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FEHERJELEBONTO FAKTOROK SZEREPENEK VIZSGALATA
ARABIDOPSISTHALIANA KOROKOZOKKAL SZEMBENI
REZISZTENCIAVALASZABAN

NAGY VERONIKA ANNA, POGANY MIKLOS, BOZSO ZOLTAN, TOTH EVELIN

MTA Agrartudomanyi Kutatokozpont
Novényvédelmi Intézet, Korélettani Osztaly
1022Budapest, Herman Otto ut 15.

nagy.veronika@agrar.mta.hu

Kozel 80 fehérjelebontd folyamataiban sériilt Arabidopsis thaliana inszerciés mutans vonalat
vizsgaltunk Alternaria brassicicola gomba fertézése iranti fogékonysag szempontjabol. A vizsgalt
genotipusok koziil harom vonal esetében észleltiink komolyabb eltérést a gomba-okozta tlinetek
szintjén vadtipusi ndvényekkel Osszehasonlitva. Az igy kivalasztott lokuszokkal kapcsolatban
feltételezziik, hogy szerepet jatszhatnak a novény Alternaria-val szemben megnyilvanuld
betegségellenallosagaban. Célunk, hogy e harom korabban nem tanulmanyozott Arabidopsis gén
rezisztenciaban betoltdtt szerepét jellemezziik, amit a negyedik kromoszoéman talalhato
At4g1054010kusz vizsgalataval kezdtiink meg. Ez a gén a nukleotidsorrendje alapjan szubtilaz
aktivitasu szerin-protedz fehérjét kodol. Valos ideji PCR modszerrel meghataroztuk a
gombabiomassza mennyiségét a vad tipusu Columbia illetve az inszercids mutans ndvényekben. A
mutans novények esetében nagyobb gombabiomassza mennyiséget detektaltunk, ami valoban
megnovekedett fogékonysagra utal. A gén jelentéségét komplementalasi valamint taltermeltetési
vizsgalatokban szeretnénk Dbizonyitani, sejtben valo lokalizaciojat pedig GFP fuziosfehérje
konstrukcidkkal hatdrozzuk meg. A sziikséges klonozadsi [épéseket elvégeztik, a gént
megszekvenaltattuk. cDNS biochip modszer segitségével elemezziik, hogy az Ar4gl0540 gén
miikddésének hianya miként befolyasolja a ndvény transzkripciés mintazatat korokozoval torténd
fert6zés soran.

Bevezetés

A kiilonb6zé novényi védekezési folyamatok megismerése fontos informaciokat
szolgaltathat a betegségeknek jobban ellendlld novények eldallitdsdhoz. A rezisztencia tobb
egymasra €piild folyamat eredménye, amely egyarant tartalmaz ndvényi sejtelhalas nélkiili és
sejtelhalassal jaro folyamatokat (Bozso és mtsai. 2009). A rezisztencia kialakuldsa szoros
kontroll alatt all6 folyamat, amely sordn szamos élettani, biokémiai valtozas jatszodik le a
sejtekben.

Munkénk soran a fehérjelebontd folyamatok egyes elemeinek szerepét tanulmanyozzuk
kiilonféle rezisztencia tipusokban. Sajat és irodalmi adatok azt mutattak, hogy e géncsoport
tagjai nagy szamban valtoztatjdk meg aktivitasukat mikrobidlis korokozok tamadasa soran,
védekezésben betdltott szerepilikrdl azonban keveset tudunk (Rautengarten és mtsai. 2005,
Schmid és mtsai. 2005). A ndvényi fehérjelebonté rendszerek a védekezési reakciok
kiilonb6zé pontjain vehetnek részt a rezisztencia kialakitasaban: a felismerési reakciok
létrehozasatol kezdve (pl. az elicitor felszabaditdsa) a valaszreakcid szabalyozasi
folyamatainak kialakulasaig, példaul transzkripcios faktorok és egyéb jelatviteli folyamatban
résztvevo fehérjék lebontasa révén (Rose és mtsai. 2010).

