,
R-géneket fejlesztettek ki, melyekkel felismerik a patogének effektorait. Ezek az Avr (Avirulens)
fehérjék. Az igy lejatszodd folyamatot nevezziik effektorok altal kivaltott immunreakcionak,
azaz ETI-nek (Effector-triggered immunity) (Dangl és Jones 2001). Az ETI egy gyorsabb és
intenzivebb immunreakcié mint a PTI és leggyakrabban hiperszenzitiv reakciéval (HR), tehat
sejthalallal jar a fertézott novényi szovetrészen (Greenberg és mtsai. 2004, Truman €s mtsai.

2006).

3.4. Reaktiv oxigén fajtak a névényekben

A reaktiv oxigén szarmazékok, vagy roviditve ROS (Reactive Oxygene Species), olyan
oxigéntartalmi molekulak és szabadgyokok, melyek igen reaktivak, ezaltal toxikusak lehetnek
az ¢lélények szamara. A szabad gyokokre jellemzo6, hogy az atomok kiilsd elektronhéjan
parositatlan elektron talalhatd, vagyis egy elektron van egy orbitalon. Az elektronpalyak akkor
stabilak, ha az elektronok péarokban helyezkednek el, ebbdl kovetkezik, hogy a szabadgyokok
igen reaktivak és altalaban rovid élettartamtiak. A legfontosabb ROS fajtak a szuperoxid gyok
('O, ) a hidrogén-peroxid (H0,), hidroxil gyok (OH) és a nitrogén-monoxid (NO). A ndvény
normalis metabolikus folyamatai mellett allanddéan keletkeznek, a fotoszintézis sordn a
Kloroplasztiszban vagy a glikolizis soran, és keletkeznek reaktiv oxigén szarmazékok a
peroxiszomakban, az endoplazmatikus retikulumban és a glioxiszomakban is. A fotoszintetizalo
szovetekben a kloroplasztisz termeli legnagyobb mennyiségben a reaktiv oxigén szdrmazékokat,
koszonhetden a fotoszintetikus elektrontranszport ldncnak. Ilyenkor szuperoxid gyok szabadul
fel (Takagi és mtsai 2016). A nem fotoszintetizaldé szovetekben, mint a gyokér, vagy a mag
szOveteiben viszont a mitokondriumok miikddése jarul hozza a legnagyobb mennyiségben a
ROS képzddésben. A mitokondriumokban a NADPH dehidrogenaz I, II komplex és az ubikinon

pool a {6 forrasa a ROS termelddésnek (Huang és mtsai 2016, Navrot és mtsai 2007).

A normal metabolikus folyamatok mellett abiotikus és biotikus stressz is indukalja a ROS
termel6dését a novényekben, mely sokszor olyan nagymértékii felhalmozodasahoz vezet, hogy
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ugynevezett oxidativ robbanast eredményez (Bhattachrjee 2005). Abiotikus és biotikus stressz
soran tehat a novény képes a ROS fokozott termelése altal az oxidativ robbanas kialakitdsara,
mely tulnyomd részt hidrogén-peroxidot tartalmaz. Doke ¢és munkatarsainak (1983)
megfigyelései alapjan stressz hatdsra a legkordbban megjelend reaktiv oxigénforma a
szuperoxid, mely a szuperoxid-dizmutaz (SOD) izoenzimek miikédésének koszonhetéen gyorsan
atalakul hidrogén-peroxidda. A hidrogén-peroxid egy kdzepes reakcioképességii molekula, mely
gyorsan atjut a sejtmembranon, igy a keletkezési helyétdl tavolabb is képes kifejteni a hatasat, a
szuperoxid erre csak korlatozottan képes. A hidrogén-peroxidrol bizonyitottak, hogy egyéb
fontos koérélettani szerepei mellett két igen fontos szerepe van a patogenezisben. Egyrészt
toxikus a korokozokra és gatolja a novekedésiiket, valamint PR fehérjék és fitoalexinek

termelddését indukalja (Doke 1997).

A reaktiv oxigén szarmazékok a biotikus és abiotikus stressz folyamatokban hirvivé
molekulaként vagy szignalként is részt vesznek. Nem csak a képzddési helyiik kornyékén
képesek hatni, hanem példaul a hidrogén-peroxid tavolabbra diffundalva egy sor egyéb
védekezési reakciot is aktival (Torres és mtsai 2006). Szignalként azaltal érvényesiilhet, hogy az
adott ROS, az elsddleges szignalra adando valaszként proteineket vagy mas struktrakat
valtoztat meg kozvetleniil. Ehhez redox érzékeny fehérjékre van sziikség, melyek reverzibilis
modon 4t tudnak alakulni egy oxidacids/redukcios folyamatban a novény redox allapotanak
megfeleléen (Bhattacharjee 2005). A ROS tehat direkt, vagy indirekt modon oxidaljak ezeket a
redox érzékeny peptideket és fehérjéket, mint a glutation (GSH) vagy a tioredoxin, ezaltal
megvaltozik a sejtek redox allapota (Vranova és mtsai 2002). A sejtek a normal redox
allapotukat komplex antioxidans rendszerrel torekednek fenntartani. Antioxidans pl. az aszkorbat
¢s a glutation. Az antioxidans molekuldk oxidalt vagy redukalt formaba torténd atalakuldsa ugy
mitkodik, mint egy szenzor, mely valtozik a kiilonb6z6 hatasokra és megvaltoztatja a sejt redox
egyensulyat (Foyer és Noctor 2016). Szamos szignal Utvonal all redox szabélyozas alatt, de a

ROS valészintileg direkt kapcsolatban allnak a redox metabolizmussal.

A ROS szignalként betoltott funkcigja érvényesiilhet az altal is, hogy megvaltozott
sejtfunkcidhoz vezetd jelatviteli kaszkadot inditanak el. Ilyen a mitogén-aktivalt protein kinaz
(MAPK) kaszkad, mely az eukariota sejtekben evolucidosan konzervalt jelatviteli mechanizmus.
Olyan lancreakcion alapszik, melynek utols6 tagja a MAP kindz (MAPK). A MAP kinaz a
tirozin €s treonin aminosavainak foszforilacioja kovetkeztében aktivalodik, a MAP kinaz kinaz
(MAPKK) altal, melynek aktivatora pedig a MAP kinaz kinaz kinaz (MAPKKK). A MAPK
kaszkad utan a jelatviteli utvonal kovetkez6 tagjai a transzkripcios faktorok, melyek képesek

crer

14



10.14751/SZIE.2019.034

mtsai 2006). Nicotiana tabacum dohany novényben nemrég azonositottak egy WRKY
transzkripcids faktort, mely MAPK altal valik foszforilalttd és az aktivalast kovetben RBOH
fehérjéket szabalyoz. Igy kapcsolat alakul ki a MAP kinazok foszforilacios tevékenysége és a

patogénekre adott ndvényi valasz, védekezési reakciok kozott (Adachi és mtsai 2015).

3.5. ROS termelo enzimrendszerek

Korokozo mikroorganizmusok tdmadasa sordn a ndvényi sejtkozotti/intercelluldris jaratokban
felhalmozoddé ROS f6 forrdsai, a plazmamembranban lokalizalt NADPH-oxidazok (NOX),
peroxidazok és amin-oxidazok (Torres és mtsai 2002), tovabba oxalat-oxidazok és kinon-

reduktazok (Karkonen és Kuchitsu 2015).

3.5.1. NADPH-oxidazok

A NADPH-oxidazokat, melyeket novényekben RBOH (respiratory burst oxidase homologue)
roviditéssel jeloliink, az emlds fagocita fehérvérsejtek szuperoxid termeléséért felelos NOX2 gén
nukleotid sorrendjével valo hasonlosaguk alapjan fedeztek fel. A plazmamembranban lokalizalt
NADPH-oxid4z kulcsszereppel bir a ndvényi oxidativ robbanas kialakuldsdban, mivel miikodése
kozben szuperoxid gyok aniont generdl az apoplaszt felé, ami gyorsan atalakul H,O,-vé.
Miikodésiik sziikséges szamos ndveényfaj fejlodéséhez, tovabba biotikus €s abiotikus stresszekre
adott valaszaithoz. Nem kevés olyan eredmény sziiletett, mely az RBOH fehérjék novény-
korokoz6 kolesonhatasokban betoltott funkcidjara utal azaltal, hogy a fertdzott ndvényekben
szabalyozzak a programozott sejthalal kifejlodését. Arabidopsis thaliana novényben 10
NADPH-oxidazt kodolo rboh izoformat irtak le, Oryza sativa névényben 9-et, N. benthamiana
novényben pedig kettdt (Marino és mtsai 2012; Kaur és mtsai 2014). Az RBOH fehérjék koziil
Arabidopsis névényben az RBOHF-nek és az RBOHD-nek tulajdonitanak igen fontos szerepet a
rezisztenciaban. (Torres és mtsai 2002, Torres és mtsai 2006). A novényi NADPH-oxidazok 6
transzmembran doménbdl, citoszolikus FAD és NADPH ko6t6 doménekbdl allnak (Kadota é€s
mtsai  2015). Arabidopsis thaliana-Alternaria brassicicola novény-gomba kolcsonhatas
vizsgalata segitségével deriilt fény arra, hogy az AtrbohD gén altal kodolt NADPH-oxidaz
novényi hormonok (szalicilsav, etilén) szintjének szabalyozasan keresztiil befolydsolja a
gombafertézés soran kialakuld névényi programozott sejthalalt. Ezen kiviil, az A. brassicicola-
fert6zott Arabidopsis levelekben az RBOHD sejthalalt indukal a koérokozo altal kozvetleniil

megtamadott sejtekben, viszont gatolja a sejthaldl terjedését a kdrnyezd sejtekben (Pogany és
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mtsai 2009). Habar a NADPH-oxidazok aktivalodasinak mechanizmusa még nem teljesen
vilagos, azt mar tudni lehet, hogy az enzim Ca®" ion kotése és foszforilacioja vezet hatékony
milkodéséhez. Arabidopsis thaliana sejtszuszpenziot bakterialis MAMP Flg22-vel kezelve az
RBOHD fehérje foszforilalodik (Ogasawara és mtsai 2008). Az RBOHD fehérje foszforilaciojat
Ca®* ion kétése eldzi meg (Kimura és mtsai 2012), a kalcium fliggd aktivaciot pedig fehérje
foszforilacié és RBOH specifikus fehérje interakciok szabalyozzak (Kawarazaki és mtsai 2013,;
Kaur és mtsai 2014).

3.5.2. Sejtfal-peroxidazok

A novényi sejtkozotti jaratokban képzédd ROS alternativ (NADPH-oxidazoktol eltéro)
forrasaként sejtfal-peroxiddz enzimeket jelolnek meg. Ezek a fehérjék a peroxidazok III.
osztalyaba tartoznak, ami a szekrécids peroxidazokat (pl. torma peroxidaz izoenzim C) foglalja
magaba (Blee és mtsai 2001). A III. osztalyu peroxidazok redox reakciokban vesznek részt,
melyben hidrogén-peroxidot hasznalnak szubsztratként, de maguk is képesek hidrogén-peroxidot
generalni (Berglund és mtsai 2002). Az apoplasztban torténé peroxidaz-fiiggd oxidativ robbanast
el6szor Bach és munkatarsai (1993) irtak le sargarépa (Daucus carota) sejtszuszpenzid esetében.
O’Brien és mtsai (2012) munkaja alapjan a patogénekre indukalodé oxidativ robbandskor
keletkez6 hidrogén-peroxid 50%-ért peroxidazok a felelések Arabidopsis thaliana névényben.
Arabidopsis thaliana névényben legalabb 73 I11. osztalyu peroxidaz talalhatd (Welinder és mtsai
2002), ezek koziil a PRX33 ¢és PRX34 sejtfal-peroxidaz tlinik kulcsfontossagiinak a névényi
védekezésben. FBP1 (French bean peroxidase 1) antiszensz szekvenciaval transzformalt
Arabidopsis névényekben csokkent az AtPRX33 és AtPRX34 sejtfal-peroxidazok mRNS szintje
¢s a novények hidrogén-peroxid termelése vad tipusu novényekhez képest. Mindezek miatt ezek
a novények érzékenyebbé valtak Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 és Pseudomonas
syringae pv. maculicola ES4326 korokozok fert6zésével szemben (Bindschedler és mtsai 2006).
AtPRX33 és AtPRX34 knockdown mutans Arabidopsis novényekben pedig a csokkent ROS
termelés mellett a kalloz felhalmozdodas is gatolt (Daudi és mtsai 2012).  Verticillium
longisporum fert6zott levelekben az apoplaszt fehérjék kozott a PRX34 mennyisége nétt meg
jelentdsen vad tipushoz képest (Floerl és mtsai 2012). Aszkorbat hianyos Arabidopsis levelekben
pedig megndvekedett sejtfal-peroxiddz aktivitast irtak le, melyek koziil a PRX33 és PRX34
sejtfal-peroxidazt emelték ki, melyek mennyisége aszkorbathianyos allapot hatdsara jelentsen

megnd (Sultana és mtsai 2015).
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3.5.3. Poliamin-oxidazok

A poliaminok kicsi, pozitiv toltéssel rendelkezd alifds szénhidrogének. Szamos funkciojuk
ismert a novényekben, novekedési folyamatokban és kiilonb6z6 stresszvalaszokban is részt
vesznek. A noOvényekben keletkezett poliaminok a poliamin-oxidazok (PAO) altal
degradalodnak, ami soran hidrogén-peroxid szabadul fel. Az Arabidopsis thaliana 5 poliamin-
oxidaz izoformaval rendelkezik, melyek szerepét elsGsorban a csirandvény fejlodésével és a
viragzassal hoztak kapcsolatba (Fincato ¢s mtsai 2012), ugyanakkor vannak munkak, melyek
szerint részt vesznek a novénykorokozok elleni védelmi mechanizmusokban is (Cona és mtsai
2006). A gazda eredetii hiperszenzitiv reakcido (HR) soran kialakulé hidrogén-peroxid egyik {6
forrasa szarmazhat a poliaminokbol, mely hozzajarul az oxidativ robbands kialakuldsdhoz ¢s
indukalja a hiperszenzitiv sejthalalt. Dohany mozaik virussal (TMV) szemben rezisztens
Nicotiana tabacum esetében leirtak, hogy a virus fertézésekor jelentésen megnd a poliaminok és
a poliamin-oxidazok szintje. Ugyanakkor specifikus PAO inhibitorokkal kezelt
dohédnyndvényeken a poliamin-oxiddzok hidnyaban nem tapasztalhato a TMV kivaltotta HR
(Yoda és mtsai 2009). Inkompatibilis novény-gomba kapcsolatban, arpa és lisztharmat esetében
a poliaminok szintje erésen megndvekedik, ami az Oket lebontdé poliamin-oxidaz enzimek
szintjének ndvekedésével jar (Walters 2000). Mindezek alapjan a gazda eredeti hiperszenzitiv
reakcid (HR) soran kialakulé hidrogén-peroxid egyik f6 forrdsa szarmazhat a poliaminokbol,

melyek igy hozzajarulnak az oxidativ robbanas kialakuldséhoz és a hiperszenzitiv sejthalalhoz

3.6. Antioxidansok szerepe a redox egyensily fentartiasaban

A novények a megndvekedett ROS mennyiséget és az okozott oxidativ karosodast
antioxidansokkal ellenstilyozzak, mellyel hozzajarulnak a sejtek normal redox egyensulyanak
kialakitasahoz. Mivel a reaktiv oxigén szarmazékok részt vesznek szamos folyamatban, mint a
korokozok elleni védelemben vagy a szignal transzdukcidban, ezért a sejtek nem a ROS teljes
eliminaldsara torekednek, hanem a megfeleld pro- €s antioxidans egyensuly fenntartdsara. Ha az

egyensuly a prooxidansok fel¢é billen, oxidativ stresszrdl beszéliink (Ursini és mtsai. 2016).

Az antioxidansok lehetnek enzimatikusak és nem enzimatikusak. Az enzimatikus antioxidansok
katalizaljak a gyok-kioltd reakciokat, vagy maguk is képesek a ROS semlegesitésére. Igy
funkcidjuk a kontrollalatlan gyokds lancreakcid kialakuldsdnak megeldzése. A magasabb rendl
novényekben talalhato legfontosabb enzimatikus antioxidansok a szuperoxid dizmutaz (SOD) és
a katalaz (KAT).
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A ROS elleni els6é védelmi vonalat a szuperoxid dizmutaz jelentheti, mely a kloroplasztiszban,
peroxiszomakban ¢€s a citoszolban lokalizalt. A SOD egy fémtartalmu enzim, attol fiiggéen, hogy
milyen fémet tartalmaz, megkiilonboztetiink Cu/Zn-SOD-ot, Mn-SOD-ot és Fe-SOD-ot. Az

crcr

2 02'-+2H+ ->H,0, +0,

A kataladz négy alegységbdl alld enzim, mely a hidrogén-peroxid hidrogéndonor nélkiili bontasat

katalizalja:
2 H,0, 2 2H,0 + Oy

A kataldz az egyik legjelentésebb hidrogén-peroxidot semlegesitd antioxidans a ndvényekben.
Keletkezhet a peroxiszomakban, mitokondriumokban és a glioxiszomakban is (Barna és mtsai.

2003, Willekens és mtsai. 1997).

Nem enzimatikus antioxidans pedig a glutation, az aszkorbinsav, a tokoferol, a karotinoidok, a

prolin és a betain.

A sejtekben természetes koriilmények kozott a glutation redukalt formaja (GSH) talalhatd meg
dont6 tobbségben, oxidalt formajanak (GSSG) mennyiségi ndvekedése pedig elsésorban oxidativ
stressz hatasara kovetkezik be, ilyenkor thiol disszulfid kotések alakulnak ki. A GSSG vissza is
alkulhat GSH-va a NADPH fiiggé glutation reduktaz enzim segitségével (GR). A glutation és a
glutation-reduktaz (GR) részt vesz a hidrogén-peroxid lebontasaban a citoszolban és a

Kloroplasztiszban (Noctor és mtsai. 2012).

Az aszkorbinsav kozvetleniil reakcioba tud 1épni a szuperoxiddal €s a hidroxil gyokkel, valamint
a hidrogén-peroxidot vizz¢ tudja 4talakitani aszkorbat-peroxiddz segitségével. Az aszkorbat-
peroxiddz megtaldlhatd a glioxiszomdkban, a peroxiszomakban, a citoplazméaban, a

kloroplasztiszban ¢és a mitokondriumban (Arora és mtsai. 2002).

A karotinoidok fontos szerepet jatszanak a nem-enzimatikus védekez6 mechanizmusokban.
Tobbek kozott részt vesznek a kloroplasztisz bels6 membranrendszerének fotooxidativ stressz
elleni védelmében. A gerjesztett klorofill molekulak tobblet energidjanak atvételével megeldzik a

szinglet oxigén képzddéseét.

A tokoferolok koziil a legaktivabb antioxidans az E vitamin. Az E vitamin (a-tokoferol) a
membranok kettds lipid rétegében taldlhato, és védelmet ny0jt a lipidperoxidacié ellen. Ezt

elsésorban a lipidperoxil gyokok semlegesitésével teszi, amely soran az E vitaminbol tokoferoXil
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szabad gyok keletkezik. Az oxidalt vitamin az aszkorbat-glutation ciklusban nyeri vissza
redukalé képességét (Engin 2009).

