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Az Agrobacterium vitis agrocin termelését kodolé DNS szakasz izolalasa, klonozasa és
a termelt agrocin novénykortani értékelése”

Az Agrobacterium vitis baktérium az agrobaktérium nemzetség egy sz6l6re specializalt
faja. A baktérium a sz6l6 foldfeletti részein tumoros elvaltozasokat okoz. Ezek az
elvaltozasok a betegség elérehaladtaval a téke pusztulasahoz vezetnek. Mai tudasunk
szerint a tumorképzés mechanizmusa megegyezik az irodalombol mar jol ismert
Agrobacterium tumefaciens —nél leirtakkal. A betegség ellen, annak ellenére, hogy a
fert6zes molekularis vonatkozasai mar alapjaiban ismertek, mind a mai napig nem
tudunk hatasosan védekezni. A patogén baktérium a sz6l6t az esetek egy jelentos
részében latensen fert6zi, ezért az egészsegesnek latszd szaporitdéanyag sokszor fertézott
és a betegség kiiduloforrasa lehet. A szaporitdanyag begyiijtése el6tt a tokéket éveken
keresztill meg kell figyelnlink un. indexelésnek kell alavetniink, és ha csak a gyanuja is
felmer(l a fertézésnek, akkor az egesz Ultetvényt ki kell z&rni a tovabbszaporitasbol. A
gyakorlati védekezes szempontjabdl az indexelésen kivil a hokezelés és a hajtascsucs
tenyészetek hasznélata johet szdmitasba, de ezek ipari méretekben valé megvalositasa
még varat magara. Egy viszonylag Uj terlletnek tekinthet6 a betegség elleni bioldgiai
vedekezés. A korokozo baktériumnak ugyanis vannak olyan térzsei, amelyek nem
képesek tumort indukalni és antagonista hatassal rendelkeznek a patogen valtozattal
szemben. Egy ilyen torzs az F2/5-0s torzs, amely az el6zetes vizsgalatok szerint
eredményesen gatolja meg a patogén torzsek tumorindukalasat.

A raciondlis bioldgiai védekezés megkivanja, hogy értsiik a bioldgiai védekezés
hatasmechanizmusat.

A jelen OTKA palyazat az F2/5-0s biologiai védekezésre alkalmas torzs
hatdsmechanizmusat kivanta tisztazni, kdzelebbrol pedig a bakteérium agrocin termelését
kodolo DNS szakasz izolalasat és a termelt agrocin ndvénykortani értékelését.

A cél érdekében a kovetkezoket végeztik el:

1. Agrocint nem termelé Gj Tn5 mutansok el6allitasa

2. A kapott mutansokban a Tn5 beépiilési helye kortili DNS szakaszok
szekvenalésa

3. Génkonyvtar készitése az antagonista baktériumbol

4. A genkonyvtar sziirése a Tn5 beépulési helye korili szekvenciakbol keszitett
prébakkal

5. Az agrocin biokemiai természetének meghatarozasa és jellemzése

6. Az F2/5-0s torzs quorum-sensing regulalo rendszerének biologiai védekezéshez
vald kapcsolddasa

7. A tisztitott agrocin névénykartani tesztelése

1. Agrocint nem termel6 Uj Tn5 muténsok eléallitasa

A mutansok eléallitasat a kdvetkezé6 modon végeztik. Az F2/5-6s torzs és a
transzpozont hordoz6 S17-1pSUP2021 friss szuszpenzidit kiilonb6z6 aranyokban
Osszekevertik és 20 mm atmérojt 0,22 mikron lyukméretic membranszirén atszartik. A
szlrét a rajta 1évo baktériumokkal egyutt Petri csészében Iévé antibiotikummentes
taptalajra helyeztik es 28 C-on éjszakan at inkubaltuk. Masnap a sziirémembrant steril
vizben lemostuk és a kapott szuszpenzidt kanamycin és tellutit tartalmu taptalajra
szélesztettik. A kindvé koloniakat egyenként teszteltlik agrocin termelésre. A
mutansokat Petri csészében 1év6 taptalaj felliletére pettyeztiik fel, majd harom napos
inkubalas utan egy parhuzamos Petricsészére oltottuk at 6ket. Az eredeti csészében levé