Kutatomunkank soran elsdsorban egy szerin-proteazt, a luadfii 4. kromoszémadjan
lokalizalt At4g10540-es szubtilazt vizsgaljuk, mert a 16kuszhoz kapcsoldddé mutécio tiineti
szinten fogékonysagot okoz az A. brassicicola nekrotrof gombakorokozo fertdzése irant.
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A szubtilazokra jellemzd, hogy egy harom aminosavbol allo katalitikus doménnel
rendelkeznek mely aszparaginsavbol, hisztidinbdl €s szerinbdl all, ahol az aszparaginsav
feltételezhetden szubsztrat kotohelyet alkot.

Magasabb rendii ndvényekben tobb szubtildz géncsalad képviselteti magat, ladfiiben 56,
rizsben 63 tagjat ismerjiik. Ludfliben van a legnagyobb csoport a proteinlebontasban szerepet
jatszd faktorok kozott (Schaller 2004). A ndvényi szubtilazokrdl kimutattdk, hogy a
gazcserenyilas- illetve magfejlddésben €s az apikalis merisztéma ¢és a sejtfal védelmében
jatszanak szerepet, valamint kozremiikddnek peptid természeti ndvekedési faktorok
szintézisében ¢€s az abiotikus kornyezetre valo valaszadéasban is (Rose és mtsai. 2010). Eddig
két olyan szubtilaztirtak le, amelyek a patogének elleni védelemben jatszanak szerepet.
Egyikiik a paradicsombdl izolalt P69 nevii szubtildz fehérje, a masik pedig a szdjaban
talalhato GmSub Peppoli peptid (Tornero és mtsai. 1996, Pearce és mtsai. 2010).

Anyagok és modszerek

Fert6zési és gombabiomassza-mérési kisérleteinkhez 6 hetes Arabidopsis thaliana >Columbia’
valamint T-DNS inszerciés mutans novényeket hasznaltunk fel (SALK 142870C, SALK 097102C,
SALK 082139C). A ndvényeket burgonya-dextrdz taptalajon tenyésztett Alternaria brassicicola
gombaszuszpenzioval, permetezéssel fertdztik. A fertézés mértekét a leveleken kifejlédo
nekrotikusléziok szama €és mérete alapjan allapitottuk meg. A tiineteket 9 nappal az inokulacio utan
értékeltiik. Gombabiomassza-mérési kisérleteinkhez az inokuldcio utani 3., 9. valamint 13. napon
vettiink mintat a felsd és az als6 levelekbdl. Ezt kovetéen DNS-t vontunk ki GE Healthcare Phytopure
Kit-tel. Majd a DNS mennyiségek kiegyenlitése utan a real-time PCR reakcidohoz Kapa SybrFast Kit-
et hasznaltunk. Kontrollként a konstitutiv kifejezddésti At4g26410 gént hasznaltuk (Czechowski és
mtsai. 2005), a gombabiomassza detektalasdhoz Alternariabrassicola 1TS régidjara tervezett
primereket alkalmaztunk. A mintavételt és a mérést 3 ismétlésben végeztik. A statisztikai értékelést
Student féle t-probaval végeztiik el.

A komplementalasi vizsgalatainkhoz elézetesen a szubtilazgénnel komplementer szekvenciaval,
Kozak-szekvenciaval valamint restrikcios hellyel ellatott primereket terveztiink a gén start kodonjatol
kortilbeliil 700 bazisparnyira, hogy a gént a tavoli szabalyozé elemeivel egyiitt tudjuk amplifikalni a
vektorba klonozashoz. A gén felszaporitasahoz Phusion High Fidelity polimerazt hasznaltunk. Ezt
kovetden Viogene Gel-M gélizolalo kittel tisztitottuk a fragmentet. Az inszert klonozasat pGreen 11
binaris vektorrendszerrel végeztiik. A plazmidot Dh5a kompetens sejtbe transzformaltuk, a sikeresen
klonozott és transzformalt telepek kivalasztasa kék-fehér szelekcion alapult. A klonok kivalasztasa
utan plazmidot tisztitottunk Bio 101 Miniprep Express kittel majd a tisztitott plazmidot
szekvenaltattuk. A taltermeltetéshez valamint a GFP fuzidsfehérje vizsgalatokhoz, gydkérbdl RNS-t
izolaltunk Trizollal, ezt kovetden cDNS-t szintetizaltunk Thermo Scientific Revert Aid First Strand
cDNA Synthesis Kit-tel, majd a szubtilaz génre tervezett primerekkel amplifikalt PCR terméket
pGEM-TEasy vektorba klonoztuk és Dh5a kompetens sejtbe transzformaltuk. A klénok kivalasztasa
utan a plazmidtisztitast Bio 101 Miniprep Express kittel végeztiik, az inszertet szekvenaltattuk.