Az antioxidansoknak fontos szerepiik van a védekezési mechanizmusokban, de mennyiségilik
megndvekszik a ndvények novekedése és fejlodése soran is. Elsddleges informéciot nyujtanak a
sejtek redox allapotardl és részt vesznek a biotikus/abiotikus stresszel Osszefiiggésben allo
génexpresszio szabalyozasaban is (Shao és mtsai. 2008, Foyer és mtsai. 2005). Antioxidansok
hatarozzak meg a ROS ¢letidejét és a ROS szignal specifitasat, mivel folyamatos kapcsolatban
allnak egymaéssal. A ndvényi sejtek tehat altaldnosan eredményesen védekeznek a magas
szuperoxid, hidrogénperoxid vagy a szinglet oxigén mennyisége ellen, ugyanakkor a fiziologiai
hatdsa az oxidativ allapotvaltozasnak még mindig vitatott téma. Erre példa Rizhsky és mtsai
(2002) munkaja, melyben az alacsony katalaz és aszkorbat-peroxidaz aktivitast dohany
novények alig mutattak karosodast a kiilonb6z6 abiotikus stresszekre, a kontroll novényekhez
képest. Kanwischer és mtsai (2005) pedig tokoferolt nem termeld Arabidopsis ndvényeket
vizsgéltak, melyekben az antioxidans hidnya miatt megnétt a lipid-peroxiddzok mennyisége.

Viszont ezek a névények alig mutattak abnormalis fenotipust.

3.7. Reaktiv oxigén szarmazékok és novényi hormonok kapcsolata

A hidrogén-peroxidrol megallapitottdk, hogy kiilonb6zd ndvényi hormonok termelddését is
el6idézi, mint példaul az etilénét és a szalicilsavét és szamos hormon jelatviteli utjaban vesz részt

masodlagos hirvivéként (Chen és mtsai 1993).

Az etilén folszabaduldsénak és termelddésének novekedése valamint a ndvényi betegségek
kozotti kapesolat ismert. Osszefiiggés allapithato meg a korokozd fertdzésére bekdvetkezd
etiléntermelddés és a klorotikus tiinetek kifejlodése kozott is. Inkompatibilis névény-patogén
kapcsolat esetében megfigyelték, hogy a hiperszenzitiv reakcié (HR) kialakuldsa mellett az etilén
termelddés 1s megnovekedik €és a két folyamat Osszefliggésbe hozhatdé egyméssal. Dohany
novényt megfertézve dohany mozaik virussal (TMV), az inokulaciot kovetden koriilbeliil 40 6ra
elteltével mar lathato jelei vannak a HR tiineteinek. Az etilén termelés ndvekedése a fertdzésre
azonban mar 24 oraval az inokulacio utan elkezdddik (Balazs és mtsai 1969; De Laat és Van
Loon 1982). Paradicsom novény és Phytophthora infestans kapcsolatiban Spanu és Boller
(1989) pedig megallapitottak, hogy az etilén szintéziséért felelds gének aktivitasa a léziokat
alkotd klorotikus szovetekben magas. Az még vitatott kérdés, hogy vajon a nekrozis
kialakulasdhoz sziikséges-e az etilén termelddése, ugyanakkor tobb etilént alultermeld ndvény
esetében, mint az Arabidopsis etrl-1 és ein2-1 mutans, az etilén inszenzitiv szdja és a

19



10.14751/SZIE.2019.034

paradicsom Nr mutans, avirulens korokozozoval torténé fertézésekor normalis id6 alatt fejlodtek
ki nekrotikus 1éziok (Bent és mtsai 1992, Thomma és mtsai 1999, Hoffman ¢és mtsai 1999, Ciardi
¢s mtsai 2000). Az etilén bioszintézis utjat szignalként is szamon tartjak, mely gyakran
szabalyozd hatdssal van olyan védekezési jelatviteli utakra, melyeket a jazmonsav és a
szalicilsav befolyasol. Az etilén szignalrol gy tartjak, hogy ellentétes hatdsa van a szalicilsav
szignallal és leginkdbb a nekrotrof korokozok elleni rezisztenciat indukalja (Glazebrook 2005).
Mint minden szignalndl, az etilén szignal esetében is sziikség van receptorokra, melyek érzékelik
a megnovekedett mennyiségi jelz6 molekulakat. Arabidopsis esetében 6t etilén receptort irtak le,
az ETR1, ERS1, ETR2, ERS2, és EIN4 receptorokat, melyek az endoplazmatikus retikulumban
lokalizaltak és az etilén valasz negativ regulatoraként miikodnek (Stepanova és mtsai 2009). Az
EIN3 transzkripcios faktorrdl megallapitottdk, hogy fontos szerepet jatszik a fotoszintetikus és
fejlédésbeli folyamatok mellett a védekezési mechanizmusokban is. Megndvekedett etilénszintre
aktivalodik ¢és leginkabb olyan gének transzkripcidjat szabalyozza, melyek részt vesznek a
nekrotrofok elleni védekezésben (Robert-Seilaniantz és mtsai 2011). Az etilén bioszintézise az
egyike azoknak a PTI kivéltotta valaszreakcioknak, melyek egyiitt a reaktiv oxigén
szarmazékokkal ¢és a MAPK szignal kaszkdddal szabalyozzak a védekezési fehérjék ¢és
metabolitok termel6dését (Broekgaarden és mtsai 2015). Han és munkatarsai (2010) kimutattak,
hogy Arabidopsis esetében a nekrotrof Botrytis cinerea fert6zésére a MPK6 és MPK3 enzimek
foszforilaljak az etilén bioszintézisében fontos szerepet jatszo fehérjéket, az ACS2-t és ACS6-ot
(AMINOCYCLOPROPANE-1-CARBOXYLIC ACID (ACC) SYNTHASE), mely igy gyors
etilén termelddést indukalt. Ezaltal ravilagitottak a MAPK jelatviteli kaszkad fontossagara és

szerepére az etilén bioszintézis Gitvonaldban.

A szalicilsav (SA) az etilén mellett szintén egy olyan ndvényi hormon, melynek fontos szerepet
tulajdonitanak a novényi védekezés rendszerében, mivel nélkiilozhetetlen a szisztemikus szerzett
rezisztencia (SAR) kialakulasahoz. SAR-nak nevezik azt a jelenséget, mikor egy nekrotizald
korokozoval torténd elsddleges fertdzeést kdvetden egy masodik fertdzés sordn a novény egy
magasabb szintli, er0sebb rezisztenciat mutat, ami a kérokozoknak mar egy szélesebb korével
szemben érvényesiil. A szalicilsav SAR kivaltasa mellet PR gének expresszidjat is indukalja
képtelen transzgénikus dohany (nahG) névénynél nem tapasztalhaté a PR gének expresszioja és
nem voltak képesek a SAR kifejlesztésére. Ebbol arra kdvetkeztettek, hogy a SA felhalmozdodasa
nélkiilozhetetlen a PR gének expresszidjanak aktivalasahoz és ez altal a szisztemikus szerzett
rezisztencidhoz. Ujabb eredmények szerint, a szalicilsav ugyan sziikséges a SAR 1étrejéttéhez,

viszont nem a szalicilsav az a transzportalt szignalmolekula, amely a fert6zés helyérél a
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tavolabbi szovetekbe szallitodik, hanem egyéb molekulak mellett a metil-szalicilat (Me-SA). A
szalicilsavat metil-SA-va atalakito szalicilsav-metiltraszferaz enzim miikodése az elsédlegesen
fertdzott szovetekben, valamint az azt szalicilsavva visszaalakito metil-szalicilsav-észteraz enzim
aktivitasa a fert6zést6l tavolabbi szovetekben nélkiilozhetetlen a SAR kialakulasahoz (Park és
mtsai, 2007). A Me-SA-bdl torténd atalakulas szalicilsavva megvaltoztatja a citoplazma redox
allapotat, aminek kovetkeztében aktivaltta valik az NPR1 (nonexpressor of pathogenesis-related
protein genes 1) transzkripcios faktor, ami a SAR egyik fontos szabalyozé eleme. Az NPR1 az
aktivaciot kovetden transzkripcios kaszkadot indit el, mely pedig PR gének expressziojat

eredményezi (Dong 2004, Mou ¢s mtsai 2003).

Biotikus ¢és abiotikus stressz kivaltotta valaszokban a jazmonsav iS szabalyozo szereppel bir,
mely leginkabb a rovarok és egyéb allatok ragasa elleni védekezésben nyilvanul meg, de fontos
szerepét a nekrotro6f korokozok ellen is megfigyelték mar (Browse 2009). A kiilonboz6 stressz
kivéltotta hormondlis jelatviteli utak kapcsolédnak egymashoz, szabdlyozzdk egymast. A
jazmonsav utvonala a ndvényben ellentétes hatassal bir, mint a szalicilsavé, valamint a két
hormon egymas antagonistai is, tehat képesek egymas termelddését gatolni. Spoel €s mtsai
(2003) tanulmanya szerint Arabidopsis thaliana névényben a Pseudomonas syringae pv tomato
DC3000 4altal kivaltott jazmonsav szintézis és szignal utvonal gatolja a szalicilsav
felhalmozodasat. A szalicilsav termelésére képtelen Arabidopsis NahG mutans novényben pedig
a P. syringae fert6zés erésen indukalta a jazmonsav szintézisét, viszont ezaltal hiperérzékeny lett
a korokozora (Melotto 2006). A jazmonsav masik fontos hormon kapcsolata az etilén, mellyel
egylittesen, szinergista modon fejtik ki hatdsukat a kérokozdkkal szemben. O’Donnell és mtsai
(1996) munkaja szerint az etilén és a jdzmonsav indukdljadk egymas termelddését és mindkettd
sziikséges a defenzin ¢€s tionin antimikrobialis fehérjék szintéziséhez. A jazmonsav képes
kapcsoldodni az etilén prekurzoranak szamitd6 ACC-hez (aminocyclopropane-1-carboxylic acid),
majd tovabbi védekezésben résztvevd géneket aktivalni, elsdsorban a nekrotofok elleni
védekezésben (Staswick és Tiryaki 2004). E két hormon egyiittes miikodése a védekezési
reakciokban ERF (Ethylene response factor) transzkcipcios faktorokat kodoldo gének altal
szabalyozottak, mivel mindkét hormon jelatviteli Utjdhoz sziikséges az ERF1 génexpresszio

(Lorenzo és mtsai 2003).
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3.8. Gazda-patogén kapcsolatok a kérokozé életmodja alapjan

A novénypatogéneket az életmodjuk alapjan gyakran két nagy csoportba soroljak, a nekrotrof és
biotrof korokozok kozé. A biotrof korokozok életmodjahoz €16 szovetek, egészséges sejtek
sziikkségesek melyektdl elvonjdk a sziikséges tapanyagokat. Ezzel szemben a nekrotrof
korokozok toxinjaikkal és sejtfalbontd enzimeikkel karositjak a sejteket, majd az igy elhalt
sejtekbdl nyernek ki tapanyagokat. Eszerint a meghatarozas szerint azonban bizonyos kérokozok
lehetnek biotréfok is és nekrotrofok is, mivel az életmodjuk fiigg a kdrnyezettdl vagy az aktualis

életciklusuktol (Glazebrook és mtsai 2005).

A korabban jellemzett R-gén altal okozott immunvalasz nem bizonyul sikeres stratégianak egy
nekrotrof korokozoval szemben, mivel a hiperszenzitiv reakcidval jaro sejtelhalas nem okoz
gatat a novekedésének. Réadasul bizonyos nekrotréf gombdk, mint példaul a névénypatogén
Alternaria fajok, kihasznalva a novény védekezési rendszerét, gazda specifikus toxinokkal
indukéljak a gazdanovény programozott sejthalalat, majd sejtfalbontd enzimekkel tovabb
roncsoljak a szoveteket (Lawrence és mtsai 2008). A reaktiv oxigén szarmazékok fokozott
felhalmozddasa sem minden esetben jelent védelmet a kérokozokkal szemben, mivel a nekrotrof
patogének olyan enzimrendszereket is kifejlesztettek, melyekkel hatékonyan ellensulyozzak a
sejtjeiket karositd toxikus reaktiv oxigén szarmazékokat (Mayer és mtsai 2001, Lin és mtsai

2011, Molina és Kahmann 2007).

3.8.1. NADPH-oxidaz gének Alternaria fajokban

NOX (NADPH-oxidaz) enzimkomplexeket irtak mar le allatok és novények mellett szamos
gombaban is. A NOX komplexszel ortolog NOXA, NOXB ¢és NOXC gének funkcidja gombak
(Lara-Ortiz és mtsai 2003). A NOXA és NOXB gének analogok az emlésokben talalhato gp91P"™
(NOX2) génnel, és a NOXR altal szabalyozottak. A gomba NOXC pedig tartalmaz egy kalcium
kot motivumot (calcium-binding EF-hand motif), mely megegyezik a névényi RBOH enzimben

talalhaté motivummal (Aguirre és mtsai 2005, Takemoto és mtsai 2007).

Alternaria alternata fajban megtalalhatdak a NOXA, NOXB és NOXR fehérjék is egyarant.
Mind a harom NOX fehérje szerepet jatszik a vegetativ ndvekedésben, a sporuldcioban, az

oxidativ stressz elleni védekezésben ¢és a fertdzOképességben (Yang és Chung 2012). Az
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AaNOXA hidrogén-peroxid és szuperoxid termelddésért felelds. A gén delécidja csokkent
hidrogén-peroxid termeléshez vezet, valamint a mutans izolatum érzékenyebbé valik hidrogén-
peroxidot és szuperoxidot generald agensekkel torténd kezelésre. Az AaNOXA ezen kiviil
szabalyozza az AaHOG1 (high-osmolarity glycerol 1) MAP kinazt és az AaAP1 redox érzékeny
transzkripciods regulatort kodold géneket, melyek a gomba virulencidjaban jatszanak szerepet. A
HOGT1 és az AP1 ugyanakkor negativ regulatora a NoxB és NOxXR transzkripcidjanak, amit azzal
magyaraznak, hogy a HOG1 és APl mikodése védi a gombasejteket a nagymértéki ROS
termelésekor. Mint ezt korabban emlitettiik, gombakban a NOXA ¢és NOXB, a NOXR altal
szabalyozottak, azonban Alternaria alternata fajpan a NOXR esetében csak a NOXA-ra

gyakorolt negativ regulalé hatast tudtak kimutatni (Yang és Chung 2012, Morita és mtsai 2013).

3.8.2. Alternaria fajok védekezése a novényi reaktiv oxigén szarmazékokkal szemben

A nekrotrof korokozod gombak - mint a ndvénypatogén Alternaria fajok - fennmaradasaban
létfontossdgu a novények védekezésként termelt reaktiv oxigén szadrmazékaival szembeni
védelem. A novényi patogének érzékenységét a reaktiv oxigén szarmazékokkal szemben
tulajdonképpen az hatarozza meg, hogy mennyire képesek a ROS ellensulyozasara, a normalis
sejten beliili redox allapotukat fenntartani, és hogy képesek-e a karosodott sejtek regeneralasara.
A redox allapotvaltozasokkor aktivalodo YAPI (yes-associated protein 1) transzkripciés faktor
korfolyamatban valod kdzremiikddését szamos ndvénypatogén gombaban leirtdk mar (Molina és
Kahmann 2007, Enjarbert és mtsai 2007, Kuge és mtsai 2001). Alternaria alternata-ban a YAP1
transzkripcios faktort kodoldo AP1 gén hibas milkddése miatt a mutans gombaizolatum fokozott
érzékenységet mutatott hidrogén-peroxiddal, kalium-oxiddal és menadionnal szemben,
ugyanakkor s6 és egyéb ozmotikus stresszre nem mutatott nagyobb szenzitivitdst. A mutdns
gombaban mért antioxiddns kapacitds viszont nagyon alacsony szintre csOkkent. Mindezek
alapjan Yang ¢és munkatarsai (2009) arra kovetkeztettek, hogy az AaAP1 gén altal iranyitott
utvonal hatékony ROS detoxifikalashoz vezet, mely elengedhetetlen a sikeres kolonizaciohoz.
Oxidativ valtozasra a YAPI-ben diszulfidkotések alakulnak ki, ami gyors konformdacios
valtozast okoz. Ezutan a sejtmagba szallitédik, ahol a tovabbi stressz valaszért felelds gének

expressziojat szabalyozza (Okazaki és mtsai 2007, Chen és mtsai 2014).

A nem riboszomalis peptid szintetdz 6 génnek (NPS6) is tulajdonitanak szerepet reaktiv oxigén
szarmazékok hatasanak ellenstilyozasaban. Ennek a génnek a delécioja Alternaria alternata-ban
a yapl mutanssal megegyez6 fenotipushoz vezetett (Oide és mtsai 2006).
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A reaktiv oxigén szarmazékokkal szembeni védelemben elengedhetetlen a megfeleld sejtfal
integritas. Ennek a fenntartasaban jatszanak szerepet a Hogl, NPS2 és SIt2 gének, melyeket A.
brassicicola-ban és A. alternata-ban is leirtak. Ezek mutacidjakor a gomba csokkent virulenciat
mutatott a vad tipushoz képest és fitoalexinekkel szemben is szenzitivebbek voltak (Joubert és

mtsai 2011a, Kim és mtsai 2007, Lin és Chung 2010).

3.9. Reverz genetikai eljarasok

A molekularis szintli biologiai kutatasok egyik f6 célja, hogy €16 rendszereken beliil lehessen
vizsgalni bizonyos gének és fehérjék szerepét, miikodését. Ehhez nyujtanak segitséget, az
ugynevezett reverz genetikai modszerek, mely sordn egy nyomon kdvetett mutaciobol vagy
hibas gén okozta elvaltozasbol kovetkeztetni lehet azok eredeti funkcidjara. llyen reverz
genetikai modszerek kozé tartozik a T-DNS inszercids mutagenezis és a Virus-indukalta

géncsendesités is.

3.9.1. T-DNS inszercids mutagenezis

Novények transzformalasara széleskorben elterjedt modszer az Agrobacterium tumefaciens (Az
ujonnan bevezetett neve: Rhizobium radiobacter) altali mutagenezis. Ez a folyamat egy
természetes génatviteli mechanizmuson alapszik, melynek soran bakteridlis gének épiilnek be a

fert6zott novények sejtmagi drokitdanyagaba.

Az Agrobacterium nemzetség képviseléi az A. tumefaciens, az A. vitis, az A. rhizogenes és az A.
rubi fajok (Gelvin 2003). Ezek a baktériumok kétszik{i novényeket a sebzési helylikon fertéznek,
majd a fertdzott novényeken tumorfejlédést ¢és hajszalgyokeresedést indukéalnak. A
tumorszovetek specifikus aminosav szarmazékokat, ugynevezett opinokat termelnek, melyekért
a baktérium sejtekben talalhato Ti (Tumor-inducing) plazmid a felelés. Ugyanis ez a baktérium
rendelkezik egy tigynevezett Ti-plazmiddal, melynek egy részét, a T-DNS-t vagy transzfer DNS-
t képes atjuttatni a fertézott ndvénybe és beépiteni annak sejtmagi DNS allomanyéba, ezaltal
képes a novénnyel termeltetni a szadmara sziikséges aminosavakat. A T-DNS koriilbeliil 21-23
kbazis nagysagu, az opin szintéziséért €s a tumor indukalasaért felelds géneket tartalmazza. A T-

DNS atviteléért a Ti-plazmidon 1évé virulencia (VirA - virG) régionak, valamint a
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kromoszoémalis virulencia (chvA, chvB) régionak van meghatarozd szerepe. A chv gének
folyamatosan, tigynevezett konstitutiv médon nyilvanulnak meg ¢s termékeik a baktérium
novényi sejtfalhoz vald tapadasat okozzak, a vir gének expresszidja viszont szigorian
szabalyozott, ¢és aktivalodasuk inditja el az atviteli mechanizmust. A sériilt névényi szovetekbol
kiszabadulé fenolos vegyiiletek, mint példaul az acetosziringon, indukaljdk ezen gének atirasat

(Yanofsky és mtsai 1985, Thomashow és mtsai 1980).

