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Közel 80 fehérjelebontó folyamataiban sérült Arabidopsis thaliana inszerciós mutáns vonalat 
vizsgáltunk Alternaria brassicicola gomba fert zése iránti fogékonyság szempontjából. A vizsgált 
genotípusok közül három vonal esetében észleltünk komolyabb eltérést a gomba-okozta tünetek 
szintjén vadtípusú növényekkel összehasonlítva. Az így kiválasztott lókuszokkal kapcsolatban 
feltételezzük, hogy szerepet játszhatnak a növény Alternaria-val szemben megnyilvánuló 
betegségellenállóságában. Célunk, hogy e három korábban nem tanulmányozott Arabidopsis gén 
rezisztenciában betöltött szerepét jellemezzük, amit a negyedik kromoszómán található 
At4g10540lókusz vizsgálatával kezdtünk meg. Ez a gén a nukleotidsorrendje alapján szubtiláz 
aktivitású szerin-proteáz fehérjét kódol. Valós idej  PCR módszerrel meghatároztuk a 
gombabiomassza mennyiségét a vad típusú Columbia illetve az inszerciós mutáns növényekben. A 
mutáns növények esetében nagyobb gombabiomassza mennyiséget detektáltunk, ami valóban 
megnövekedett fogékonyságra utal. A gén jelent ségét komplementálási valamint túltermeltetési 
vizsgálatokban szeretnénk bizonyítani, sejtben való lokalizációját pedig GFP fúziósfehérje 
konstrukciókkal határozzuk meg. A szükséges klónozási lépéseket elvégeztük, a gént 
megszekvenáltattuk. cDNS biochip módszer segítségével elemezzük, hogy az At4g10540 gén 
m ködésének hiánya miként befolyásolja a növény transzkripciós mintázatát kórokozóval történ  
fert zés során. 
 

Bevezetés 
 

A különböz  növényi védekezési folyamatok megismerése fontos információkat 
szolgáltathat a betegségeknek jobban ellenálló növények el állításához. A rezisztencia több 
egymásra épül  folyamat eredménye, amely egyaránt tartalmaz növényi sejtelhalás nélküli és 
sejtelhalással járó folyamatokat (Bozsó és mtsai. 2009). A rezisztencia kialakulása szoros 
kontroll alatt álló folyamat, amely során számos élettani, biokémiai változás játszódik le a 
sejtekben.  

Munkánk során a fehérjelebontó folyamatok egyes elemeinek szerepét tanulmányozzuk 
különféle rezisztencia típusokban. Saját és irodalmi adatok azt mutatták, hogy e géncsoport 
tagjai nagy számban változtatják meg aktivitásukat mikrobiális kórokozók támadása során, 
védekezésben betöltött szerepükr l azonban keveset tudunk (Rautengarten és mtsai. 2005, 
Schmid és mtsai. 2005). A növényi fehérjelebontó rendszerek a védekezési reakciók 
különböz  pontjain vehetnek részt a rezisztencia kialakításában: a felismerési reakciók 
létrehozásától kezdve (pl. az elicitor felszabadítása) a válaszreakció szabályozási 
folyamatainak kialakulásáig, például transzkripciós faktorok és egyéb jelátviteli folyamatban 
résztvev  fehérjék lebontása révén (Rose és mtsai. 2010).  

Kutatómunkánk során els sorban egy szerin-proteázt, a lúdf  4. kromoszómáján 
lokalizált At4g10540-es szubtilázt vizsgáljuk, mert a lókuszhoz kapcsolódó mutáció tüneti 
szinten fogékonyságot okoz az A. brassicicola nekrotróf gombakórokozó fert zése iránt.  
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A szubtilázokra jellemz , hogy egy három aminosavból álló katalitikus doménnel 
rendelkeznek mely aszparaginsavból, hisztidinb l és szerinb l áll, ahol az aszparaginsav 
feltételezhet en szubsztrát köt helyet alkot. 

Magasabb rend  növényekben több szubtiláz géncsalád képviselteti magát, lúdf ben 56, 
rizsben 63 tagját ismerjük. Lúdf ben van a legnagyobb csoport a proteinlebontásban szerepet 
játszó faktorok között (Schaller 2004). A növényi szubtilázokról kimutatták, hogy a 
gázcserenyílás- illetve magfejl désben és az apikális merisztéma és a sejtfal védelmében 
játszanak szerepet, valamint közrem ködnek peptid természet  növekedési faktorok 
szintézisében és az abiotikus környezetre való válaszadásban is (Rose és mtsai. 2010). Eddig 
két olyan szubtiláztírtak le, amelyek a patogének elleni védelemben játszanak szerepet. 
Egyikük a paradicsomból izolált P69 nev  szubtiláz fehérje, a másik pedig a szójában 
található GmSub Peppoli peptid (Tornero és mtsai. 1996, Pearce és mtsai. 2010). 
 

Anyagok és módszerek 
 

 Fert zési és gombabiomassza-mérési kísérleteinkhez 6 hetes Arabidopsis thaliana ’Columbia’ 
valamint T-DNS inszerciós mutáns növényeket használtunk fel (SALK_142870C, SALK_097102C, 
SALK_082139C). A növényeket burgonya-dextróz táptalajon tenyésztett Alternaria brassicicola 
gombaszuszpenzióval, permetezéssel fert ztük. A fert zés mértékét a leveleken kifejl d  
nekrotikusléziók száma és mérete alapján állapítottuk meg. A tüneteket 9 nappal az inokuláció után 
értékeltük. Gombabiomassza-mérési kísérleteinkhez az inokuláció utáni 3., 9. valamint 13. napon 
vettünk mintát a fels  és az alsó levelekb l. Ezt követ en DNS-t vontunk ki GE Healthcare Phytopure 
Kit-tel. Majd a DNS mennyiségek kiegyenlítése után a real-time PCR reakcióhoz Kapa SybrFast Kit-
et használtunk. Kontrollként a konstitutív kifejez dés  At4g26410 gént használtuk (Czechowski és 
mtsai. 2005), a gombabiomassza detektálásához Alternariabrassicola ITS régiójára tervezett 
primereket alkalmaztunk. A mintavételt és a mérést 3 ismétlésben végeztük. A statisztikai értékelést 
Student féle t-próbával végeztük el. 