baktériumokat kloroform gézzel el6ltiik . A taptalaj feltletére egy ismert agrocinra
érzékeny torzs (S4) vizes szuszpenziojat vittik fel. 2-3 napos inkubalas utan a gatlasi
z6nak megjelenésébdl kdvetkeztetiink arra, hogy az agrocin termelésért felelés gén
muikodését gatolta-e a beépult transzpozon. A tesztelt 2400 mutans kdzll hét agrocint
nem termelé mutanst sikerult talalnunk. Ezeket a mutansokat DIG-gel jelzett Southern
blottal ellenériztik arra vonatkozolag, hogy a transzpozon hany kopiaban épiilt be a
genomba. A probat a Tn5 részleges szekvenciait tartalmazé plazmidbdl készitettiik
(pUT miniTn5Km2). A mutansokbol total DNS-t izolaltunk, majd a kapott DNS-t
EcoRV enzimmel éjszakan at emésztettiik. Az emésztett DNS-t elektroforetizaltuk,
majd préseléssel atvittik egy membranra. A membrant ezutan hibridizaltattuk a jeldlt
prébaval. A membrént ezt megel6zéleg elohibridizaltattuk hibridizalé oldatban 68 C-on
135 percig. A hibridizalast ugyancsak 68 C-on ejszakan at (18 ora) vegeztiuk. A
hibridizalé oldat 0.03 ml hibridizal6 oldatot tartmazott négyzet-centiméterenként. A
DNS probat 10 percig 95 C-on denaturaltuk, mielétt a hibridizal6 oldathoz adtuk. A
hibrizalast a mosésuk utan értékeltuk ki. A hét mutansbol kettében a transzpozon két,
Otben pedig egy kopiaban épult be. A két kdpiat tartalmazd mutansokkal a
késébbiekben nem foglalkoztunk. Az egy hibridizald csikot mutat6é 6t mutansbol
kettonél a beépulés helye az elektroforetikus profilon egy magassagban a maradek négy
muténsnal pedig kilonb6zé magassdgokban helyezkedett el. Ezért vérhatéan a
bakteriumnak négy kiilonbdzoé génje sérilt

a mutécio kdvetkeztében. Ez egyben mar azt is jelezte, hogy nem egyszerii egy-génes
esettel allunk szemben, amit egyébként a késébbi vizsgalatok igazoltak is.

A muténsokbdl a transzpozont tartalmazo6 génszakaszokat EcoRI1-es emésztés utan
izolaltuk és pBS plazmidba vittik be. A keresett génszakaszt kanamycinre torténo
szelekcidval izolaltuk.

2. A kapott mutansokban a Tn5 beépulési helye koriili DNS szakaszok szekvenaldsa

A kapott klénokat a pBS vektor szekvenciaibol kiindulva megszekvenaltattuk. A
szakaszok kilonb6zé méretiiek voltak és a beéplilés helye az adott szakaszon bell is
kilénb6z6 volt. Volt olyan eset amikor a transzpozon kdzépen helyezkedett el, méaskor
viszont a szakasz egyik végéhez kozel, attol mintegy 200 bazis tavolsagra .

A szekvenciakat ezutdn BLAST programmal 6sszehasonlitottuk az adatbazisban
talalhato szekvenciakkal. Néhany részleges homoldgiat kaptunk egy Rhizobium
membranfehérjével kapcsolatban. Ebbél arra kovetkeztettiink, hogy a vizsgalt mutans
esetében, az agrocin exportban résztvevé gének sériilhettek meg. Ennek bizonyitasara,
a muténs baktériumokat ultrahanggal roncsoltuk, és a kapott termék agrocin aktivitasat
vizsgaltuk agar lemezen. Azt tapasztaltuk, az egyik klonbol szarmazo lizatumnak
gyenge gatl6 hatasa volt az indikator torzzsel szemben. Ebbél arra kdvetkeztettiink,
hogy a vizsgalt mutans eseteben a mutacio valdszinileg nem a keresett génben, hanem a
géntermék exportjat iranyitdé génben kovetkezett be. Ezt tdmasztotta ala a szekvenciak
ORF-re torténo elemzeése is. A klonokbol a program (ORF finder) klontol fliggéen 6-8
részleges ORF-t tudott talalni. A manualis ORF keresés soran sem tal&ltunk elfogadhato
ORF-t. Mindezen eredmeények alapjan arra kdvetkeztettiink, hogy ezzel a technikaval
nem tudjuk kiemelni a keresett génszakaszt, sét igen valoszintinek latszik, hogy az
agrocin termelésében és exportjaban tébb gén vesz részt, es azok viszonylag szétszorva,
vagy legalabbis nagyobb DNS szakaszon helyezkednek el, mint a transzpozon korli
EcoRlI-es szakasz. Az ismert DNS szekvenciak alapjan a klonozast és a szekvenalast
ugyan folytathattuk volna az EcoRI helyektél kifelé is, de ugy itéltik meg, hogy a téma
alacsony koltségvetese ezt nem birta volna el.