Mivel a T-DNS jobb-, és baloldali hatarszakaszai kozotti szekvencidk a novényi genomba
torténd beépiilés szempontjabol nem meghatarozoak, ezért az Agrobaktérium Ti-plazmid T-DNS
része alkalmas arra, hogy vektorként felhaszndlva idegen géneket épitsiink bele és altala
juttassuk be azokat magasabbrendii novényekbe. Igy a novényi genomba épiilt mesterséges T-

DNS a tovabbiakban ndvényi szekvenciaként funkcional (Gheysen és mtsai. 1987).

A T-DNS inszercidés mutagenezis is az Agrobaktérium altali géntranszferen alapszik. Ebben az
esetben az Agrobaktérium Ti-plazmidjanak modositott valtozatat hasznaljak, melyben a T-DNS-
en taldlhatdé tumor indukalasért felelds géneket antibiotikum rezisztenciat kodold génekre
cserélték, megkonnyitve ezzel a szelekciot. A T-DNS random moédon épill be a ndvényi
genomba, igy a beépiilt T-DNS-eknek csak egy része integralodik miikodé génekbe. Szignifikans
forropont a beépiilés helyére nézve nem ismert. Atlagosan a transzformansok 57 %-a tartalmazza
a beépiilt T-DNS-t egyszeres kopiaban, mig 25 %-uk kétszeres kopiaban (Feldmann 1991,
Azpiroz-Leehan és Feldmann 1997). Az ily mdédon létrehozott ndvényeket nevezziik inszercios
mutansoknak, melyekben a T-DNS beépiilése az érintett gén inaktivalasat okozhatja, és gyakran

kis deléciokat (4-80 bp), illetve atrendezédéseket eredményezhet.

3.9.2. Virus-indukalta géncsendesités

A virus-indukalta géncsendesités egy olyan technika, mely kihasznalja a ndvényekben
természetesen jelen levd, RNS-ek kivaltotta antiviralis védelmi mechanizmust. Ennek fontos
szerepe van az idegen eredetli nukleinsavak elleni névényi védekezésben, valamint a novény

sajat génexpresszidjanak szabalyozasaban a kiilonboz6 fejlédési stadiumokban.

Mikor egy virus megtamad egy ndvényi sejtet, aktivalodik egy RNS alapti védelmi
mechanizmus, mely a viralis genomot célozza. A folyamat magaba foglalja a kettds szali RNS-
ek (dsRNS) ¢és a kis RNS-ek (siRNS) felismerését, melyek templatként szolgalnak az eliminalni

kivant nukleinsavak felismerésében (Ratcliff és mtsai. 1999, Zamone 2001). A felismerést
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kovetden ezeket a kettés szala RNS-eket Dicer-like fehérjék (DCL), melyek RNaz III tipusa
ribonukleazok, 21-24 bp hosszii szakaszokra daraboljak ugy, hogy 5’ végiikon foszfat, 3’
végiikon 2 tilnyulo nukleotiddal rendelkeznek ez utan. Az igy feldarabolt és megjeldlt SIRNS-ek
beépiilnek a RISC komplexbe, ami pedig a megkotott siRNS nukleotid sorrendje alapjan
felismeri a tovabbi dsRNS-eket és feldarabolja azokat (Bernstein és mtsai 2001, Hamilton ¢€s
mtsai 2002). A RISC komplex tigynevezett Argonaute (AGO) fehérjékbdl all, melyek harom
konzervalt doménbdl allnak. Ezek a PAZ, MID és PIWI domének. A MID domén képes a
SIRNS-ek 5” végéhez kapcsolddni, a PAZ domén pedig a 3’végekhez. A PIWI domén a fehérje
komplex endonukleotikus aktivitasaért felelos. A 21-24 nukleotid hosszusagt siRNS-ek képesek
nemcsak sejtrél-sejtre, de a novény szallitoszovet rendszerét kihasznalva hossza tavon is terjedni
¢és templatként szolgalva aktivalni a tdvolabbi sejtekben a specifikus géncsendesitést (Himber és

mtsai. 2003).

A Virus-indukalta géncsendesités egy olyan virus vektor technoldgia, mely soran a csendesiteni
kivant gén egy szakasza van bejuttatva a viralis vektor genomjaval egyiitt a névény szervezetébe,
igy a géncsendesités nem csak a virus ellen 1ép fel, hanem a célgénrdl keletkezett mRNS-ek ellen
is. A technikanak koszonhetden kialakult tiinetekbdl, elvaltozasokbol kovetkeztetni tudunk a

célgén funkciodjara (Lu és mtsai. 2003) .

3.10. Agrobacterium tumefaciens (Rhizobium radiobacter) genetikai manipulacioja

crer

DNS bejuttatisara a baktériumba, leginkdbb harom modszert alkalmaznak a molekuléris
biologiai munkak soran. Ilyen a harom sziilés keresztezés (triparental mating) modszer, a

baktériumok hdésokkolasa (freeze—thaw) és az elektroporacio (Wise és mtsai. 2006).

A triparental mating moddszerhez nem konjugativ, de mobilizdlhaté plazmidokat juttatnak
Agrobaktérium sejtekbe. Ehhez kétféle E.coli torzsre van sziikség. Az elsd torzs tartalmazza a
,helper” plazmidot, mely egy olyan konjugiciora képes plazmid, ami kodolja az Gsszes olyan
fehérjét, amelyek sziikségesek a konjugacios hid kialakitdsahoz és a genetikai anyag ataddsdhoz
a recipiens sejtbe. A helper plazmid atadodik a masodik E.coli térzsnek, melyet donor térzsnek
neveznek. Ez a donor torzs pedig atjuttatja a célgéneket Agrobaktériumba (Waters 1999). A

modszer hatranya, hogy az Agrobaktériumon kiviil E.coli térzsekre is sziikség van, valamint,
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hogy nehéz elkeriilni az Agrobaktérium plazmidok és az E. coli plazmidok kozotti rekombinaciot
(Singh és mtsai. 1993).

Hosokkal és elektroporalassal torténd transzformacidhoz a baktériumok sejtfalat megfelelden
atjarhatova kell tenni anélkiil, hogy a baktérium elpusztulna. A hésokk transzformalashoz un.
kémiai kompetens sejteket hasznalnak, melyek egy Ca?*- és Mg®*-ionos kezelés és hiités soran
valnak kompetenssé. Hosokkal, azaz 37 °C-os rovid hokezeléssel a sejtmembran fluiditidsa
megvaltozik, ezaltal atjarhatova valik a bejuttatni kivant idegen DNS szdmara. A hdsokk
modszer eldnye az egyszeriség, ugyanakkor a hatékonysdga messze alulmarad az

elektroporalassal elérhet6 hatékonysaghoz képest (Holsters és mtsai. 1978).

A leghatékonyabb baktérium transzformacios technika az elektroporalds. Ennek soran
elektrokompetens sejtek keriilnek felhasznalasra, melyeket ugy allitanak ¢l6, hogy a
baktériumokat tartalmazo oldatot ionmentes oldatra cserélik, ami desztillalt vizbdl és glicerinbdl
all. Erre azért van sziikség, mert az eljaras soran a DNS-t és a baktériumokat tartalmazé
szuszpenziot nagy elektromos fesziiltséggel kezelik, mely soran a membranon 1évé porusok
kinyilnak €s a membran atjarhatova valik a DNS szaméra. Ha az oldatban elektromosan vezetd
komponensek, példaul ionok vannak, akkor rovidzarlat keletkezik és a transzformalas sikertelen
lesz. Az elektroporacios eljaras alkalmazasaval cirkularis és linearis DNS-t is be lehet juttatni a
sejtekbe, azaz plazmidokon kiviil példdul PCR termék is transzformalhaté (Mattanovich és

mtsai. 1989; Mersereau ¢és mtsai. 1990; Kotnik 2013).

3.11. Vizsgalatunk modell organizmusai

3.11.1. Arabidopsis thaliana

A molekularis névénybiologiaban az Arabidopsis thaliana névényt fontos modellként hasznaljak
szdmos eldnyos tulajdonsaga miatt. Magyar elnevezése a ludfii. A ludfi a keresztesvirdgiak
csaladjaba tartozik, egynyari, révid tenyészidOvel rendelkezik, teljes életciklusa 6-8 hét.
Meérsékelt fényigényli hosszi nappalos névény, virdgzashoz 14-16 oras megvilagitast igényel.
Onbeporzé, pollenjét a szél nem terjeszti, a keresztbeporzas nagy egyedsiirliségii allomanyokban
is minimalis és egyszerre rengeteg magot (5-10,000 db) produkal. Mindezen tulajdonsagai miatt
laboratoriumi koriilmények kozott kivaloan tarthato.
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A legelterjedtebb Arabidopsis okotipus, az Arabidopsis thaliana cv. Columbia, mely genomja a
zarvatermd novények koziil igen kicsinek szamit, 5 kromoszomabdl (2n=10) all. A teljes genom
szekvenciaja 2000-ben késziilt el (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000, Schoof és mtsai
2002). A jelenleg elérhet6 legpontosabb informacié az Arabidopsis genomjardl és génkészletérol
a TAIR (http://www.arabidopsis.org) és NASC (http://arabidopsis.info/) honlapjain talalhato. A
korabbi fejezetben emlitett inszerciés mutagenezis modszert hasznalva Arabidopsis ndvényeken,
a vizsgalt génekrél kapott informacido konnyen alkalmazhatdé mas fajok rokon génjeinek
feltérképezésére, és eldsegiti azok célzott és hatékony alkalmazasit a mezdgazdasagi,

¢lelmiszeripari, vagy mas ipari felhasznalasokat célzé ndvénynemesitésben.

3.11.2. Az Alternaria spp. nemzetség

Az Alternaria fajok jelentds része szaprotrof gomba, sok koziiliikk azonban névényi korokozod. A
novénypatogén Alternaria gombafajokat fontos korokozoként tartjdk szamon, mert jelentds
gazdasagi karokat okoznak és egyes fajaik igen széles gazdandvény korrel rendelkeznek.
Legismertebb képviseldik a keresztesviragiakat karositdo Alternaria brassicicola és A. brassicae,
a sargarépat megbetegitd A. dauci, a buzat karosito A. triticina, a lent fertézé A. linicola, a foként
citrusfélék korokozojaként ismert A. Citri, a burgonyat és paradicsomot karositd A. solani és a

rendkiviil széles gazdanévénykorrel rendelkez6 A. alternata (Thomma 2003).

Az Alternaria fajok rendszertani besorolasukat tekintve az Ascomycota torzs, Pezizomycotina
altorzs, Dothideomycetes osztaly, Pleosporales rend, Pleosporaceae csalad Alternaria

nemzetségébe tartoznak.

Termesztett gazdandvényeiken akar 20-50%-os terméskiesést is eldidézhetnek (Braverman
1971). Eurdpaban az 1980-as évek végén kaposztafélek korében a termésveszteség tobbszor is
elérte a 89%-ot Alternaria brassicicola és Alternaria brassicae okozta fert6zések miatt
(Humpherson-Jones 1989). Gorogorszagban 1989 és 1993 kozott 15-79%-o0s termésveszteséget
irtak le napraforgd (Helianthus annuus) esetében Alternaria alternata fert6zés miatt (Lagopodi
¢és Thanassoulopoulos 1998). 2006 és 2008 kozott Kinaban 80%-0s A. alternata fert6zottséget
figyeltek meg mandarin (Citrus reticulata) gyiimolcsokon (Wang és mtsai 2010).

Az Alternaria gombafajok jelent6ségét noveli az a tény is, hogy a nemzetség egyes fajai human
egészseégligyl problémak okozoi is lehetnek. Az 1930-as évek elején fény deriilt arra, hogy az

Alternaria alternata gomba sporait belélegezve allergias tiinetek, valamint léguti
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megbetegedések alakulhatnak ki. Azota A. alternata fajbol 16 allergént azonositottak, melyek
tobbsége kiilonféle enzimaktivitassal bird fehérje, példaul diszulfid-izomeraz, Mn Szuperoxid-

dizmutédz, mannitol-dehidrogendz, enoldz és glutation S-transzferdz (Kustrzeba-Wojcicka és

mtsai 2014).

Az Alternaria fajok gazdasagi jelentdsége miatt indokolt e nekrotrof gombakorokozok alaposabb
megismerése. Megallapithatd, hogy mind a gombafajok fertézési mechanizmusdban, mind az
elleniik megnyilvanulé novényi védekezés kialakuldsdban rengeteg megvalaszolatlan kérdés
vetdédik fel. Az Arabidopsis thaliana és Alternaria brassicicola kozti névény-gomba
kolcsonhatas modellként torténd haszndlata mara elterjedt ndvénybiologiai kutatasokban. Az A.
thaliana genetikai allomanyanak ismerete, valamint kiilonféle reverz genetikai technikak
kiaknazasa segit feltarni az Alternaria fajokkal szembeni fogékony és rezisztens ndvényi valasz
molekularis szinti mechanizmusait. Az Alternaria nemzetségen beliil pedig 25 faj genetikai
allomanyanak szekvencia adatai mar szintén rendelkezésiinkre allnak, ilyenek az A. brassicicola,

az A. alternata vagy az A. solani is: http://alternaria.vbi.vt.edu/index.html (Dang ¢s mtsai 2015).
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. Novénynevelési koriilmények, novényi anyagok

Kisérleteinkhez Arabidopsis thaliana cv. Columbia (Col-0) vad tipust novényeket és kiilonb6zo
SALK T-DNS mutans (1. Tablazat), valamint transzgénikus Arabidopsis novényeket
hasznaltunk. A felhasznalt SALK T-DNS vonalak minden esetben homozigdtak voltak a T-DNS

inszerciora.

1. Tablazat. A SALK T-DNS vonalak.

Mutans/transzformans | AGI kod STOCK név Gén név

prx33 mutans At3g49110 SALK_062314 Peroxidase 33

jarl mutans At2g46370 SALK 030821 Jasmonate resistantl

nhol mutans At1g80460 SALK 067205 Nonhost resistance to
P.s. phaseolical

nprl mutans At1g64280 N3726 Arabidopsis
nonexpressor of PR
genesl

mpk6 mutans At2g43790 SALK_004221 MAP kinase 6

nia2 mutans Atl1g37130 SALK_138297 Arabidopsis nitrate
reductase2

ein2 mutans At5g03280 SALK 086500 Ethylene insensitive2

sag101 mutans At5g14930 SALK 022911 Senescence-associated
gene 101

wrky40 mutans At1g80840 N119583 WRKY DNA-binding
protein 40

bikl mutans At2939660 SALK_005291 Botrytis-induced kinase 1

cpk5 mutans At4g35310 SALK 138808 Calmodulin-domain
protein kinase 5
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rbohd mutans At5g47910 SALK 070610 Respiratory burst
oxidase homologue D
erecta mutans At2926330 SALK 04410 Quantitative Resistance
SALK 066455C | to Plectosphaerella 1
utr3 mutéans At1g14360 SALK_064051C | UDP-Galactose
SALK 136447C | Transporter 3
annl muténs At1g35720 SALK 132169C | Annexin 1
SALK_149772C
th7 mutans At1g59730 SALK 018227 Thioredoxin H-type 7
cam4 mutans At1g66410 SALK 021224 Calmodulin 4
gstul9 mutans At1g78380 SALK 041942 Glutathione S-
SALK 077958C | Transferase TAU 19
dwarfl mutans At3g19820 SALK 006932 Cell Elongation Protein
SALK_030692
arfcl mutans At3g22950 SALK 027967 ADP-Ribosylation
SALK_015199C | Factor C1
mapr3 mutans At3g48890 SALK_056475C | Membrane-Associated
SALK_042103C | Progesterone Binding
Protein 3
At4g37445 SALK_022186C
SALK_135593C
nhl3 mutans At5g06320 SALK 150318C | NDR1/HIN1-like 3

SALK_035427C

Transzgénikus Arabidopsis genotipusok:
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H4 (asFBP1.1): Bindschedler és mtsai (2006) altal 1étrehozott és leirt transzformans, a Phaseolus

vulgaris peroxidaz génjét expresszalja antiszensz orientacidoban.

GFP transzformans: egy mGFP-ER szekvencianak készonhetéen (Haseloff és mtsai 1997) z6ld

fluoreszcens fehérjét expresszald transzgénikus Arabidopsis novények, melyek Agrobaktérium

altali viragbemartasos modszerrel jottek 1étre (Logemann és mtsai 2006).

Az Arabidopsis magvakat Pindstrup Plus Orange (Pindstrup Mosenburg) tipusu talajba vetettiik,
majd 3-4 napig 4°C-on hidegkezeltiik 6ket. Ezutan novényeinket azonos koriilmények kozott,
novényneveld kamrakban neveltiik, révidnappalos fényviszonyok mellett: 12 6ra megvilagitas
22 °C-on és 12 ora sdtétben 21 °C-on. Ontdzéshez ioncserélt vizet hasznaltunk. Kisérleteinket

azonos koru, 5-6 hetes, egészséges Arabidopsis novényekkel végeztiik.

4.2. Az Alternaria brassicicola gomba fenntartasa és a gombafertozés

Fertéz6anyagként az Alternaria brassicicola MUCL20297 torzset hasznaltuk, mely egy
kaposztarol izolalt nekrotrof gomba koérokozod (Thomma és mtsai 1998). Fertézés eloétt 7-10

napig szobahémeérsékleten, sotétben, steril burgonya dextroz (PDA) taptalajon tenyésztettiik.
Burgonya dextréz taptalaj:

10g burgonyapehely

10 g agar

3,5 g gliikk6z

0,5 I ioncserélt viz

A fert6zéshez hasznalt konidiumokat ecset segitségével és ioncserélt vizzel lemostuk a telepek
feliiletérdl, majd az igy kapott gomba szuszpenzidt gézlapon atsziirtiik a taptalaj tormelékek és
micélium darabok eltavolitasa céljabol. Biirker-féle sejtszamlalo kamraval 6 x 10° konidium/ml
koncentraciot allitottunk be. A bedllitott siiriségli gomba szuszpenzidt kézi permetezdvel
egységesen a novények feliiletére permeteztiik, majd az inokulalt novényeket ezutan zarhato,
atlatsz6 milanyag dobozokban tartottuk, melyekben magas paratartamot hoztunk létre ioncserélt

viz permetezésével. A homérséklet ¢és a megvilagitds a ndvények kordbbi nevelési
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korolményeivel azonos volt. A fertézetlen kontroll novényeket vizzel permetezve, a

fertézottekkel megegyez6 paraméterek mellett tartottuk.