Az At4g10540 T-DNS inszercios mutans homozigdta allapotat és a mutacié pontos helyét
bizonyitando, az inszerciora specifikus valamint a mutacidt szenvedett génre tervezett primerekkel
meghatéaroztuk a protedz mutansok genotipusat. A névények DNS kivonasat Sigma RED Extract-N-
Amp Tissue PCR Kit segitségével végeztiik.

A génexpresszios mintdzatot AgilentArabidopsis (V4) Gene Expression cDNS biochip
rendszerrel vizsgaltuk fert6zott vad tipusu, valamint szubtilaz mutans ndvények cDNS mintaibol.

Eredmények és kovetkeztetések
A fertzési vizsgalatokban harom genotipuson €szleltiink megnovekedett fogékonysagot
illetve ellenallosagot a vad tipushoz képest. Az At4gl0540 inszercids mutans, amely az

altalunk részletesebben vizsgalt szerin-protedz génben sériilt vonal, valamint az 41238590
génre mutans, mely egy F-boksz fehérjében sériilt genotipus esetében nagyobb mértékii volt a
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nekrotikusléziok szadma. Az At4g23520 génben sériiltvonal esetében mely egy cisztein-protedz
mutans (At4g23520), a ndvények gombafertézésre nagyobb mértéki ellenallosagot mutattak.

A valos idejii PCR-es kisérletek soran megfigyeltiik, hogy a fert6zés utani 9. napon az
At4g10540 mutans novények esetében erdteljesen megndvekedett a gombabiomassza
mennyisége a vad tipushoz képest, a relativ gombabiomassza mennyiség az also levelekben
intenzivebb volt (1. dabra). A fertdzés utani 13. napon a mutans levelekben a biomassza
mennyiség szintén magasabb volt. (A fertdzés utani 3. napon nem tapasztaltunk még
szignifikans gombabiomassza novekedést.) Ezek az adatok arra utalnak, hogy a vizsgalt gén
altal kodolt szubtilaz izoforma nem csupadn a gomba altal eldidézett nekrotikus tiinetek
kifejlodésének gatlasaban jatszhat szerepet, hanem a gomba ndvekedését limitalni képes
ndvényi rezisztencia kialakitasaban is.

Szekvenalas eredménye igazolta, hogy valdban a kivant szekvenciat amplifikaltuk és
klonoztuk, ami most mar rendelkezésiinkre all komplementalasi vizsgalatokhoz.

Genotipizalassal igazoltuk a mutacid pontos jelenlétét az At4g10540 gén mindkét allélje
esetében.

A cDNSbiochip vizsgalat eredményei a keziinkben vannak, jelenleg elemezziik 6ket.

RT-PCR reakcidval bizonyitottuk, hogy a génrdl torténik mRNS atirddas, ami azért
lényeges, mert korabban kérdéses volt, hogy a gén kifejezddik-e.

6
5-
T m 3 dpi
N 09 dpi
@313 dpi

A. brassicicola biomassza relativ mennyisége
w
'l

LR W] al

col-0 als6 At4g10540 col-0 fels6 At4g10540 col-0 At4g10540
also felsé k6zépsd  kdzépsd

1. abra. Alternaria brassicicola gombabiomassza relativ mennyisége vadtipusu (Col-0) és
At4g10540 mutans Arabidopsis névények also, felsd és kozépso leveleiben. A vadtipusu és a mutans
ndvények gombabiomassza atlagai 9 és 13 nappal a fertdzés utan szignifikdnsan kiilonboznek
egymastol P<0,001 (9 dpi) és P<0,05 (13 dpi) szinten.
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