3. Génkonyvtar készitése es szkrinelése az antagonista baktériumbol

Az eredeti munkatervnek megfeleléen azt a stratégiat valasztottuk, hogy a sikertelen
PCR-es génkiemelés helyett génkonyvtart készitlink és ebben a génkonyvtarban a mar
megszekvenalt szakaszokbol keészitett probak segitségével keressuk azt a DNS szakaszt,
amelyen vérhatdéan megtaléljuk az agrocin termeléséért és exportjéért felelés géneket.
Az F2/5-0s Agrobacterium vitis torzsbél DNS-t izolaltunk és a tisztitott baktérium
DNS-t elékészitettiik a génkonyvtar készitésehez. A DNS-t megfelel6 elokisérletek utan
BamHI restrikcios enzimmel emésztettiik. Az emésztés eredményét gélelektroforézissel
ellenériztik. Megfelel6 markerek segitségével meghataroztuk azt a tartoméanyt (20-40
kb), amelyet a génkonyvtar készitéséhez kivantunk felhasznalni. A probafuttatas utan 2
mg DNS-t emésztettiink és futtattunk. A 20-40 kb tartomanyt kivagtuk a gélbol és a
DNS-t Pharmacia Flexi Prep segitségével kivontuk beléle. A DNS tisztasagat ismetelt
prébafuttatassal ellenériztiik.

A fragmentumok végeit részleges kitoltéssel elékeszitettiik a vektorba torténo
beligalasra. A beligalast és a génkonyvtar készitését a Stratagen Lambda ZAP 11
Cloning Kit segitségével az Instruction Manual szerint végeztik.

A készen kapott Lambda ZAP 11 vektor fag karjainak cos vegeét ligaltuk, majd a korrée
zart fagot BamHi restrikcios enzimmel emésztettik. Itt is részlegesen toltottik ki a
végeket. Az ezt kdveto vektor - inszert 6sszeligdlasa sorén a vektort €s az inszertet
megfelel6é aranyban 6sszekevertilk, majd hozzaadtuk a T4 ligazt, és az ATP-t. Az
elegyet 16 C-on éjszakan at inkubaltuk.

A kapott terméket Gigapack Il extraktummal csomagoltuk be ugyancsak a Stratagen
protokol szerint. A becsomagolas végén a kapott fagkonyvtart titraltuk és 10
alkdnyvtarra szétosztva hiitészekrényben taroljuk.

A génkonyvtar egyes alkdnyvtérait az E.coli XL1-Blue MRF' térzsében
felszaporitottuk, majd szélesztettik. A névekvé bakteriofagra ranyomtunk egy Hybond-
N+ membrént egészen addig, mig a membran teljesen atnedvesedett. A membrant
ezutan olyan sziropapirra fektettiik 5-10 percre, amely 0,5 M-o0s NaOH-val volt telitve.
Ezt kovetéen 5XSSC-ben mostuk 1-2 percig, majd leitattuk sziir6papiron.

Az igy elokészitett membrant hibridizaltattuk az el6z6 évben szekvenalt rész alapjan
készitett PCR probaval. A szkrinelést a Roche cég DIG Nucleic Acid Detection Kit-
jével végeztlk. A sikeres hibridizalas utan visszakerestiik azokat a klénokat, amelyek
tartalmaztak a keresett inszertet. Ezeket a klonokat ezutan ismét hibridizaltattuk egy
masik mutans szekvenciai alapjan készitett prébaval.

A hibridizalas eredményekent két klont talaltunk amely mindkét prébaval hibridizalt.
Ezek a klonok 28 illetve 38 kb inszertet tartalmaznak. Tovabbi vizsgalatukhoz és
szekvenalasukhoz ujabb anyagi forrasokat kell keresniink.