4.3. Transzgén jelenlétének igazolisa a prx33 mutansban.

Prx33 inszercios Arabidopsis novényiinkben a T-DNS helyét polimeraz lancreakcioval (PCR)
hataroztuk meg. PCR reakciohoz a SALK Intézet altal ajanlott Lbal reverse primert hasznalunk,
mely a T-DNS-hez kotédik, valamint egy olyan forward primert, mely a PRX33 génen beliil a T-
DNS feltételezett helyének egyik végére terveztiink.

Mindehhez 6 hetes prx33-as Arabidopsis novényekbdl vontunk ki genomi DNS-t. A névényi
mintat folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, majd dorzsmozsarral eldorzsoltiik. Ebbdl 0,1 g-
nak megfeleld mennyiséget 2 ml-es Eppendorfba helyeztiink és DNS-t izolaltunk bel6le illustra
Nucleon PhytoPure Kit (GE Healhcare Life Science) segitségével, a gyartdo altal megadott

protokoll szerint.

crer

crer

Ezutdn Maxima Hot Start Master Mixet (Thermo Fischer Scientific) hasznalva PCR reakciot

mértiink 0ssze, a gyarto altali protokolnak megfelelden.

PRX33 genotipizalo forward primer: 5°- ATTATAGTTGTTGTCAGCATTAGCA -3’
Lbal reverse primer: 5’-TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG-3’

PCR beallitasa:

kezd6 denaturacio 95 °C — 4 perc

e denaturacio 95°C - 20 mp
e anellalas 60°C -3 mp 35 x
e polimerizacid 72°C —45 mp

végso polimerizacid6 72°C — 5 perc

A PCR terméket gélelektroforézissel, 1 %-os agardz gélen tettiik lathatova, a termék méretét

pedig DNS létra (GeneRuler, Thermo Fischer Scientific) segitségével allapitottuk meg.
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4.4. Mutacio és transzgén hatasanak igazolasa qPCR-rel.

Prx33 Salk T-DNS inszerciés Arabidopsis novényiinkben a mutacié hatasanak igazolasara,
valamint H4 transzgénikus Arabidopsis névényben a PRX33 ¢és PRX34 gén csokkent
mitkodésének kimutatasara valos idejii kvantitativ PCR-t (real-time, qPCR) hasznaltunk, mellyel
Osszehasonlitottuk a mutans és transzformans novényekben mért relativ génexpressziot a vad
tipusa (Columbia, Col-0) Arabidopsis novényekben mérhetdvel. Vizsgalatunkhoz 6 hetes
novényeket hasznaltunk, mind a prx33 mutans, a H4 transzformans és a Columbia ndévények
esetében. A mérést 3 fiiggetlen biologiai ismétlésben végeztiik €s minden bioldgiai ismétléshez
3-3 db egész, gyokér nélkiili Arabidopsis ndvényt dolgoztunk fel. A novényi mintakat folyékony
nitrogénben lefagyasztottuk, majd dérzsmozsarral eldorzsoltiik dket. Ebbdl 0,1 g-nak megfeleld
mennyiséget 2 ml-es centrifuga csdvekbe helyeztiink és RNS-t izolaltunk beldliik Viogene, Total

RNA Extraction Miniprep Kit segitségével, a gyart6 altal megadott protokoll szerint.

crer

Ezutan az esetleges DNS szennyez6déseket DNase kezeléssel (Invitrogen, DNA-free™ DNA

Removal Kit) tavolitottuk el.

A mar tiszta RNS-eket Thermo Scientific First Strand cDNA Synthesis Kit-tel cDNS-sé irtuk at
a gyarto altal biztositott protokoll szerint haladva, majd az atirt cDNS-ket 5-szorosre higitottuk

nukleaz mentes vizzel.

A valos idejii PCR-hez Bioline SensiFAST SYBR® No-ROX Kit-et hasznaltunk. Haztartasi
génként, melynek expresszidjahoz hasonlitottuk a célgénekét, az Arabidopsis At4g26410
ismeretlen funkcidju génjét hasznaltuk, mint referencia gén, mivel Czechowski és mtsai (2005)
alapjan az At4g26410 kiilonboz6 stressz hatasok ellenére is stabilan kifejez6d6 gén. A reakciokat
3 technikai ismétlésben végeztiik C-1000 Thermal Cycler, CFX96TM Real-Time PCR System
(Bio-Rad) késziilékben. A felhasznalt primereket és beallitasi modot a 2. Tablazatban tiintettiik
fel, tervezésiikhoz az Oligo 7 software-t hasznaltuk, alkalmassaguk letesztelésére pedig az
Integrated DNA Technologies, OligoAnalyzer 3.1 webes alkalmazast
(https://eu.idtdna.com/calc/analyzer).
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2. Tablazat. Felhasznalt primerek I.

Gén Felhasznalt primer Beallitasi mod

Forward 5’- CGAGAAACCATTGTAAATGAGT-3’

PRX33-
At3g49110 |Reverse 5’-CCGAGCCGAATTTGCG-3’

Forward 5-GAGCTGAAGTGGCTTCCATGAC-3 Denaturacio: 95°C — 6 perc

Amplifikacié 40 ciklusban

At4926410 |Reverse 5’-GGTCCGACATACCCATGATCC-3°
95°C — 30mp

Forward 5°- CGAGAAACCATTGTAAATGAGT-3’
60°C — 1 perc

PRX34- Reverse 5’-CCGAGCCGAATTTGCG-3’
At3G49120

A gének transzkripciés, vagy mRNS szintjének megallapitasihoz az eredményeket ACt
modszerrel szamoltuk: 2**“* (Livak and Schmittgen 2001).

4.5. Virus-indukalta géncsendesités (VIGS, Virus-induced gene silencing)

A PRX33 ¢és PRX34 gének egylittes vizsgalatdhoz a Tobacco Ratle Virus (TRV) alapt
géncsendesitési technikat hasznaltuk, mely fiiggetlen modszer a SALK T-DNS inszercios
mutansokkal végzett kisérletekhez képest. Virus-indukélta géncsendesitéssel csokkentettiik az
mRNS termékének szintjét a két kérdéses génnek egy ndvényen beliil egyszerre. Ehhez pTRV1
és pTRV2 virusvektrotokat (Arabidopsis Biological Resource Center, STOCK: CD3-1039)
modositottunk €s hasznaltunk. A TRV1 vektor hordozza a virus replikaciojahoz sziikséges
régiokat, az RNS fiiggd RNS polimerdzt €s a mozgasi fehérjéket, mig a TRV2 nem esszencialis
régiokat tartalmaz, ezaltal alkalmas arra, hogy egyéb idegen DNS fragmenteket épitsiink hozza.

Mind a két vektor sziikséges egyszerre a virus-indukalta géncsendesités kialakitdsahoz.
VIGS konstrukciok létrehozasa

Els6 1épésként a kontrollnak hasznalt TRV2-GFP konstrukciot alkottuk meg, mely a GFP (green

fluorescent protein) mRNS szintjét csokkenti.
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Egy mGFP5 szekvencidra tervezett primerekkel 256 bp hossz szakaszt amplifikaltunk PCR

segitségével, Maxima Hot Start Master Mixet (Thermo Fischer Scientific) hasznalva.
mGFP5 primer szekvencidk: Forward 5’-CGCTCTAGAATGCCTGAGGGATACGTGCAG-3°
Reverse 5’-CGCTCTAGATTCGATGTTGTGGCGGGTCTT-3’

PCR beallitasa:

e kezdd denaturaci6 95 °C — 4 perc

e denaturacio 95°C — 20 mp
e anellalas 60°C -3 mp 35 x
e polimerizacio 72°C — 30 mp

végso polimerizacio 72°C — 5 perc

Az igy kapott terméket ezutin pGEM®-T Easy (Promega) vektorba klonoztuk a gyartd altal
biztositott protokollt kovetve, majd a ligatumot Escherichia coli DH5a kompetens sejtekbe
transzformaltuk hdésokk moddszerrel. Minden transzformacidhoz friss kompetens sejteket
hasznaltunk és kozvetleniil a transzformalas elott készitettiik Tu és mtsai (2005) altal publikalt

protokoll szerint.
Hosokk transzformacio:

e 50 pl kompetens sejthez 5 pl ligatumot és 0,5 ul DMSO-t kevertiink 2 ml-es centrifuga

csovekbe.
e Az elegyet 30 percig jégen inkubaltuk.

e Az inkubalas utan gyors hdsokk kovetkezett, 42 °C-ra helyeztiik a centrifuga csoveket 1-
2 percig, majd jégen tartottuk 6ket 1-2 percig.

e 450 pl szobahdmérsékletii SOC taptalajal feloldottuk az elegyet és 37 °C-on 60 percig

alacsony fordulatszdmon porgettiik.

e Ezutan maximum sebességen centrifugaltuk a csoveket 2 percig €s a feliiluszot ledntottiik

a baktérium pelletrol.

e Majd 100 pl taptalajt pipettdztunk a pellet felszinére és vortex segitségével

felszuszpendaltuk.

e Az igy kapott szuszpenziot szelektiv LB taptalajra szélesztettiik és 1 napig 37 °C-on

inkubéltuk, a telepek megjelenéséig.

36



10.14751/SZIE.2019.034
SOC taptalaj:

20 g bakto-tripton

5 g élesztd kivonat

0,5 g NaCl

10 ml 250 mM KCI

1000 ml ioncserélt viz
Autoklavozas utan 10mM steril MgCly-ot és 20mM steril gliikoz oldatot adtunk hozza.
LB taptalaj:

10 g/L tripton

5 g/L éleszt6 kivonat

5 g/L NaCl

15 g/L agar

Autoklavozas utan, a szobahémérsékletiire hiilt LB taptalajhoz 250 ul/500 ml ampicillint, 80
ul/500 ml IPTG-t és 750 ul/500 ml X-Gal-t adtunk a baktérium szelekcié miatt.

A megjelend fehér kolonidkbdl plazmidot tisztitottunk ki NucleoSpin Plasmid (Macherey-
Nagel) Kittel. A kitisztitott plazmidbol EcoRI restrikcios enzimmel (FastDigest, Thermo Fischer
Scientific) kiemésztettiik a beépitett GFP szakaszt, hogy a termék két végére EcoRI ragados
restrikcios hely keriiljon. Majd foszfataz enzimes (FastAP Thermosensitive Alkaline
Phosphatase, Thermo Fischer Scientific) kezelést alkalmaztunk, hogy elkeriiljiikk a termék
két ragados végének Osszekapcsolodasat. Az emésztési reakcid elegyet 1 %-os agardz gélen
megfuttattuk és kivagtuk a 256 bp hossztisagnak megfelel terméket, ami a GFP fragment. Majd
Agarose Gel DNA Extraction Kittel (Roche) visszaizolaltuk a GFP terméket.

A pTRV2 plazmidot is hasitottuk EcoRI restrikciés enzimmel (FastDigest, Thermo Fischer

Scientific) és a kitisztitott GFP termékkel egyiitt ligalasi reakcidt mértiink ossze.
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Ligalas (Thermo Fischer Scientific): 0,5 ul puffer

0,5 ul T4 DNS ligaz
1 pl plazmid
3 ul insert

A ligatumot betranszformaltuk E.coli DHS5a kompetens sejtekbe, hogy kelloképpen
felszaporitsuk a plazmid mennyiségét és végiil szelektiv, kanamicint (30 pg/ml) tartalmazo LB
taptalajra szélesztettiik. A klonozas sikerességét kolonia PCR-rel ellendriztiik a kindtt baktérium

telepekbdl.
Kolonia PCR 1épései:

e 20pl nukledz mentes vizet tartalmazé PCR csdvekbe egy kacsnyi baktérium mennyiséget

helyeztiink.
e Alapos vortexelést kovetden 5 percig 95°C-on inkubaltuk a csoveket.

e Ezutan 5 percig 10.000 rpm-en centrifugaltuk éket, majd a feliiliszot, mely tartalmazza a
bakteridlis DNS-t, 1j csObe pipettaztuk at és kolonia PCR-hez templatként hasznaltuk. A
PCR-t taqg DNS polimerazzal (Thermo Fischer Scientific) végeztik a gyarto altali
protokoll szerint.

A kolénia PCR alapjan pozitiv telepekbdl kitisztitottuk a TRV2-GFP plazmidot NucleoSpin

crer

vizzel.

A két sejtfal-peroxidazt egyszerre csendesitd VIGS konstrukciohoz Arabidopsis vad tipusbol
szarmazo mRNS-t reverz transzkripcidval atirt cDNS-b6l felszaporitottunk PCR-rel egy olyan
300 bp hosszu szakaszt, mely nagyfoku azonossadgot mutat a PRX33 és a PRX34 lokuszokban.
Ezaltal alkalmas mindkét gén csendesitésére egyszerre. Ennek kivalasztasahoz a SiRNA Scan

(http://bicinfo2.noble.org/RNAiScan.htm.) (Xu és mtsai 2006) webes alkalmazast hasznaltuk a

kovetkez6 keresési beallitasokkal: Arabidopsis thaliana DCFCI Gene Index V 15 release on
4/23/2010, Arabidopsis thaliana TAIR 9 V 9 release on 6/19/2009 and Arabidopsis thaliana
MRNA (from TIGR Athl 5).

A PRX33 ¢és PRX34 csendesitéséhez sziikséges szekvencia felszaporitasara hasznalt primer par:

Forward 5’-CGCGGATCCGCTGATGGCACACAAACATTC-3’
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Reverse 5’-GCGGGATCCAATACAATCTGCTCCTGCTCAA -3’

A klonozasi munka a TRV2-GFP plazmiddal megegyezd modon zajlott, azzal a kiilonbséggel,
hogy a pGem T-Easy vektorbol BamHI restrikcios enzimmel emésztettiik ki a beklonozott

fragmentet, amit aztdn a mar elkészitett TRV2-GFP plazmidba épitettiink be.
Az elkészitett plazmidok szekvencidjat Sanger szekvenaldssal (Macrogen, EZ-seq) ellendriztiik.

Végso 1épésként az elkészitett TRV2-GFP és TRV2-GFP-PRX plazmidokat Agrobacterium
tumefaciens MOG301 (Hood és mtsai 1993) baktériumba transzformaltuk elektroporalassal. Az
elektroporalashoz sajat, altalunk optimalizalt protokollt hasznaltunk. Az elektroporalas 1épéseit

dolgozatom késébbi fejezeteiben (4.11; 5.11) részletezem.

Az elektroporalas utan kinétt telepeket kolonia PCR-rel ellendriztilk a korabban részletezett

modon €s a megfeleld baktérium telepeket tovabbi szelektiv tdplemezekre szélesztettiik.

4.6. Arabidopsis tranziens transzformacioja agroinfiltracioval

A VIGS plazmidokat tartalmaz6 agrobaktériumokkal agroinfiltraciot végeztiink zold
fluoreszcens fehérjét kodoldo mGFP-ER gént (Haseloff és mtsai 1997) expresszalo transzformans,

hosszll nappalos koriilmények kozott nevelt Arabidopsis ndvényeken

. Az agroinfiltraciot Burch-Smith és mtsai (2006) modszere alapjan végeztiik, kisebb

valtoztatasokkal.

A TRV1, TRV2-GFP, TRV2-GFP-PRX ¢és TRV2-PDS plazmidokat tartalmazé
agrobaktériumokat kiszélesztettiik kanamicint (30 pg/ml) és rifampicint (50 pg/ml) tartalmazo

LB taptalajra és 27 °C-on egész éjszakan at inkubaltuk.

Masnap a frissen kin6tt baktérium pazsitrol par kacsnyi baktériumot szuszpendaltunk 4 ml
Agrobaktérium inkubald puffert tartalmazoé kémcsovekben és spektrofotométerrel OD600=1,5
stiriségtire allitottuk be.

Agrobaktérium inkubal6 puffer (pH 5,6):
1,95 g MES
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1 I ioncserélt viz

Ezutan DMSO-ban (Dimetil-szulfoxid) feloldott 150mM acetosziringon stock-bol 1 ul/mi-t

pipettaztunk minden egyes kémcsdbe, majd 3 oran at inkubaltuk 6ket szobahomérsékleten.

Az inkubdci6 letelte utdn a TRV1 plazmidot tartalmazé agrobaktérium szuszpenziot 1:1 (v/v)

aranyban elegyitettilk a TRV2 plazmidos agrobaktérium szuszpenziéval.

Agroinfiltracidhoz 2-3 hetes, 3-4 levéllel rendelkez6 GFP-t expresszalo Arabidopsis novényeket
hasznaltunk, melyek hosszunappalos koriilmények kozott (16 ora fény/8 ora sotétség) voltak

nevelve.

1 ml-es fecskendékkel infiltraltuk minden névény alsod 2 levelét a baktérium szuszpenzidval,

majd ndvényneveld kamrakban tovabbra is hossziinappalos koriilmények kozott neveltiik dket.

Az infiltracio utani 10. napon UV lampaval (100 W-os, Blak Ray; model B10OAP; UV Products)
megvilagitva kivalasztottuk azokat a ndvényeket, amelyeken lathatd a géncsendesités, azaz nem
z6lden fluoreszkalnak, hanem a géncsendesités hatdsara vords fényt bocsatanak ki. Ezeket a
kiszelektalt novényeket neveltiik tovabb a kifejlett (6 hetes) allapotukig és hasznaltuk 6ket, mint
virus inokulum, mivel tovabbi vizsgalatra a hosszll nappalon nevelt névények a korai viragzas €s
Kis zoldtomeg miatt nem alkalmasak. A kiszelektalt ndvényeket a tovabbi felhasznalasig -70°C-

on, fagyasztva tartottuk.

Ezutan rovid nappalon nevelt (10 6ra fény/14 ora sotét) 2-3 hetes GFP-t expresszald Arabidopsis
novényeket mechanikai virusatvitellel fertdztiink meg. Ehhez mindkét konstrukciobol (GFP-t és
sejtfal-peroxidazokat csendesité konstrukcid) 3-4, el6zbleg lefagyasztott géncsendesitett
Arabidopsis novényt dorzsoltiink el 1 ml ioncserélt vizben, melyhez karborundumot adtunk. A
novényi nedvet ezutdn kézzel finoman a ndvények leveleibe dorzsoltiik. A géncsendesités
sikerességét az inokulaciot kovetd 10. napon UV lampaval ellendriztiik, a géncsendesités
mértékét pedig valds idejii PCR-rel hatdroztuk meg, ahol a célgének mRNS szintjét mértiik
MOCK ¢és Alternaria fertdzést kovetdéen, a kordbban mar ismertetett metodika szerint. Az
ellen6rzd valds idejii PCR-hez nem hasznalhattuk a célszakaszok felszaporitdsdhoz alkalmazott
primereket, mivel azok a novényekben 1évé TRV megfeleld szakaszdhoz is be tudnak kotddni,
mRNS szintjének méréséhez a korabban mar alkalmazott, a 3. tdblazatban leirt primerekkel

dolgoztunk.
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4.7. Fertozést koveté génindukcios idopontok meghatarozasa

A fert6zés hatasara bekovetkez0 oxidativ robbanas kialakuldsaért feleloés gének (sejtfal-
peroxidazok és poliamin-oxidazok) esetében szerettilkk volna megismerni, hogy a ndvényi
immunvalasz mely szakaszaban vesznek részt és pontosan mikor aktivalédnak. Ennek céljabol
vizsgaltuk vad tipusu ndvényekben a PRX33, PRX34 sejtfal-peroxidazokat kodold gének és az
Arabidopsis 6sszes poliamin-oxidazt kodold génjének (PAOL, 2, 3, 4, 5) transzkriptum szintjét
Alternaria brassicicola gombaval torténd fertézést kovetden kiilonb6zé idépontokban, 2, 6, 12,
24 ¢s 48 ora elteltével. A vizsgalathoz egész, gyokér nélkiili ndvényeket hasznaltunk, 3 fliggetlen
biologiai ismétlésben és az egyes ismétlésekhez 3-4 novényt dolgoztunk fel. Kontrollként
fertézetlen novényekben mértiik a kérdéses gének expresszidjat. A fertézott novényeket
folyékony nitrogénnel eldorzsoltiik, RNS-t izolaltunk beldliikk, cDNS szintézist hajtottunk végre
¢és végiil valos idejii PCR-rel megallapitottuk a vizsgalt gének mRNS szintjét. Az alkalmazott
metodika megegyezett a kordbban leirtakkal (RNS kivonas, DNase kezelés, cDNS szintézis,
gPCR). A hasznalt primereket a 2. és 3. Tablazatban tiintettiik fel.