A komplementálási vizsgálatainkhoz el zetesen a szubtilázgénnel komplementer szekvenciával, 
Kozak-szekvenciával valamint restrikciós hellyel ellátott primereket terveztünk a gén start kodonjától 
körülbelül 700 bázispárnyira, hogy a gént a távoli szabályozó elemeivel együtt tudjuk amplifikálni a 
vektorba klónozáshoz. A gén felszaporításához Phusion High Fidelity polimerázt használtunk. Ezt 
követ en Viogene Gel-M gélizoláló kittel tisztítottuk a fragmentet. Az inszert klónozását pGreen II 
bináris vektorrendszerrel végeztük. A plazmidot Dh5  kompetens sejtbe transzformáltuk, a sikeresen 
klónozott és transzformált telepek kiválasztása kék-fehér szelekción alapult. A klónok kiválasztása 
után plazmidot tisztítottunk Bio 101 Miniprep Express kittel majd a tisztított plazmidot 
szekvenáltattuk. A túltermeltetéshez valamint a GFP fúziósfehérje vizsgálatokhoz, gyökérb l RNS-t 
izoláltunk Trizollal, ezt követ en cDNS-t szintetizáltunk  Thermo Scientific Revert Aid First Strand 
cDNA Synthesis Kit-tel, majd a szubtiláz génre tervezett primerekkel amplifikált PCR terméket 
pGEM-TEasy vektorba klónoztuk és Dh5  kompetens sejtbe transzformáltuk. A klónok kiválasztása 
után a plazmidtisztítást Bio 101 Miniprep Express kittel végeztük, az inszertet szekvenáltattuk.  

Az At4g10540 T-DNS inszerciós mutáns homozigóta állapotát és a mutáció pontos helyét 
bizonyítandó, az inszercióra specifikus valamint a mutációt szenvedett génre tervezett primerekkel 
meghatároztuk a proteáz mutánsok genotípusát. A növények DNS kivonását Sigma RED Extract-N-
Amp Tissue PCR Kit segítségével végeztük.  

A génexpressziós mintázatot AgilentArabidopsis (V4) Gene Expression cDNS biochip 
rendszerrel vizsgáltuk fert zött vad típusú, valamint szubtiláz mutáns növények cDNS mintáiból. 
 

Eredmények és következtetések 
 
A fert zési vizsgálatokban három genotípuson észleltünk megnövekedett fogékonyságot 

illetve ellenállóságot a vad típushoz képest. Az At4g10540 inszerciós mutáns, amely az 
általunk részletesebben vizsgált szerin-proteáz génben sérült vonal, valamint az At2g38590 
génre mutáns, mely egy F-boksz fehérjében sérült genotípus esetében nagyobb mérték  volt a 
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nekrotikusléziók száma. Az At4g23520 génben sérültvonal esetében mely egy cisztein-proteáz 
mutáns (At4g23520), a növények gombafert zésre nagyobb mérték  ellenállóságot mutattak.  

A valós idej  PCR-es kísérletek során megfigyeltük, hogy a fert zés utáni 9. napon az 
At4g10540 mutáns növények esetében er teljesen megnövekedett a gombabiomassza 
mennyisége a vad típushoz képest, a relatív gombabiomassza mennyiség az alsó levelekben 
intenzívebb volt (1. ábra). A fert zés utáni 13. napon a mutáns levelekben a biomassza 
mennyiség szintén magasabb volt. (A fert zés utáni 3. napon nem tapasztaltunk még 
szignifikáns gombabiomassza növekedést.) Ezek az adatok arra utalnak, hogy a vizsgált gén 
által kódolt szubtiláz izoforma nem csupán a gomba által el idézett nekrotikus tünetek 
kifejl désének gátlásában játszhat szerepet, hanem a gomba növekedését limitálni képes 
növényi rezisztencia kialakításában is. 

Szekvenálás eredménye igazolta, hogy valóban a kívánt szekvenciát amplifikáltuk és 
klónoztuk, ami most már rendelkezésünkre áll komplementálási vizsgálatokhoz. 

Genotipizálással igazoltuk a mutáció pontos jelenlétét az At4g10540 gén mindkét allélje 
esetében. 

A cDNSbiochip vizsgálat eredményei a kezünkben vannak, jelenleg elemezzük ket. 
RT-PCR reakcióval bizonyítottuk, hogy a génr l történik mRNS átíródás, ami azért 

lényeges, mert korábban kérdéses volt, hogy a gén kifejez dik-e. 
 

 
1. ábra. Alternaria brassicicola gombabiomassza relatív mennyisége vadtípusú (Col-0) és 

At4g10540 mutáns Arabidopsis növények alsó, fels  és középs  leveleiben. A vadtípusú és a mutáns 
növények gombabiomassza átlagai 9 és 13 nappal a fert zés után szignifikánsan különböznek 

egymástól P<0,001 (9 dpi) és P<0,05 (13 dpi) szinten. 
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