A génkonyvtart egy masik szkrinelésnek is alavetettik. Véletlenszeriien 2400 koldniat
valasztottunk ki. Ezeket a kolonidkat 24-vel Petri csészében 1évé taptalaj fellletére
pettyeztik fel, majd a szokott modon két nap utan el6ltiik 6ket és a taptalaj feluletére az
agrocinra érzékeny indikator torzs (A.vitis S4) szuszpenzidjéat vittuk fel. Két nap
elteltével kerestiik a gatlasi zonak megjelenését. Egyetlen egy klonnal sem jelent meg
gatlasi zona. Hasonl6 mddon teszteltiilk a DNS hibridizacidval kiszelektalt két klon
agrocin termelését is. Ezek a klonok sem gatoltak az idikator torzs ndévekedését.
Mindezen kisérletek alapjan valdszinusitettiik, hogy az agrocin nem képes athatolni az
Escherichia coli sejtmembranjan és kijutni a sejtbél. De az sem kizart, hogy az E.coli —
ban nem termel6dik az agrocin, vagy a keletkezé agrocin a képzédés utan lebontodik



A membranon valo sikertelen atjutast tmasztja alé az a biokémiai vizsgalatunk, amely
szerint a keresett agrocin mérete rendkivil nagy (>1000 kDa) és szdmos alegysegbdl
épul fel.

4. Az agrocin biokémiai természetének meghatarozasa és jellemzése

Az F2/5-6s torzs agrocin termelésének optimalizalasahoz egy sor taptalajt probaltunk
Ki. A részletek leirasardl itt eltekintek, mivel ez a munka meglehetésen munkaigényes,
de végsosoron mechanikus volt csupdn. Az optimatizalas eredményeként
megallapitottuk, hogy a termelés maximumat 6-8 pH trtomanyban viszonylag alacsony
tdpanyagszint mellett lehet biztositani. A taptalajban 1évé divalens kationok és egyeb
sok altalaban gatoljak az agrocin termeléset. Rutinszeriien feles er6sségi nutrient broth-
ban 0,1% szahardz kiegészitéssel termelddik a legnagyobb mennyiségben. A termelés a
maximumat razatott korilmények kozott 24-48 ora kozott éri el. Ezt kdveten csokken a
titralhatd mennyisége.

A tisztitdshoz, a taptalajt a baktériumoktdl centrifugalassal szabaditottuk meg. A
feluliszét szamos tisztitasi moddal kiséreltik meg (ioncserél6 gyantan torténd
elvalasztas, molekulasuly alapjan térténé membransziirés, kromatografia stb.). Végil a
kdvetkez6 mabdszer valt be. A 48 dras tenyészet feluliszéjat 100 kDa-0s
molekulasziirén engedjik at centrifugalassal. A sztirén fennmarado agrocint a Kisméretti
szennyez6 anyagoktol desztillalt vizes mosassal szabaditjuk meg. A végsé szirén
fennmarado frakciot teszteljuk antagonista hatasara nezve. Ha ez a hatas eléri a 100-0s
higithatdsagot, akkor az anyaggal tovabb tudunk dolgozni. Ha a hatasossaga ezt nem éri
el, akkor tovabb koncentraljuk liofilizalassal.

A tisztitott anyagot nativ poliakrilamid gélelektroforézissel tisztitottuk tovabb. A
géleket a futtatas utan steril korilmények kozott desztvizzel mostuk, majd az
indikatorbaktérium szuszpenzidjat tartalmazo tpagarral ontottik le. A gatlasi zona
megjelenésebdl kovetkeztettiink az agrocin molekulasulyara. Megallapitottuk, hogy
még az 5%-os akrilamid gélen is az agrocin a gél legtetején helyezkedik el, tehat
molekulasulya >1000 kDa feletti.

SDS-es kezelés hatasara ez acsik megsziinik és az anyag szamos alegységre esik szét.
Az agrocin hé hatasara 50 C-on 5 perc alatt elveszti hatasat. Ugyancsak hatasat veszti
proteindzK és egyéb proteolitikus enzimek hatasara.

Mindezen kisérleti eredményekbdl arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a kisérletben
szerepld agrocin egy nagy molekulasulyu tébb alegységbél allé fehérje.

5. Az F2/5-6s torzs quorum-sensing regulalé rendszerének bioldgiai védekezéshez vald
kapcsolddasa

A pélyazat vitele soran valt ismeretesse, hogy az F2/5-6s t6rzs quorum-sensing
aktivitassal is rendelkezik, és valosziniileg ez a tulajdonsaga kapcsolatban all a bioldgiai
vedekezésben jatszott szerepével.

Az N-acil-homoszerin-lakton (AHL) altal irdnyitott quorum-sensing soran a sejtek
egymassal kommunikalnak, ami olyan fizioldgiai funkciok aktivalasdhoz vezet, mint
amilyen a virulencia, a biofilm képzés, antagonista hatasok kifejtése stb.