3. Tablazat. Felhasznalt primerek II.

Gén Primer szekvenciak Beallitasi mod
PRX33- Forward 5'- CGAGAAACCATTGTAAATGAGT-3’
At3g49110 | peverse 5-CCGAGCCGAATTTGCG-3’
PRX34- Forward - TCTCTTCGTCTTCAACATCGTC -37
ABBGA9120 | poverse 57- TCCGACCTTAACTCATTTACAATGGTT -3 Denaturacio:

95°C — 6 perc
PAOL- Forward 5-CCAGGAGACGATGAAAGAGG-3’

Amplifikacié 40
ASGI3700 | peverse 57- GTAGCTACCGCGTTGAAACC-3’
ciklusban

PAO2- Forward 5-AGTCATTGCTGTCCCTCTTG 3°

95°C - 30mp
At2G43020 | peverse 5- CCTAGGTCGTTGATTGCTTCT-3’

60°C — 1 perc
PAOS- Forward 5°- A GTCAGGGATGAGCAGGA _ 3’
At3G59050 | peverse 5-GAGAGAGTGTTGATTACAGGGCGATA-3’
PAO4- Forward 5" - TGTTATTGTGATTGGTAGTGGTA S
At1g65840

Reverse 5°-TAAGGGATTCTCATCAGAGA-3’
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PAO5- Forward 5’-TCAGGCAAAGGAGGACTAAAC-3’

Atg29720 | Reverse 5°- CGAGTGGCAGAGTAATGAAGTGA-3’

4.8. Keortani vizsgalatok

4.8.1. Lézioszadm meghatarozas

Az Alternaria brassicicola gombafert6zés tiineteinek szamszeriisitésére 1ézi6 szamlalast
hasznaltuk, mellyel a klorotikus és nekrotikus tiineteket mutato levélfeliiletet viszonyitottuk az
egész levélfeliilethez. Ehhez minden genotipusboél (prx33, rbohd, Col-0, TRV-GFP-PRX és TRV-
GFP) 30-30 db kozepes kort (5.-10. levélig) levelet hasznaltunk, melyeket a fertézés 10. napjan
vagtuk le a novényekrol. A kisérletet két egymastdl fiiggetlen idopontban ismételtiik meg. A
levagott levelekrdl fényképeket készitettiink, majd ImageJ programmal lemértiik a fert6zott és
teljes levélfeliiletet, majd a kapott értékekbdl aranyt szamoltunk, ahol az 1 érték a teljes

levélfeliiletnek felel meg.

4.8.2. DAB festés

A fertézés soran keletkezé hidrogén-peroxid detektalasahoz DAB (3,3’-Diaminobenzidine)
festést alkalmaztunk. Novényanyagként 2 napos, Alternaria brassicicola-val fertézott egész
novényeket hasznaltunk (2DAI). A levagott egész, gyokér nélkiili ndvényekbe DAB festeket
(Img DAB/ml ioncserélt viz) infiltraltunk vakuum segitségével, majd 2 oraig
szobahdmérsékleten és fényben inkubaltuk Oket. Az inkubdldst kdvetden szintelenitdé oldatban
valo 1 napos aztatdssal eltavolitottuk a szintesteket a novényekbdl, hogy lathatova valjon a
DAB-bal megfestett hidrogén-peroxid. A hosszabb tarolhatésag érdekében 50%-0s glicerines
oldatban tartottuk a kiszintelenedett novényeket. Ezutan két irasvetitd folia kozé helyeztiik a
novényeket, majd fénymikroszkdp alatt fényképeket készitettiink az elszinezddott foltokrol.
Vizsgalatainkhoz kontroll ndvényeket is hasznéltunk, melyeket nem fertéztiink meg

A.brassicicola-val (MOCK).
Szintelenito oldat:
80% etanol
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20% kloroform

0,15% triklor-ecetsav

4.8.3. DCFH-DA festés

A hidrogén-peroxid termelddési helyének megallapitasa mellett a mennyiségét is szerettiik volna
meghatarozni és Osszehasonlitani a prx33 mutans ¢és TRV-GFP-PRX géncsendesitett
novényekben termelddott H,O,-t a Columbia ndvényekben tapasztalhatoval. Enhez a DCFH-DA
(2’,7’-dichlorofluorescein diacetate) festéket hasznaltuk Bozso és mtsai (2005) alapjan. 2 napos
A. brassicicola fert6zott novényeket valasztottunk ki, melyeknek 30-30 kozéps6 levélemeletbdl
(5-ik- 8-ik levélig) szarmazd, tehat kozepes fiziologiai allapotu levelét vagtuk le és hasznaltuk
infiltralashoz. 20 mM-0s DCFH-DA torzsoldatot készitettiink tomény etanolban, majd 0,4 mM-
ra higitottuk 10 mM-0s natrium-foszfat pufferrel (pH 7,4), amivel vakuuminfiltraltuk az 6sszes
levelet. 10 perc sotétben inkubalas utan Alphalmager berendezéssel UV fény alatt fényképeket
készitettliink a levelekrdl, majd a fényképekbdl, a késziilékhez tartozod AlphaView programmal,
Multiplex Band analizissel megallapitottuk minden egyes levél atlagos pixel fluoreszcencia

intenzitasat. A kisérletet 2 fiiggetlen biologiai ismétléssel végeztiik.

4.9. Alternaria brassicicola gomba biomassza mennyiségének meghatarozasa

A kisérleti novényeinket fert6z6 A. brassicicola biomasszajanak meghatarozasahoz DNS alapt
valds idejii kvantitativ PCR-t alkalmaztunk, hogy igazoljuk, a gomba novekedése gatlodik a
prx33 mutans és TRV-GFP-PRX géncsendesitett Arabidopsis novényekben a vad tipushoz
képest. Az alkalmazott mddszeriink 1ényege, hogy a megfertézott novényekbdl genomi DNS-t
vontunk ki, mely tartalmazta a névényi és gomba DNS-t egyarant. Majd a valos idejii PCR soran
anovényi At4g26410 referencia gén Ct eredményére normalizaltuk a gomba ITS régidjabol nyert

Ct értéket. A. brassicicola ITS régiora tervezett primer par:
Forward 5’-TCTCCAGTTTGCTGGAGACT-3’

Reverse 5°-GGATGCTGACCTTGGCTGGA-3’

A genomi DNS izolalast Brouwer ¢és mtsai (2003) 4altal hasznalt kivonas alapjan, kis
modositassal végeztiik. A.brassicicola gombaval torténd fertézés utani 10. napon (10DAI)

vettlink mintat a kiilonbozo kisérleti ndvényekbdl. 3 bioldgia ismétlést végeztiink és minden
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ismétlés 10-10 db fertdzott levelet tartalmazott, melyek koriilbeliil 15 kiilonb6zé ndvény kozépsd

levélemeletébdl szarmaztak.
A DNS kivonas menete:

¢ A mintékat folyékony nitrogénnel eldorzsoltiik, majd 0,1g-ot mértiink ki bel6liik 1,5 ml-
es centrifuga csovekbe.
e A homogenizatumhoz 300 pl lizis puffert adtunk és 300 ul fenol: kloroform: izoamil

alkoholos (25:24:1) keveréket, majd j6 alaposan vortexel elkevertiik.
Lizis puffer (pH 8):
2,5M LiCl
50 mM Tris-HCL
6,25 mM EDTA

4 % Triton X-100

5 perces 10.000 rpm-en végzett centrifugalas utan a legfelsd attetszé fazist Gj csébe

raktuk at és kétszeres mennyiségii tomény etanollal kicsaptuk a DNS-t.

e 5 percig centrifugaltuk 10.000 rpm-en, majd a feliilisz6t ledntottik a pelletként
Osszegytilt DNS-rdl.

e Ujabb tdmény etanolt pipettaztunk a kicsapott DNS-re és 15 percig -20 °C-on inkubaltuk.

o A feliiliiszot ujra ledntottikk a pellet felszinérdl és 70 %-os etanollal mostuk. Az etanol

eltavolitasa utan végiil vakuumcentrifugdban 10-15 percig szaritottuk a DNS pelletet.

e A jol kiszaradt pelleteket 40 pl nukleaz mentes vizben feloldottuk.

A DNS mennyiségét és tisztasagat Nanodrop spektrofotométerrel allapitottuk meg, és 100 ng/ pl
szeres higitasban. A protokoll tobbi része, valamint a PCR beallitasi moéd megegyezett a

korabban leirt real-time PCR protokollal.

4.10. Génaktivitas és a szeneszcencia kapcsolata

Szamos tanulmany szerint Osszefliggés tapasztalhato az Arabidopsis NADPH oxidaz miikodése

¢és az etilén, mint szeneszcencia hormon, vagy a prekurzora, az ACC (1-aminocyclopropane-1-

carboxylic acid) kozott (Pogany és mtsai 2009, Mersmann ¢és mtsai 2010, Yao és mtsai 2017).

Emiatt 6sszefiiggést feltételeztiink a levelek kora és az altalunk vizsgalt gének (RbohD, PRX33,
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PRX34) expresszios aktivitasa kozott. Igy megmértiik az Arabidopsis Col-0 névények RbohD,
PRX33, PRX34 génjeinek transzkriptum szintjét fertdzés hatdsira, a ndvény 3 kiilonbozd
levélemeletében, azaz kiillonb6z6 kora leveleiben. Mintavételi idépontnak a fertézést kovetd 24.
orat valasztottuk. Kontrollnak Col-0 MOCK novényeket hasznaltunk. A méréshez 3 fiiggetlen
biologiai ismétlést végeztiink 3 levélemeletben, felso-fiatal levelek, kozépsd és also-Oregebb
levelek. Egy méréshez 10-10 db levelet dolgoztunk fel, melyek koriilbelil 15 kiilonb6zo
novényrdl szarmaztak. A relativ génexpresszido méréséhez qPCR-t hasznaltunk, melyhez az RNS
kivonas, DNase kezelés, cDNS szintézis és a qPCR metodikaja és beallitasi modjai megegyeztek
a korabban leirtakkal. Az RbohD gén expresszidjanak megallapitasihoz a kovetkezé primer
szekvenciakat hasznaltuk: RbohD forward 5’-CTGGACACGTAAGCTCAGGA-3’, reverse 5°-
GCCGAGACCTACGAGGAGTA-3’. A PRX33 ¢s 34 primereket pedig mar korabban, a 2.
Tablazatban feltiintettiik.

4.11. Agrobaktérium elektroporalasanak optimalizalasa

Az Agrobacterium tumefaciens baktériummal végzett ndvényi transzformacid gyakran és széles
korben haszndlt moddszer a ndvénybiologiai kutatdsokban. A transzformécidhoz hasznalt
plazmidot leggyakrabban elektroporalassal juttatjak be az agrobaktérium sejtekbe, ezért ennek a
klonozasi lépésnek a hatékonysaga kulcsfontossdgi lehet. Munkank soran az elektroporalas
kiilonbozd 1épéseit optimalizaltuk és egyszeriisitettiik, a maximalis transzformécios hatékonysag

mellett.

4.11.1. Elektrokompetens sejt készitése

Az elektroporalas optimalizalasahoz az Agrobacterium tumefaciens MOG301 (Hood és mtsai
1993) torzsét hasznaltuk, melyet szilard, antibiotikumot tartalmazo LB taptalajra (10 g/L tripton,
5 g/L éleszt6 kivonat, 5 g/l NaCl, 15 g/L agar és 50 pug/ml rifampicin) szélesztettiink és 27°C-on
egész éjszakan at (~16 ora) inkubaltuk. Masnap a frissen felnott baktérium pazsitra 4 ml steril 10
%-os glicerint pipettaztunk és oltokaccsal dvatosan lekapartuk a taptalaj feliiletérdl a baktérium

gyepet. A glicerines baktérium szuszpenziot 2 ml-es centrifuga csévekbe ontottiik at, majd 4 °C-
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on, 14.000 rpm-en 1 percig centrifugaltuk. A feliiliszot ledntottiik a baktérium pelletrdl és
felontottiik Gjabb 10 %-0s steril glicerinnel. A glicerines mosas fontossaganak megallapitasa
érdekében végeztiink elektroporalast mosasi 1épés nélkiil, egyszeri €s kétszeri mosason atesett
mintakon, majd meghataroztuk az elektroporacids hatékonysagukat. A végs6 centrifugalas utan
az Osszes baktérium pelletet 400 pl 10%-os steril glicerinben szuszpendaltuk fel és az

elektroporalas megkezdéséig jégen tartottuk.

4.11.2. Elektroporacid

80 ul elektrokompetens baktérium szuszpenzidhoz kiilonb6z6 mennyiségii plazmid DNS-t
adtunk, hogy meghatarozzuk azt a legalacsonyabb plazmid mennyiséget, amivel még sikeres a
transzformacio. 1, 5, 10, 25, 75 és 100 ng pTRV2 plazmiddal (Arabidopsis Biological Resource
Center, STOCK: CD3-1043) végeztiik az elektroporalast, mivel ebbdl a plazmidbol mindig
elegendd6 mennyiség allt a rendelkezésiinkre. A plazmidokkal 0Osszekevert baktérium
szuszpenziot lehitott elektroporald kiivettakba (Bio-rad, Gene Pulser) pipettaztuk majd

elektroporaltuk Oket.

A leghatékonyabb elektroporacié elérése érdekében kiilonbozii beallitasi modokat hasznaltunk.
Harom kiilonb6z6 fesziiltséget, az 1, 2 és 2,5 kV/cm-t teszteltiik 200 Ohm ellenallas és 25 pF
mellett. Ezen kiviil az ellenallast is valtoztattuk, 400 és 800 Ohm ellenallas hatasat vizsgaltuk

meg 2,5 kV/cm fesziiltség és 25uF mellett.

Az elektroporacios hatékonysag novelése céljabol tobbszori elektroporalast is végeztiink
Mahmood ¢és mtsai (2008) alapjan. Egyszer, kétszer €s haromszor elektroporaltuk a mintainkat

2,5 kV/cm fesziiltségen, 200 Ohm ellenéllason és 25 uF mellett.

Elektroporalas utdn a mintdkhoz 1 ml folyékony taptalajt Ontottiink. Kétféle taptalaj hatdsat
vizsgaltuk, SOC és LB foly€kony taptalajok hatasat hasonlitottuk dssze.

Ezutan a mintakat 1, 2 valamint harom 6ran at inkubaltuk 27 °C-on razatva, ezaltal teszteltiik a

hosszll inkubacids 1d6 sziikségességét.

Az inkubacid utdn szazszorosra higitottuk a mintdinkat és ebbdl 100ul-t szélesztettiink ki
rifampicint (50 pg/ml) és kanamicint (50 pg/ml) tartalmazo szilard LB taptalajra. A lemezeket
27 °C-on 2 napig inkubaltuk tovabb a telepek megjelenéséig.
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Minden beallitdisi mdd esetében hasznaltunk negativ  kontrollt, mely templat nélkiili

elektroporalast jelentett.

4.11.3. Agrobaktérium torzsek

A legmegfelelébbnek itélt beallitasi modszerrel transzformaltunk két masik Agrobaktérium
torzset, az LBA4404 (Hoekema és mtsai 1983) és EHA105 (Hood és mtsai 1993) t6zset és
transzformalhatésdgukat a MOG303 baktériumhoz hasonlitottuk.

4.11.4. Direkt elektroporacio

A klénozasi munkakat nagyban meghosszabbitja az, hogy a ligalasi folyamat utan E.coli
baktériumot hasznalunk transzformacidhoz és az ebbdl kitisztitott plazmidot transzformaljuk
csak Agrobaktériumba. A folyamat leroviditése érdekében direkt elektroporalast végeztiink
Agrobacterium tumefaciens MOG303-ba, az E.coli baktériumba vald transzformalas

elhagyasaval, ¢s helyette az altalunk optimalizalt elektroporacids metodikat alkalmaztuk.

Az Arabidopsis At4g10540 génjér6l atirt cDNS-r6l egy 350 bp hosszi ¢cDNS fragmentet
amplifikaltunk Phusion High-Fidelity DNA Polymerase enzimmel (Thermo Scientific), a gyarto

utasitasainak megfelelden.

A felhasznalt primerek a kovetkezdek voltak:

Forward: 5°-TGAAGATCTATGAAGAGTTGCAGAACCTTAA-3’
Reverse: 5'-CCACTAGTCCGAGTTGTATCTAGTTGG-3'

A PCR terméket ezutan High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) segitségével
kitisztitottuk, majd ezt, valamint pCAMBIA1302 plazmidot Bcul/Bglll (FastDigest, Thermo
Scientific) restrikcids enzimekkel hasitottuk. Az emésztési termékeket Gjra tisztitottuk High Pure
PCR Product Purification Kit (Roche) segitségével, majd Osszemértilk a ligalasi reakciot,
melyhez T4 DNA Ligase enzimet hasznaltunk és az inszert:plazmid arany 3: 1 volt. A ligalési
reakcid végén inaktivaltuk a ligdz enzimet 60 °C-on vald 10 perces inkubalassal. Ezutan a
reakcio elegybdl 1 pl-nyit adtunk 80 pl elektrokompetens agrobaktériumhoz és elvégeztiik az

elektroporalast, az altalunk optimalizalt protokoll szerint.
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4.11.5. Transzformacios hatékonysag szamitasa

Minden egyes beallitasi mdodot kétszer-haromszor ismételtiink meg, harom technikai ismétléssel,

¢s minden esetben hasznaltunk negativ kontrollt, mely nem tartalmazott plazmid DNS-t.

A kinétt telepeket megszamoltuk és transzformacids hatékonysagot szamoltunk beldliik, melyet

a CFU (colony formin unit)/pug plazmid DNS forméban tiintettiink fel.

4.12. Statisztika

Vizsgdlatainkat legalabb 3 egymastol fliggetlen bioldgiai ismétléssel végeztiik, és a biologiai
ismétlések 3 technikai ismétléssel torténtek. Az eredményeink kozotti szignifikans
kiilonbségeket statisztikai analizissel tamasztottuk ald, melyet két kezelés esetén paros t-
probaval, tobb kezelés esetén pedig one-way ANOVA és post-hock teszttel végeztik. A
statisztikai analizishez IBM SPSS Statistics 20. Software-t hasznaltuk. A statisztikailag
szignifikans kiilonbséget P <0.05 értéknél allapitottuk meg.
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5. EREDMENYEK

5.1. T-DNS beépiilés igazolasa a vizsgalt At3g49110 és At3g49120 I6kuszokon

Az Arabidopsis thaliana-ban miikod6 33-as sejtfal-peroxidazt kodolé gén az At3g49110-es
16kuszon talalhatél. Ez egy 2179 bp hossza régio, mely 3 intronnal tagolt (1. Abra). A prx33-as
(SALK 062314) mutans Arabidopsis novényben a T-DNS inszert feltételezett helyét PCR-el
igazoltuk (2. Abra), ez alapjan az inszert ténylegesen az At3g49110-es 10kusz start kodonjatél
(ATG) downstream iranyban az elsé intronba épiilt be. Az At3g49120-as régio, mely a 34-es
sejtfal-peroxidazt kodolja, 2482 bp hosszu és szintén 3 intronnal rendelkezik (1. Abra).

Chr3: 18200664 . 113203142 | |
| BT T T T T Tasee | T T T T T gk |

Protein Coding Gene Hodels
AT3G49110.1 (ATPCA,PRX3II,FRACA, ATPRXII)
CO T

Chr3:18207651 . 18210132 |
il Tasobek . asdbex 7 Tis2iok

Protein Coding Gene Hodels
ATIG45120.1 (ATPCE,PR<34,PRECE . PERK3S  ATPERXI4 )
CC |

—

1. Abra. At3g49110 és At3g49120 l6kuszok exon és intron helyei.

prx33 NT
T-DNS

2. Abra. T-DNS helyének meghatérozasa.
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A két vizsgalt 16kusz az Arabidopsis 3. kromoszomajan helyezkedik el, egymashoz nagyon
kozel, egy gén taldlhatd csak koztiik (At3g49115), ezért kapcsolt géneknek tekinthetjiik 6ket. A

két 1okusz szekvenciaja kozott nagyfoka hasonlosagot talaltunk, 90%-ban hasonloak.

5.2. T-DNS inszercio és transzgén hatasanak igazolasa prx33 és H4 novényekben

A prx33 Salk T-DNS inszerciés mutans Arabidopsis ndévénnyel torténd vizsgalataink
megkezdése el6tt igazolni szerettiik volna, hogy az At3g49110 génbe beépiilt T-DNS valdban
megakadalyozza, vagy csokkenti a 33-as sejtfal-peroxiddz gén mRNS transzkripcidjat. Ezért
megmértiik a prx33-as mutansban a 33-as sejtfal-peroxidaz relativ génexpresszids szintjét és az
A.thaliana Columbia vad tipusban mért szinthez viszonyitottuk. Eredményeink alapjan a PRX33
mutans egy knock down mutdns, melyben az altalunk vizsgalt sejtfal-peroxidaz gén igen

alacsony szinten miikodik a vad tipushoz képest (3. Abra).

1,2
lw 1
-
2 £
E u 0,8
£ E
\2) 0,6
M o
x 'z
X x
Q u 0,4
< ©
©
s 0.2 * %
0
Col-0 prx33 mutans

3. Abra. Az PRX33 relativ transzkriptum szintje Col-0 és prx33 mutans Arabidopsis
novényekben. A feltiintetett eredmények 3 bioldgiai ismétlés atlagat mutatjak. Minden
biologiai ismétlés 3 technikai ismétlésbol allt. A Col-0 és prx33 kozott kapott
statisztikailag szignifikans kiilonbséget Student féle t-teszttel mutattuk ki. (***a=0,001)
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Az asFBP1.1, vagy H4 nevii transzformans Arabidopsis Bindschedler és mtsai (2006) altal
létrehozott és leirt ndvény, mely a Phaseolus vulgaris peroxidaz génjét expresszalja antiszensz
orientacioban. A transzgén hatasara az Arabidopsis PRX33-as és PRX34-es gén miikodése
csokken. Ennek igazolasara megmértiik mindkét sejtfal-peroxidaz relativ transzkriptum szintjét a
transzforméans novényekben és a vad tipushoz viszonyitottuk. Sajat eredményeink alapjan a H4
transzgénikus Arabidopsis novényt nem tartottuk a legmegfelelobbnek vizsgalatainkhoz, mivel a
PRX34 gén transzkriptum szintje nem csokkent statisztikailag szignifikansan a vad tipushoz
képest (4. Abra).

2,5
O PRX33

£ 5| AB m PRX34
N
(7]
s AB
=
215
= B
]
c
e 1
=)
\2
®
D05 -

0

Col-0 H4

4. Abra. PRX33 és PRX34 gén relativ génexpresszidja H4 és vad tipust Arabidopsis
novényekben. A feltiintetett eredmények 3 biologiai ismétlés atlagat mutatjak, melyek koziil
minden ismétlés dsszesen 3 technikai ismétlésbol allt. A statisztikailag szignifikans kiilonbséget

Tukey posthoc teszttel mutattuk ki (p<0,05).

5.3. TRV alapu géncsendesités adaptalasa Arabidopsis novényre

A két sejtfal-peroxidaz hatasat szerettiik volna egyiittesen vizsgélni egy ndvényen beliil, azonban
a szakirodalomban hasznalatos H4 transzformans Arabidopsis-t nem tartottuk erre a célra a
legmegfelelobbnek. Ezért a virus-indukalta géncsendesitést alkalmaztuk, hogy egy ndvényen
beliil mindkét sejtfal-peroxidazt kodolo gén mRNS szintjét csokkentsiik. Ezen kiviil egy a
korabbi vizsgalatainktol eltérd, fiiggetlen modszert kerestiink, mellyel megerdsithetjiik a Salk T-

DNS inszercids mutansokkal kapott eredményeinket.
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A Nicotiana benthamiana dohanyndvény fitoén-deszaturaz (PDS) génjét csendesité VIGS
konstrukciot (TRV-PDS) mar rutinszerien hasznaljuk Intézetiinkben. A mddszer adaptalashoz
Arabidopsis novényre, elészor ezt a konstrukciot alkalmaztuk, hogy megtudjuk, hatékonyan
milkodik-e a TRV alapu géncsendesités Arabidopsis novénynél. Hayward és mtsai (2011)
munkaja szerint a hossz( nappalon (16/8 ora) nevelt Arabidopsis novényeken végzett
géncsendesités kozel 90%-os hatékonysagu, ezzel szemben a révid nappalon (8/16 dra) neveltek
esetében ez csak 10 %. Emiatt hosz nappalt alkalmaztunk a jobb hatékonysag érdekében.
Viszont ebben az esetben nagyon gyorsan elkezdtek viragozni és a PDS csendesitése miatt
kialakulo fehéredés csak a virdgzati tengelyen alakult ki (5. Abra A kép). Ennek elkeriilése
végett a tovabbiakban hosszi nappalos megvilagitas mellett neveltiik a ndvényeinket és a
virdgzati tengelyt, mely mutatta a géncsendesités tlineteit, mint virus inokulum hasznaltuk fel és
mechanikai virusatvitellel juttattuk rovid nappalon nevelt novényekbe a géncsendesitést okozo
konstrukciokat. Virusanyagnak tehat az el6zdleg agroinfiltralt ndvények eldorzsolt szovetét
hasznaltuk. Az igy megfert6zott novények mar viragzas eldtt is mutattdk a géncsendesités

tiineteit, vagyis az elfehéredett leveleket (5. Abra B kép).

5. Abra. Fitoén-deszaturaz csendesitett Arabidopsis novények

Hosszl nappalon (16/8 dra) nevelt PDS csendesitett Arabidopsis novények (A). Rovid nappalon
(8/16 ora) nevelt PDS csendesitett Arabidopsis novények (B).
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Ugyanakkor, szelekcios markernek Arabidopsis esetében PDS helyett a GFP-t valasztottuk,

mivel a fitoén-deszaturdz csendesitése olyan redox valtozasokat okozhat a novényekben, melyek
vizsgalataink szempontjabol nem elényosek. Ezért elkészitettiik kontrollnak a TRV2-GFP és
TRV2-GFP-PRX (6. Abra) géncsendesité konstrukciokatt, melyek a GFP-t termeld traszgénikus
Arabidopsis novényekben gatoljak a GFP termelédését, tehat UV lampa alatt nem adnak ki z6ld

fluoreszcens jelet, ezaltal a novények feldolgozas nélkiil is konnyen szelektalhatoak (7. Abra).

CaMV 35S promoter

(9243) PstI - Sbfl
(5227) HindIII
(9220) Ascl
(9217) Apal
(9213) PspOMI
(9210) BstXI
(9191) Asel
(8862) Bcll*
(8731) Psil
(8s86) BpulOI
(8447) Eco01091I - PpuMI
(8405) BspHI

(825s) BlpI
TRV2-GFP-PRX map
9995 bp
(6723) PluTI
(6721) Sfol
(6720) Narl

(6719) Kasl
(6716) Mrel - SgrAl

(6428) Agel
(6337) Bsal
(6247) EcoNI

(6151) Fspl

(PVSTRepA)

GFP
fragment
256 bp

AclI (4859)

Pacl (367)

BsrGI (982)
Pvull (1116)

Zral (1311)
Aatll (1313)
Alel (1380)

ECORI (1647)
Xbal (1653)
Bsu36I (1717)

Stul (1981)

Ncol (1985)

BamHI (2003)
Acc651 (2009)
KpnI (2013)
Eco53kI (2017)
Sacl (2019)
Mlul (2021)
PaeR7I - TIil - XholI (2027)
TspMI - Xmal (2034)
Smal - SrfI (2036)

AhdI (2245)

6xHis

Dralll (2513)
Pvul (2550)

MauBI (2772)
RB T-DNA repeat

17
Os terminato’

Pasl (4265)

PRX

fragment
261bp

6. Abra. TRV2-GFP-PRX

TRV2-GFP-PRX plazmidtérkép (A). TRV2-GFP-PRX plazmidot tartalmazé E.coli-bol kolonia
PCR-rel felszaporitott GFP (B) és PRX fragment (C) gélképe.

53



10.14751/SZIE.2019.034

7. Abra. GFP csendesitett (balra) és GFP-t termel6 (jobbra) Arabidopsis névények UV fény
alatt.

5.4. Géncsendesités hatasanak igazolasa

Virus-indukalta géncsendesitéssel (VIGS) sikeresen létrehoztunk PRX33 és PRX34 géneket
csendesitd konstrukciokat. A VIGS mukddését a novények mRNS szintjének megmérésével
igazoltuk kontroll koriilmények kozott (8. Abra, A kép) és Alternaria brassicicola fertézés utan
24 oraval is (8. Abra, B kép). A géncsendesitésnek koszonhetéen mindkét idépontban joval
alacsonyabb volt a PRX33 ¢s PRX34 gének mRNS terméke, mint a kontrolnak hasznalt TRV-
GFP novényekben.
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8. Abra. Virus-indukalta géncsendesités hatasa a PRX33 és PRX34 gének mRNS szintjére
kontroll koriilmények kozott (A) és A.brassicicola fertézés utan 24 oraval (B). A feltiintetett
eredmények 3 biologiai ismétlés atlagat mutatjak, melyek koziil minden ismétlés 0sszesen 3
technikai ismétlésbol allt. A statisztikailag szignifikans kiilonbséget Student féle t-teszttel
mutattuk ki (*a=0,05 **a=0,01 ***a=0,001).

5.5. Alternaria brassicicola fertézésre kialakulé génindukciok

Columbia vad tipusu névényekben megmértiik, hogy Alternaria brassicicola fert6zés hatasara
mely idépontokban aktivalodnak az altalunk vizsgalt gének, melyekrdl feltételeztiik, hogy részt
vesznek a fertdzést kovetd védekezési mechanizmusokban. Azt tapasztaltuk, hogy a két sejtfal-
peroxiddz milkodése mar a fertézés utdni korai idépontokban beindul (6 ora), az id6
elérehaladtaval pedig fokozatosan né és végiil 24 ora elteltével tet6zik. 24 6ra utan viszont

csokken a génaktivitas (9. Abra).
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Génexpresszids szint, a fert6zetlen

kontrollhoz (Col-0) viszonyitva
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Fertozés utan eltelt 6raszam

—+—PRX33
(At3g49110)

PRX34
(At3g49120)

——PAO1
(At5g13700)

9. Abra. A.brassicicola fertdzést kovetd génindukcidk. A feltiintetett eredmények 3 bioldgiai

ismétlés atlagat mutatjak, melyek koziil minden ismétlés 6sszesen 3 technikai ismétlésbal allt. A

statisztikailag szignifikans kiilonbséget Student féle t-teszttel mutattuk ki (**a=0,01

*#%0=0,001).

A PAO1 génnél azonban nem tapasztaltunk jelentds mértékii génindukciot A. brassicicola

fert6zésre, ezért megmeértiik az Arabidopsis tobbi poliamin-oxidazt kodolo génjének (PAO2, 3, 4,

5) indukcidjat a fertdzés utani 24. oraban, és dsszehasonlitottuk a MOCK eredményekkel (10.

Abra). Azonban az Arabidopsis tobbi PAO génjénél sem emelkedett a génexpresszios szint

Alternaria fert6zést kovetden, s6t, a PAO5 gén esetében inkabb repressziot tapasztaltunk. Ezért

ezekkel a génekkel tovabbi vizsgalatokat nem végeztiink.
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10. Abra. Poliamin-oxidazt kodolo gének kifejez6dési szintjei A.brassicicola fertdzést kovetd
24. 6raban, vad tipust névényekben. A feltiintetett eredmények 3 bioldgiai ismétlés atlagat
mutatjak, melyek koziil minden ismétlés 6sszesen 3 technikai ismétlésbal allt. A statisztikailag

szignifikans kiilonbséget Student féle t-teszttel mutattuk ki (**0=0,01)

5.6. Alternaria brassicicola gomba tiineteinek értékelése

Prx33 és Rbohd mutans Arabidopsis novényeket, valamint TRV-GFP-PRX géncsendesitett
Arabidopsis novényeket és a kontrolljaikat (Columbia, TRV-GFP) Alternaria brassicicola
nekrotrof gombakorokozoval fertéztiik és a fertdzést kovetd 10. napon értékeltiik a tiineteket. A
33-as sejtfal-peroxidaz mutans névényeinken a kontrollokhoz képest kevesebb nekrotizald 1€ziot
és kevesebb sejtelhalast tapasztaltunk (11. Abra). Hasonlo tiineteket mutatott a TRV-GFP-PRX
géncsendesitett Arabidopsis is, azaz a kontrolljahoz képest (TRV-GFP) lathatoan kevesebb tiinet
alakult ki gombafert6zés hatasara. A latottakat igazolta a 16zi6 szamlalas eredménye is, miszerint
a PRX33 és PRX34 gén csokkent miikodésének koszonhetéen kevesebb roncsolddott szdvet
keletkezett a kontrollokhoz képest. A 16zi6 szamlalds eredményét a 11. Abran tiintettiik fel. Az
rbond mutans Arabidopsis ndvényt viszonyitasi alapként hasznaltuk, mivel Pogany és
munkatarsai (2009) alapjan Alternaria fertézésre igen erds tiineteket produkal, mely erds

sejtelhalassal is jar.
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Col-0
0.391 £ 0.039a

prx33 0.142 £0.018 b

rbohd
0.697 £ 0.043 c
TRV-GFP 0.321 £ 0.033 a
TRV-PRX 0.103 £ 0.009 b

11. Abra. Alternaria brassicicola-val fert6zott Arabidopsis novények a fertézést kovetd 10.
napon és a fertdzott levélfeliilet aranya + standard hibaval. A genotipusok kozotti

statisztikailag szignifikans kiilonbséget Tukey posthock teszttel mutattuk ki (p<0,05).

5.7. Alternaria brassicicola fertozés hatasiara keletkezé hidrogén-peroxid kimutatasa

Arabidopsis novényekben

Az A. brassicicola fert6zésre keletkez6 hidrogén-peroxid detektalasara DAB festést végeztiink,
mellyel lathatova tehet hol és milyen sejtek termelik a hidrogén-peroxidot. A DAB festésnek
koszonhetéen megallapitottuk, hogy a 33-as sejtfal-peroxiddaz enzim valoban hozzajarul a
fert6zés hatasara indukalodd hidrogén-peroxid termelddéséhez, mivel hidnyaban, a prx33
mutansnal alacsonyabb szinti DAB fest6dést tapasztaltunk, valamint a festddott sejtek és
sejtcsoportosuldsok szama is kevesebb volt Columbia vad tipushoz képest, a fertdézést kovetd 2.

napon. Hasonld eredményt lathatunk TRV-GFP-PRX géncsendesitett Arabidopsis novények
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esetében is, ahol kevesebb festddott sejtet talaltunk a kontroll TRV-GFP névényekhez képest
(12. Abra).

DCFH-DA fluoreszcens festéket hasznalva meghataroztuk a keletkezett hidrogén-peroxid
mennyiségét is Alternaria fertézés utani 2. napon. A PRX33 mutansban és a TRV-GFP-PRX
géncsendesitett novényekben a kontrollokhoz képest alacsonyabb fluoreszcens jelet tudtunk
kimutatni, ezzel megegyezéen tehat alacsonyabb hidrogén-peroxid mennyiséget mértiink(12.

Abra, D,E sor).

A prx33 mutans és TRV-GFP-PRX, valamint kontrolljaik vizsgalata mellett rbohd mutans
Arabidopsis novényeken is elvégeztiik a festési eljarasokat, mivel az rbohd mutans esetében mar
koradbban alacsony hidrogén-peroxid akkumulaciot irtak le (Pogény és mtsai 2009, Torres és
mtsai 2005), ezaltal alkalmasnak talaltuk a modszer hasznalhatosaganak tesztelésére,

viszonyitasi alapként.
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12. Abra. Hidrogén-peroxid kimutatisa Arabidopsis novényekben A. brassicicola fertézés
hat4séra

MOCK inokulalt névények DAB-al festve (A). A.brassicicola-val fertézott DAB festett
novények (2DAI) (B). A.brassicicola-val fert6zott DAB festett novények (2DAI)
fénymikroszkopos képei, méretarany = 50 um (C). DCFH-DA festett levelek A.brassicicola
fert6zés utan 2 nappal, UV fény alatt (D). Hidrogén-peroxid mennyiségi meghatarozasa atlagos
pixel fluoreszcencia intenzitas alapjan, DCFH-DA festett levelekbdl, A.brassicicola fert6zés utan
2 nappal (E). A genotipusok kozotti statisztikailag szignifikans kiilonbséget Tukey posthock
teszttel mutattuk ki (p<0,05).

5.8. Alternaria brassicicola gomba biomassza mennyiségének meghatarozasa

Annak érdekében, hogy kideritsiik, valodi gombarezisztenciaval allunk-e szemben, azaz a sejtfal-
peroxidazok hianyaban az Alternaria brassicicola novekedése visszaszorul-e a vad tipushoz

képest, a novényeket kolonizal6 gomba biomasszajanak mennyiségét szadmszeriisitd valds idejt,
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gomba genomi DNS specifikus PCR vizsgalatokat végeztiink a prx33 mutans és a TRV-GFP-

PRX géncsendesitett Arabidopsis novényeken, a fertézés 10. napjan.

A csokkent génmiikodésnek koszonhetden, a prx33 és TRV-GFP-PRX esetében alacsonyabb volt
az Alternaria brassicicola relativ biomassza mennyisége a kontrollokhoz képest tehat a gomba

kolonizaciojaban gatlas 1épett fel (13. Abra).

A kontroll névényekben mért relativ
gomba genomi DNS mennyiség

prx33 mutans o

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

A. brassicicola relativ genomi DNS mennyisége a
kontroll novényekhez viszonyitva

13. Abra. A. brassicicola genomi DNS mennyiségének relativ meghatarozasa (10 DAI).

Az értékek kozotti statisztikailag szignifikans kiilonbséget Student féle t-teszttel mutattuk ki.
(*a=0,05 ***g=0,001)

5.9. Génmiikodés és a levél életkoranak kapcsolata

A levelek kora és az altalunk vizsgalt gének (RbohD, PRX33, PRX34) expresszios aktivitisa
kozotti kapesolat feltételezése miatt megmértiik az Arabidopsis Col-0 névények RbohD, PRX33,
PRX34 génjeinek transzkriptum szintjét fertézés nélkiil és fertézés hatasara (24 hai), a nvény 3
kiilonbozd levélemeletében (felsd, kozépsd ¢€s alsd), mely 3 kiilonbozo élettani allapotnak

felelnek meg. Eredményeinket a 14. Abran osszegeztiik.
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Relativ transzkriptum szint Col-0 Arabidopsis novényekben.
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Relativ transzkriptum szint Col-0 Arabidopsis novényekben, fert6zés utan 24 oraval.

14. Abra. Transzkriptum szintek a vad tipusa Arabidopsis kiilénb6z6 kora leveleiben, mock
inokulalt és fert6zott koriilmények kozott. A levélemeletek kozotti statisztikailag szignifikans

kiilonbséget Tukey posthoc teszttel mutattuk ki (p<0,05).

Mind a harom altalunk vizsgalt gén alapexpresszidja, tehat fert6zés nélkill, az oregedd
levelekben volt a legmagasabb, a legfiatalabb levelekben pedig a legalacsonyabb. Fert6zés
hatdsara viszont a harom levélemelet koziil a kézépsé szintben mértik a legmagasabb
génaktivitast az RBOHD és PRX33 gének esetében, a PRX34-nél pedig az alsé és kozépsod
levélemeletben mért expresszid azonos volt. Ugyanakkor érdekes modon azt tapasztaltuk, hogy
hidba a harom levélemelet koziil fertdzésre a legfiatalabb levelek relativ génexpresszios szintje a
legalacsonyabb, a fert6zetlen novényeken mért alapexpressziohoz képest viszont ezeknek a fiatal
leveleknek né meg ugrasszertien a génaktivitasa. A két mérés (mock és fert6zott mintak) aranya
alapjan tehat, a fiatalabb és kdzepes koru levelekben a legaktivabbak az altalunk vizsgalt gének
(15. Abra).
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Mock és fert6zott (24 hai) mintak relativ transzkriptum szint aranya

15. Abra. Fertézott és MOCK inokulalt mintak relativ transzkriptum szint aranya a
kiilonbo6z6 levélemeletekben. A levélemeletek kozotti statisztikailag szignifikans

kiilonbséget Tukey posthoc teszttel mutattuk ki (p<0,05).

5.10. Kélcsonhato gének

Eddigi eredményeink alapjan azt mar tudjuk, hogy a PRX33, PRX34 ¢s Rbohd gének
aktivalodnak A. brassicicola fert6zés hatasara és csokkent termelddésik a fogékonysag
valtozasahoz vezet, igy Szerepiik van a patogenezisben. Ugyanakkor, arrél kevés adatunk van,
hogy ezeknek a géneknek a miikodését pontosan mi szabélyozza, milyen faktorok kapcsolodnak
be a sejtkozotti jaratban lezajlo jelatviteli folyamatokba. Ezért kivalasztottunk 10 olyan gént,
melyek fontos szabalyozé szereppel birnak a fert6zésre bekovetkez6 védelmi

mechanizmusokban:

NPR1 (Arabidopsis Nonexpresser of PR genes 1, Atlg64280), MPK6 (MAP Kinase 6,
At2g43790) NIA2 (Arabidopsis Nitrate Reductase 2, At1g37130), EIN2 (Ethylene Insensitive 2,
At5g03280), SAG101 (Senescence-Associated Gene 101, At5g14930), JAR1 (Jasmonate resistant
1) és NHO1 (Nonhost resistance to P.s. phaseolicola 1, At1g80460), WRKY40 (At1g80840),
BIK1 (Botrytis-induced kinasel, At2g39660), CPK5 (Calmodulin-domain protein kinase 5,
At4g35310)

A kivalasztott génekre Salk T-DNS inszercios mutansokat rendeltiink és vizsgaltuk benniik a
PRX33 és PRX34 gének expressziojat. Ehhez eldzetesen szelektaltuk Oket az Alternaria
brassicicola gomba fertézésére adott tiinetek alapjan és csak azokat vizsgaltuk tovabb, melyek
tiinetei eltértek a vad tipusi Columbiatol. Ez alapjan az ein2, nia2, nhol, jarl, mpk6 és nprl

mutansokat valasztottuk ki (1. Tablazat), mivel fogékonyabbak voltak a Columbianal. A hat
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kivalasztott mutansban a PRX33 és PRX34 génck expresszidjat mértiik és hasonlitottuk Gssze a
vad tipusban mért eredménnyekkel MOCK ¢és 24 oras fertdézéses koriilmények kozott. A
megvizsgalt mutansok koziil az nhol és jarl-ben mért génexpresszios szint tért el jelentds
mértékben a Columbiatol a PRX33 és PRX34 gének esetében (16. Abra). Erdekes médon az

RBOHD gén expresszioja egyik mutansban sem valtozott jelentés modon, ezért nem is tiintettiik

fel az abrainkon.
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16. Abra. nhol és jarl mutans Arabidopsis novényekben mért relativ génexpresszié fertézetlen
és fert6zott kortilmények kozott. A statisztikailag szignifikans kiilonbséget Student féle t teszttel
mutattuk Ki.

(*a=0,05 **0=0,01 ***a=0,001)

Egy masik megkozelités soran olyan géneket valasztottunk ki, melyek fehérje termékérdl
megallapitottak, hogy fizikai kolcsonhatast létesit az RBOHD-vel (Geisler-Lee és mtsai. 2007,
Jones és mtsai. 2014): UTR 3 (UDP-Galactose Transporter 3), ANN1 (Annexin 1), TH 7
(Thioredoxin H-type 7), CAM 4 (Calmodulin 4), GSTU 19 (Glutathione S-Transferase TAU 19),
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ERECTA (Quantitative Resistance to Plectosphaerella 1), DWARF 1 (Cell Elongation Protein),
ARFC 1 (ADP-Ribosylation Factor C1), MAPR3 (Membrane-Associated Progesterone Binding
Protein 3), At4g37445 ¢s NHL 3 (NDR1/HIN1-like 3) (1. T4blazat).

Majd ezek T-DNS mutans Arabidopsis vonalainal vizsgaltuk az A.brassisicola fertézésre adott
tiineteket. Két mutansnal talaltunk jelentds eltérést a vad tipussal dsszehasonlitva, melyeknél a
mutacid ugyanazt a 10kuszt érintette, az At2g26330-at, ami az ERECTA (Quantitative Resistance
to Plectosphaerella 1) kifejezOdéséért felelés. A két erecta mutans fert6zésre adott tiinete
megegyezett az rbohd mutanssal (17. Abra), mivel 7 nappal az A.brassicicola fertézése utan

nagymértéki sejtelhalds volt megfigyelhetd a leveleken.

erecta erecta
SALK 04410  SALK_066455C

a4
whs)
5 0%

@ g

17. Abra. Col-0 vad tipus, rbohd, erecta (SALK_04410) és erecta (SALK_066455C) mutansok

A. brassicicola fert6zésre mutatott tiinetei, a fertézést kovetd 7. napon.

s rer

A novények Agrobaktérium altali transzformécidja egy altaldnos és széles korben elterjedt
technikdnak szamit a molekularis novénybioldgiai kutatdsokban. E moédszer fontos eleme az
agrobaktériumba torténd elektroporalas. Ugyanakkor az elektroporalas egyes Iépéseire a

szakirodalomban tobbféle variaciot talalunk (Mattanovich és mtsai. 1989; Mersereau és mtsai.
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1990; De la Riva és mtsai. 1991; Main és mtsai. 1995; Lin 1995; den Dulk-Ras és mtsai. 1995;

McCormac és mtsai. 1998; Hitzeroth és mtsai. 2016), melyeknek fontossaga vagy sziikségessége
nem minden esetben tisztazott. Emiatt kidolgoztunk egy modszert, melyben a korabbi
protokollokhoz képest jelentdsen lecsokkentettiik az elektroporalas idejét, de az egyszeriiség €s
rovidség ellenére hatékonyan és megbizhatoan végezhetd. Mindezeknek kdszonhetéen az

elektroporalas valoban egy rutin eljarassa teheto.

5.11.1. Baktériumszuszpenzidé mosasanak hatasa a transzformaciéra

A taptalaj felszinérél lemosva a baktériumokat, steril 10 %-0s glicerinnel tisztitottuk azokat,
hogy eltavolitsuk a tormelékekt6l és az egyébb ionoktdl. Ez a tisztitasi vagy mosasi 1épés
centrifugalasbol és a baktérium pellet felszuszpendalasabol allt, 10 %-os steril glicerinben. A
transzformacios hatékonysagat Osszehasonlitottuk a mosas nélkiil elektroporalt mintdkat az
egyszer ¢€s a kétszer atmosott mintak hatékonysdgaval. A mosasi 1épés kihagyasaval az
elektroporalas soran sokszor tul nagy fesziiltség alakult ki, aminek koszonhetéen a mintak
szétdurrantak. Az egyszeri ¢és kétszeri mosds mar biztonsagosnak bizonyult, azonban

kiilonbséget nem tapasztaltunk kozottiik a kindtt telepek tekintetében.

5.11.2. Elektroporacids paraméterek beallitasa

Kiilonb6zd elektroporaciés paraméterek kiprobalasaval megallapitottuk a transzformacios
hatékonysdg szempontjabol a legjobb bedllitasi modot. Megvizsgaltunk harom kiilonb6zo
fesziiltséget (1.5, 2, 2.5 kV/cm) és harom kiilonb6zd ellenallast (200, 400, 800 Ohm) 25uF
mellett, mely allandé volt. Eredményeink azt mutatjak, hogy az ellenallas novelésével nd a
transzformans sejtek szdma, ugyanakkor 400 Ohm f{616tt mar nem lényeges az emelkedés. A 2
kV/cm fesziiltség is javitja a hatdkonysdgot az 1.5 kV/cm-hez képest, viszont e f6l6tt mar nem

nd statisztikailag szignifikansan a hatékonysag (18. Abra).
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18. Abra. Kiilonboz6 elektroporacios paraméterekkel végzett elektroporacio hatdsa a
transzformacios hatékonysagra. A statisztikailag szignifikans kiilonbséget LSD posthoc teszttel
mutattuk ki. (p<0,05)

5.11.3. Tobbszoros elektroporalas

Mahmood ¢s mtsai. (2008) szerint a tobbszords elektroporalas javitja a transzformacio
hatékonysadgat LBA4404 ¢és EHAI101 baktériumtorzsek esetében. Az egymdés utin Otszor
elvégzett elektroporalaskor a hatékonysdg szinte linedrisan novekszik. Kisérleteink sordn mi
MOG301 baktériumtorzson vizsgaltuk a kétszeri valamint hdromszori elektroporalast.
Eredményeink ugyanakkor, ellentétben Mahmood munkdjaval, arra utalnak, hogy a tobbszori
elektroporacio nem noveli statisztikailag szignifikdns modon a transzformalt sejtek szamat (4.

Tablazat).
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4. Tablazat. Tobbszori elektroporacio hatasa a transzformalt sejtek szamara.

Elektroporalasok szama CFU*10°/ug plazmid DNS
1x 6.01+1.84 °

2% 7.9+1.89 °

3x 5.25+123 °

A tablazatban feltiintetett eredmények 3 mérés atlagat mutatjdk standard hibaval (= SE). Egy

mérés alkalmaval 3 technikai ismétlést végeztiink. A statisztikai analizist one-way ANOVA ¢s

Tukey posthock teszttel készitettiik. (p<0,05)

A legalacsonyabb, még transzformalhato plazmidmennyiség meghatarozasahoz 1, 5, 10, 25, 75

és 100 ng plazmidot elektroporaltunk Agrobaktériumba. A koncentracio csokkentésével

természetesen a transzformalt sejtek szama is csokkent (19. Abra). Ugyanakkor a

legalacsonyabb mennyiséggel, 1 ng plasmid DNS hozzaadasaval is sikeresen miikodott a

transzformécio, atlagosan 3,6 x 10° CFU /ug DNS mennyiségli transzformalt sejtet

eredményezett.
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19. Abra. Elektroporalas szempontjabol megfelelé plazmid mennyiség meghatarozasa. A
betranszformalt plazmid mennyiségek: 1 ng (A), 10ng (B), 25ng (C), 50 ng (D), 75 ng (E), 100
ng (F), negativ kontrol (G).

5.11.5. Inkubéciokor hasznalt SOC ¢és LB taptalaj 6sszehasonlitasa

Az elektroporacio befejeztével a baktérium szuszpenziot folyékony taptalajban inkubaltuk.
Kétféle taptalaj, SOC ¢s LB, hatasat vizsgaltuk a transzformacids hatékonysag novelése céljabol.
Eredményeink azt mutatjdk, hogy a SOC taptalaj Osszetétele megfelelobb a baktériumok
novekedéséhez elektroporacid utan, mivel az LB taptalajban inkubalt szuszpenzid szétszélesztése
utan kevesebb transzformalt sejtet tudtunk szamolni (20. Abra).
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CFU x 105/pg plazmid DNS

LB SOC
Taptalaj tipusok

20. Abra. LB és SOC folyékony taptalaj hatasa a transzformécioés hatékonysagra. A
statisztikailag szignifikans kiilonbséget Student féle t teszttel mutattuk ki. (p<0,05)

5.11.6. Inkubacids 1d6 hosszanak hatasa a hatékonysagra

Az elektroporaciés protokol roviditése €s egyszerlsitése céljabol kiilonb6zé hossza ideig
inkubaltuk az elektroporalt baktérium szuszpenziot folyékony SOC taptalajban. 1, 2 és 3 ordig
valo inkubélast hasonlitottunk 6ssze (21. Abra). Az inkubalas hosszanak novelésével novekedett
a transzformalt sejtek szama, ugyanakkor mar egy rovidebb, 1 o6rds inkubalassal is kelld
mennyiségli transzformalt sejt keletkezett, mely elegendd lehet a rutinszerli transzformalasi

munkakhoz.
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21. Abra. Inkubéciés id6 hatasa a transzformacios hatékonysagra. A statisztikailag szignifikans

kiilonbséget Tukey posthoc teszttel mutattuk ki.(*o=0,05)

5.11.7. Kiilonbozd agrobaktérium torzsek transzformalhatdsaga

Az éltalunk optimalizalt transzformécios metodikat végrahajtottuk még masik két agrobaktérium

torzson, az EHA 105 és LBA 4404 agrobaktérium torzseken (Hood és mtsai 1993, Hellens és

mtsai 2000), majd a kapott elektroporalt sejtek szama alapjan Osszehasonlitottuk az

elektroporalhatosagukat a MOG301-es baktérium torzsével. Az eredményeket a 5. Tablazatban

Osszegeztiik.

5. Tablazat. Kiilonb6z6 agrobaktérium torzsek elektroporalhatosaga.

Agrobactérium torzsek

CFU*10°/ng plazmid DNS

MOG301 27+029°
EHA 105 12540.15°
LBA 4404

0.044 +0.011 °

A tablazatban feltiintetett értékek két biologiai ismétlés atlagat mutatjdk standard hibaval (+SE)

¢és az eredmények kozotti szignifikancia értékeket. A statisztikailag szignifikans kiilonbséget one

way ANOVA ¢és Tukey posthock teszttel mutattuk ki. (p< 0,05)
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5.11.8. Ligatum direkt transzformalhatosaganak hatékonysaga

Az altalanos klonozasi munkak soran az 6sszeligalt plazmidot el6szor E.coli baktériumba szokas
transzformalni, majd az ebbdl kitisztitott €s felszaporodott plazmidot kell agrobaktériumba
elektroporalni. A koztes, E.coli baktériumba vald transzformalasra a plazmid koncentracio
novelése miatt van sziikség. Ez a 1épés viszont, egy kelloképpen hatékony elektroporalassal
kivalthato, hiszen a korabbi eredményeinkbdl kiindulva, mar igen kis mennyiségii (1 ng) plazmid
DNS-sel is elegendd transzformalt sejtet kaphatunk. Ezért az altalunk optimalizalt
elektroporacios protokolt hasznaltuk direkt transzformaciora, kihagyva az E-coli-ba torténd
transzformalast. Egy ul ligitumot adtunk 80 ul A. tumefaciens MOG303 elektrokompetens
sejtszuszpenzidhoz és ezt elektroporaltuk a az optimalizalt metodika szerint. Az inkubéci6é utan
az egész szuszpenziot (1ml) szélesztettiik szelektiv LB taptalajra, ahonnan 2 nap elteltével 200-
400 koloniat szamoltunk, tehat a direkt transzformacioval gyorsan és hatékonyan lehet klonozasi

munkdkat végezni.

5.11.9. Optimalizalt elektroporécios eljaras 1épései:

e Agrobacterium tumefaciens MOG301-es torzset szélesztettiink rifampicint (50 pg/ml)
tartalmaz6 szilard LB taptalajra és egész éjszakan at inkubaltuk 27°C-on.

e A masnapra felnétt baktérium pazsitot 4 ml 10%-os steril glicerinnel lemostuk ¢és a
szuszpenziot 2 ml-es Eppendorf csévekbe pipettaztuk.

e A csoveket 14000 rpm-en, 4 °C-on 1 percig centrifugaltuk, majd a feliiluszot
eltavolitottuk, a baktérium pelletet pedig feloldottuk 1 ml 10%-0s steril glicerinben.

e A centrifugalast megismételtiik, eltavolitottuk a feliiluszot, majd annyi glicerinben
oldottuk fel a baktérium pelletet, hogy az egy petricsészérdl lemosott baktérium ¢és
glicerin végtérfogata 400 pl legyen. A centifugalas utan a csoveket végig jégben
tartottuk.

e Ezutan 80ul baktérium szuszpenzidhoz 100 ng plazmidot adtunk ¢és az elegyet
elektroporalo kiivettaba pipettaztuk at.

e A kovetkez6 elektroporacios beallitasokkal elvégeztiik az elektroporalast: 2.5 KV, 25 uF
¢s 400 Ohm.

e Az elektroporalt baktérium szuszpenziot 1 ml steril, folyékony SOC téptalajban oldottuk

fel és 1 6rat inkubaltuk 27°C-on razatva.
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e Az inkubacids id6 letelte utan 100 pl szuszpenziot szélesztettiink kanamicint (30 pg/ml)
¢és rifampicint (50 pg/ml) tartalmazo LB taptalajra, majd 2 napon at inkubaltuk 27°C-on,

a telepek megjelenéséig.
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6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Kimutattuk azt, hogy a PRX33 és PRX34 sejtfal-peroxidazokat kodold gének A.
brassicicola nekrotr6f gomba fertézésre aktivalodnak Arabidopsis thaliana névényben és
a fert6zés utan 24 6ra mulva érik el expressziojuk cstcsat.

. Csokkent prx33/prx34 génmiikodésnek kdszonhetden a novények ellenallobba valnak A.
brassicicola gombafertdzéssel szemben. Funkcidjukat tekintve fokozzak a novény
fogékonysagat A. brassicicola fertézésével szemben.

. A. brassicicola gomba tamadasa soran az alacsony prx33 és prx34 transzkriptum szintet
produkalé névényekben kevesebb hidrogén-peroxid képzddik, mint a vad tipusu fertdzott
novényekben.

A PRX33/PRX34 sejtfal-peroxidazok és az RBOHD NADPH-oxidaz esetében
kimutattuk, hogy az Arabidopsis levelek, fejlodési allapotuknak megfelelen, eltérd
PRX33/PRX34 ¢s RBOHD génaktivitast mutatnak fertézetlen koriilmények kozott és A.
brassicicola fert6zés hatasara.

. A JAR1 és az NHO1 géneknek szabalyoz6 szerepet tulajdonitunk a PRX33 és PRX34
sejtfal-peroxidazok miikddésében, az ERECTA gén altal kodolt fehérjét pedig az RBOHD
NADPH-oxiddz miikddését befolyasold kdlesonhatd partnerként irtuk le.

crer

elektroporacios eljarast.
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7. KOVETKEZTETESEK

Az extracellularis ROS termelddésében szerepet jatszé enzimek tanulmanyozasara leginkabb
olyan példakat talalunk a szakirodalomban, ahol ezeket az enzimeket egymastol fiiggetlenil,
kiilonb6z6 rendszerekben vizsgalnak. Ahol pedig a NADPH-oxidazokat, a sejtfal-peroxidazokat
¢s a poliamin-oxidazokat mégis egylittesen tanulmanyozzak, ott enzim inhibitorokkal
befolyasoljak azok miikodését (O’Brien és mtsai, 2012; Dmochowska-Boguta és mtsai, 2013;
Roach és mitsai, 2015). Az el6zéekkel ellentétben dolgozatomban az extracellularis ROS
felhalmozdodasban szerepet jatszo fobb enzimrendszereket, mint a NADPH-oxidazok, a sejtfal-
peroxidazok ¢és poliamin-oxidazok, egyiittesen vizsgaltuk, végig az Alternaria brassicicola-
Arabidopsis thaliana kapcsolataban. Munkankat nehezitette, hogy nincs megbizhatd knock-out
prx33/prx34 Arabidopsis genotipus, ezért adaptaltuk a T-DNS inszercios mutans novényektol
fiiggetlen, Virus-indukélta géncsendesités modszerét, mely lehetdvé tette, hogy egyszerre
vizsgaljuk a két sejtfal-peroxidaz szerepét. A kiilonboz6 knock-out, knock-down inszercios
mutans ¢és géncsendesitett novényeken végzett kisérleteink eredménye igy ténylegesen a ROS

termeld enzimek szerepét jelzik a patogének altal kivaltott oxidativ robbanasban.

Vad tipustu Arabidopsis névényekben az A. brassicicola fertézésére kialakuld génindukciok és
transzkriptum szintek a PRX33, PRX34 ¢és a PAO gének (PAOI, 2, 3, 4 és 5) tanulméanyozasakor
azt mutattak, hogy a két sejtfal-peroxidaz fontos szerepet jatszik ebben a gomba-ndvény
kolesonhatasban és az Arabidopsis novény A. brassicicola fertdzésére adott valaszreakciojaban
(9-10. Abra). A PRX33 és PRX34 gének transzkriptum szintje a fertézés utan 24 éraval éri el a
cstucsot, mely megegyezik az RbohD gén A. brassicicola gomba fert6zésre adott transzkripcios

valaszaval (Pogany és mtsai 2009).

Ellentétben az RBOHD-vel Kkapcsolatos korabbi eredményekkel, ahol az RBOHD
génmiikodésben sériilt Arabidopsis novényeken az Alternaria brassicicola fert6zés nagyfoki
szoveti nekrozist és sejtelhalast eredményez (Pogany és mtsai 2009), a csokkent PRX33/PRX34
génaktivitasnak koszonhetden a ndvényeken tapasztalt tiinetek erdssége és mennyisége is
csokken (11. Abra). A gyenge tiinetek mellett a gomba kolonizacioja is visszaszorul (13. Abra),
hasonléan az rbohd inszerciéos mutans esetében mért gomba biomassza szinttel, ahol az erds
nekrotikus tlinetek mellett a gomba kolonizacioja gatlodott. Kérdéses azonban, hogy vajon a
csokkent nekrotikus tiinetek a prx33/prx34 alultermelé novényeknél a visszaszorult gomba
novekedéssel fliggnek Ossze, vagy azzal, hogy a sejtfal-peroxidazok hianyaban a sejthalal nem

indukalodik. Feltehetéen vad tipust ndvényekben a PRX33/PRX34 gének inkabb hozzajarulnak a
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nekrotikus tlinetek kialakulasahoz, valamint a gomba sikeres kolonizaciojdhoz, mint gatolnak

azokat.

A PRX33/PRX34 gének mikddése nagyban hozzajarul a névényi sejtkozotti jaratban fert6zés
hatasara felhalmoz6ddé ROS mennyiségének robbanasszerii megugrasdhoz, mivel ezen gének
aktivitasanak csokkenése esetében kevesebb a novényekben mért hidrogén-peroxidnak a

mennyisége, és az azt termeld sejtek szama is redukalt (12. Abra).

Mig az RBOHD gén gatlasa Alternaria gombaval fert6zott Arabidopsis ndvényeken nagyfoku
sejtelhalast eredményez, a gomba novekedésére negativan hat. A PRX33/PRX34 gének
alulszabalyozasaval gatolt extracellularis oxidativ robbanas azonban a nekrotikus 1éziok
csokkenését és a gomba novekedésének visszaszorulasit vonja magaval (11. Abra).
Eredményeink azt mutatjak, hogy az altalunk vizsgalt két sejtfal-peroxidaz miikddése hozzéjarul
az Alternaria brassicicola nekrotrof gomba altal indukalt extracellularis oxidativ robbanas
kialakulasahoz Arabidopsis thaliana névényben, ezaltal a gomba kolonizacidjahoz is egyarant.
Ez a megallapitas felveti azt a kérdést, hogy vajon a prx33/prx34-et alulttermel6 névényekben a
fertdzés soran visszaszorult nekrotikus tlineteket a sejthaldlt indukald agensek miikddésében

tortént gatlas okozza, vagy a gomba novekedésében tortént visszaszorulas?

A levelek kora és a ROS termeld enzimeket kodold gének transzkripcids szintje kozott
Osszefliggést allapithatunk meg, mint ahogy a szeneszcens levelekben a magas ROS szint
alacsony antioxidans kapacitassal is parosul (Barna és mtsai 2012). Az oregedd leveleknél a
fiatal levelekhez képest megnovekedett alap transzkriptum szint tapasztalhato az RbohD, PRX33
¢s PRX34 gének esetében, mig nekrotrof gombatamadast kdvetden ezek a levelek nem képesek
olyan hirtelen mértékben ndvelni a transzkripcids szintet, mint a nem szeneszcens levelek. A
fiatalabb levelek ugyanakkor nem expresszaljak ezeket a géntermékeket folyamatosan nagy
mennyiségben, viszont fertdzésre erds transzkriptum szint ndveléssel reagalnak (14. Abra). A
szeneszcencia ¢és a transzkriptum Szintek Osszefliiggésbe hozhatoak a gomba fert6zési
képességével is, miszerint a nekrotrof Alternaria brassicicola gomba az idésebb, oregedd
leveleket képes kolonizalni, ahol a ROS termelé enzimeket kodold gének alap transzkriptum

szintje magas.

A JAR1 és NHO1 gének vizsgalata alapjan arra kovetkeztetiink, hogy ezen géneknek szabalyozo
szereplik lehet a PRX33/PRX34 jelatviteli utakban, mivel a JARL és NHO1 alulmiikdésének
hatéséra fertézetlen koriilmények kozott és gombafertdzés hatasara is megvaltoztattak a PRX33

és PRX34 gének expressziojat (16. Abra). A JARL gén alulmiikodése a PRX33 és PRX34
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alapexpressziojara gatld hatassal van, viszont fertdzés hatdsara feltételezhetden felszabadul a
gatld hatas alol és a kontrollhoz képest magasabb transzkriptum szint alakul ki. A JAR1
(JASMONATE RESISTANI1) a jazmonsav amido-szintetazt kodolja, mely katalizalja a
biologiailag aktiv jasmonyl-isoleucine (JA-Ile) konjugatum kialakulasat. Arabidopsis thaliana
novényben €z az aminosav sziikséges a jazmonsavhoz kapcsolt valaszreakciokhoz, ezaltal a
patogénekre adott immunvélaszokhoz ¢és az abiotikus stresszre indukalodod reakcidkhoz
(Staswick és Tiryaki 2004; Staswick és mtsai, 2002; Rao és mtsai 2000). A JAR1 génnek szerepe
van az oxidativ robbanas szabalyozasaban, jarl mutans Arabidopsis esctében a bakterialis

MAMP elicitorral, flagellinnel eldidézett oxidativ robbanas er6sodik (Yi és mtsai 2014).

Nhol T-DNS mutans esetében a PRX33 és PRX34 gének alapexpresszidja és A. brassicicola
fertdzés utani transzkriptum szintje is novekszik, feltételezhetéen az NHOI1 szabalyozo6 szerepe
miatt. Az NHO1 (NONHOST RESISTANCE TO P. S. PHASEOLICOLA 1) fehérje egy glicerol
kindz, mely atalakitja a glicerolt glicerol-3-foszfatta. Arabidopsis novényben az NHO1
expresszidja indukalédik a nonhost Pseudomonas baktérium torzsek hatasara és mikodése
rezisztenciat okoz a nonhost és avirulens Pseudomonas torzsek, valamint a nekrotrof Botrytis
cinerea patogén ellen (Lu és mtsai, 2001; Kang és mtsai, 2003; Li és mtsai, 2005). Az NHO1
valdszinlileg a novényi védelmi mechanizmusok egyik fontos résztvevéje Arabidopsis
ndvényben, ugyanakkor a pontos funkcidja a védekezési valaszreakciokban tisztazasra szorul

(Lu és mtsai, 2010; Maeda és mtsai, 2010).

Az ERECTA (QUANTITATIVE RESISTANCE TO PLECTOSPHAERELLA 1, AGI locus code:
At2g26330) fehérje a protein kinazok szupercsaladjaba tartozik, azon beliil pedig a Ser/Thr
protein kindzok csalddjaba, ahova olyan fehérjéket sorolnak még, melyeket kapcsolatba hoztak a
fejlodéssel, a korokozok elleni védekezéssel és a fitohormonok érzékelésével (Torii és mtsai
1996, Sanchez és mtsai 2009). Az ERECTA fehérjérél megallapitottdk, hogy részt vesz a
patogének elleni immunvalaszban, mivel az erecta mutans Arabidopsis novények érzékenynek
bizonyulnak szamos korokozoval szemben (Magnaporthe oryzae, Plectosphaerella cucumerina,
Verticillium longisporum) (Llorente és mtsai, 2005; Haffner és mtsai, 2014; Takahashi és mtsai,
2016). Arabidopsis gyokerében kimutattak, hogy az ERECTA részese annak a szignal
utvonalnak, mely felelds a ROS érzékelésében (Cui és mtsai, 2014). Az RBOHD és ERECTA
fehérjék kozott pedig fizikai kdlcsonhatast talaltak (Geisler-Lee és mtsai. 2007, Jones és mtsai.
2014). Sajat eredményeink azt mutatjdk, hogy az ERECTA az RBOHD-hez hasonldan

feltehetden sziikséges az A. brassicicola altal okozott nekrotikus elhalasok kialakulasanak
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meggatolasahoz, mivel erecta mutans Arabidopsis novényeken fertézés hatasara erés szoveti

nekrozis volt megfigyelheté a vad tipussal 6sszehasonlitva (17. Abra).

Agrobacterium tumefaciens elektroporalasanak optimalizalasa

Az Agrobacterium tumefaciens transzformalasa elektroporacioval a novénybiotechnoldgiai
modszerek egyik alappillére. Az ilyen rutin eljarasként hasznalt elektroporacios modszernél a
maximalis hatakonysag mellett a gyorsasag ¢és az egyszeriiség is alapveto kritérium. Az altalunk
leirt optimalizalt metodikaval a célunk a modszer leegyszeriisitése €s felgyorsitdsa volt a
hatékonysdg romlasa nélkiil. Igy Osszesen az egész folyamat, az elektrokompetens sejt
elkészitésétol kezdve az elektroporalt sejtek kiszélesztéséig, maximum 90 percet vesz igénybe.
Osszehasonlitva a szakirodalomban hasznalt metodikakkal (De la Riva és mtsai 1991; Dulk-Ras
¢s mtsai 1995), ez az id0 jelentdsen rovidebb.

Elektrokompetens sejt preparalasahoz kiindulasként szilard taptalajra leoltott baktériumot
hasznaltunk folyékony sejtkultara helyett, melynek nagy elénye a konnyebb kezelhetOség és
egyszerliség. A protokol optimalizalt 1épései mellett nincs sziikség a kiinduldsi sejtszam
mérésére ¢€s bedllitdsara, mert a szildrd taptalajrol lemosott sejtszuszpenzid mindig megfeleld
mennyiségl sejtet biztosit.

Szamos, agrobaktérium elektroporalasara hasznalt protokolban (Dulk-Ras és mtsai 1995;
McCormac ¢és mtsai 1998) tobbszori tisztitast javasolnak az elektrokompetens sejt
elkészitésé¢hez, ami tapasztalataink szerint mar tobb a sziikségesnél. Az altalunk kidolgozott
metodikéban leroviditettiik a mosdsok szamat arra a minimalis szdmra, amennyivel megfeleld
hatékonysaggal mikodik az elektroporalas. Ezzel a 1épéssel jelentdsen felgyorsitottuk a
kompetens sejt készitésének folyamatat.

A kiilonboz6 transzformacids paraméterek kiprobalasa mellett az elektroporaciot kovetd
megfelel tapkdzeg kivalasztasaval a transzformacios hatékonysagot 2-5 x 10° CFU/ug plazmid
DNS szamra tudtuk beallitani (20. Abra), ami ugyan alacsonyabb mas protokollokhoz képest
(Mersereau és mtsai 1990; Dulk-Ras és mtsai 1995), viszont megbizhatéan kell6 szamu
transzformans baktérium sejtet biztosit a mindennapi rutin hasznalathoz.

Az optimalizalt protokoll megbizhatosagat jelzi az, hogy még nagyon alacsony koncentracioja, 1
ng/ul DNS-t is kdvetkezetesen lehet vele elektroporalni A. tumefaciens baktériumba.

A direkt transzformacid beallitasaval pedig lehet6vé tettiik a génsebészeti eljarasok soran koztes
1épésként alkalmazott E. coli baktériumba torténd transzformacionak az elhagyasat, ezaltal is

egyszeriibbé és gyorsabba téve a modszert.
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Az altalunk kidolgozott protokoll egy olyan altalanos elektroporalasi méodszer, mely tobb féle
Agrobacterium torzs elektroporalasat is lehet6vé teszi, leghatékonyabban pedig a MOG 301-es
torzzsel mitkodik (5. Tablazat).
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8. OSSZEFOGLALAS

A PRX33 és a PRX34 sejtfal-peroxidazok szerepére vonatkozd ismereteink a patogének altal
indukalt oxidativ robbandsban még nem elég alaposak annak ellenére, hogy szamos tudomanyos
eredmény jelzi a fontossagukat. Munkankban e két III. tipust peroxidazt, valamint a NADPH-
oxidaz RBOHD-t vizsgaltuk egyazon rendszerben, Arabidopsis thaliana-Alternaria brassicicola

kapcsolataban.

Mikroszkopos eredményeinkkel szemléltettiik, hogy Arabidopsis novényben PRX33 és PRX34
gatolt mikodése esetében megvaltozik a ROS termelddése, kevesebb hidrogén-peroxid keletezik
Alternaria brassicicola gomba fert6zésére. A gomba fertézése soran a noévényi sejthalal
kialakulasat a PRX33 és PRX34 sejtfal-peroxiddazok és az altaluk termelt ROS fokozzak
(szemben az RBOHD NADPH-oxidazzal, mely a novényi sejtek nekrozisat korlatozza). Az A.
brassicicola nekrotr6f gomba altali kolonizaciot viszont mind a PRX33/PRX34, mind az

RBOHD egyarant eldsegiti.

A PRX33 ¢és PRX34 gének miikddésében szerepet jatszik a levelek kora is. Kiilonbséget
allapitottunk meg az extracellularis ROS termelddéséért felelés gének miikddésében a levelek
koranak megfeleléen, amibdl azt a kovetkeztetést vonhattuk le, hogy ezeknek a géneknek a

miikodése nem allando, iddvel valtozik, befolyasolva a gomba terjedési képességét is.

Tobb, a novényi védekezésben jelentds gén koziil sikeriilt kivalasztanunk a JAR1-et, az NHO1-et
¢s az ERECTA gént, melyek feltehetden hatdssal vannak a PRX33, PRX34 és az RBOHD gének

mukodésére.

Kutatdomunkéank soran kidolgoztunk egy olyan elektroporacids protokolt is, mellyel célunk a

transzformécios laboratériumi munkék hatékonyabbd és gyorsabba tétele.
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9. SUMMARY

Our knowledge about the role of PRX33 and PRX34 cell wall peroxidases are scarce, though
many studies indicate their importance. In our work we examined the two class Il peroxidases
PRX33 and PRX34 and NADPH oxidase RBOHD in the same Arabidopsis-Alternaria
pathosystem.

We presented microscopic images on the altered pattern of ROS accumulation which showed
less hydrogen peroxide accumulation in Arabidopsis plants following inoculation with A.
brassicicola when PRX33 and PRX34 transcript levels were suppressed in Arabidopsis plants
following inoculation with A. brassicicola. In contrast with the ROS-producer NADPH oxidase
RBOHD, which regulates the spread of cell death in pathogen-infected Arabidopsis tissues and
the lack of functional RBOHD gene triggers enhanced necrotic lesions, the diminished
expression of PRX33 and PRX34 cell wall peroxidases generate resistance against Alternaria.
Active PRX33 and PRX34 cell wall peroxidases contribute to the accumulation of hydrogen
peroxide and promote the colonization process of the necrotrophic fungus A. brassicicola.
Fungal growth, on the other hand, is similarly reduced both by the lack of RBOHD and the two
apoplastic peroxidases. Senescence plays an important role in the activity of PRX33 and PRX34
genes. Different activity was found in the function of the genes responsible for the production of
extracellular ROS according to the age of the leaves. It is assumed that the activity of these genes
depends on the age of the leaves and possibly changes the infection ability of fungal pathogens.
From several pathogenesis related genes JAR1, NHO1 and ERECTA were selected indicating
their involvement in the PRX33, PRX34 and RBOHD signaling networks.

Whithin the frames of this research we also developed an electroporation protocol which makes

the transformation of Agrobacteruim tumefaciens cells more efficient and faster.
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