Az aktivitas tesztelésének elsé 1épcséfoka az F2/5-6s torzs AHL termelésének az
igazolasa. A baktériumot burgonyadextr6z agaron tenyésztettilk 6 napig. A négy Petri
csészében nétt baktériumokat lemosassal 6sszegyjtottik, majd lecentrifugaltuk. A
baktériumokat ezutan 20 ml etilacetat és és acetonitril savasitott 1:1 arany( keverékében
razattuk éjszakan at. A szuszpenziot centrifugaltuk (10 perc 10 000 g) és a felliliszot



vakuumban beszaritottuk nitrogén alatt. A kapott extraktumot 70%-0s metanollal
vekonyrétegen (C18 reverz fazisu) valasztottuk el. Az AHL jelenlétét az NTL4pZLR4
indikatortorzs segitségével hataroztuk meg. A futas tdvolsaga a szintetikus standardéhoz
volt hasonlitva. Az indikator torzset Cha et al. (1998) készitette. Ez a baktérium az
A.tumefaciens C58-as tdrzsének egy szarmazéka, amely nem tartalmazza a Ti
plazmidot. A pZLR4 plazmid tartalmaz egy traR —t a C58-bol eredéen és egy
traG::lacZ fziot a pPBR1IMCS5 plazmidba kl6nozva. Ha a vékonyréteg kromatogramot
egy olyan lagy tapagarral ontjik le, amely ezt a konstrukciét tartalmazza, akkor az AHL
foltok korul a lemez megkékil. Az egyes AHL komponensek meghatérozéasat
kooperal6 partneriink (Prof. T.J.Burr Cornell Egyetem , Geneva, USA) hatarozta meg,
ezert azok leirasatol eltekintek.

A vizsgalatok eredménye szerint az F2/5-6s torzs legalabb hat AHL-t termel (pl. N-
(tetrahydro-2-oxo-3-furanyl)hexamide, N-(tetrahydro-2-oxo-3-furanyl)octamide stb).
Az ezeket a vegylletek képzését kodold gének egyrészt a kromoszdéman, masreszt a
baktérium plazmidjain vannak kodolva. Egy el6z6 munkankban (Szegedi és Sile and
Burr, 1999) eléallitott isogén vonalak segitségével megallapitottuk, hogy a
plazmidokon kdédolt AHL vegyiletek rovid szénlanclak, mig a kromoszoméan kodolt
AHL vegyuletek hosszu szanlanclak. Az el6zetes vizsgalataink szerint az agrocin
termelése szintén dsszefuiggesben van ezeknek a vegyiileteknek a szintézisével. Pontos
szerepiiknek tisztazasa azonban még tovabbi vizsgalatokat igéenyel.

6. A tisztitott agrocin ndvenykdrtani tesztelése

A 4. pontban leirtak szerint eléallitott agrocin névénykortani teszteléset baktériumoka
és novényeken (dohany, paradicsom és sz616) végeztik.

A szazszoros erésségi agrocint az 6sszes ndvénykortani jelentéségi baktérium ellen
Kiprobaltuk. A tesztelés soran a tapagarba 5 mm atméroji lyukat vagtunk és a lyukba 20
mikroliter agrocint pipettdztunk. A Petri csészéket ezutan éjszakara 5 C fokd
htitészekrénybe tettik, azért, hogy az agrocin oldat teljesen bediffundalddjon a
taptalajba. Masnap reggel az agar feluletére a tesztelend6 baktérium vizes
szuszpenziojat szélesztettliik. A kovetkez6 eredményeket kaptuk.

Agrobacterium tumefaciens (25 torzs) egyik sem volt érzékeny.

Agrobacterium rhizogenes (biovar 2) (25 t6rzs) egyik sem volt érzékeny.
Agrobacterium vitis (25 torzs) mind érzékeny volt.

Clavibacter michiganensis pv. michiganensis (5 térzs) egyik sem volt érzékeny.
Erwinia amylovora (30 t6rzs) egyik sem volt érzékeny.

Erwinia carotovora subsp. carotovora (4 térzs) egyik sem volt érzékeny.
Pseudomonas syringae pv. syringae (12 térzs) egyik sem volt érzékeny.
Xanthomonas arboricola pv. juglandis (16 torzs) egyik sem volt érzékeny.
Osszefoglalva megallapithato, hogy a vizsgalt agrocin csak az Agrobacterium vitis
torzseinek novekedesét gatolta.

Az agrocin hatasa a névényekre. A vegyiilet esetleges fitotoxikussaganak az
értékelesére a 100X erésséggi agrocint ecseteléssel vittik fel dohany, paradicsom és
sz616 levelekre. A kezelés eredményeként a levelek semmiféle elvaltozast nem
mutattak, fitotoxikus hatast nem figyeltiink meg. Tovabbmenve ugyanezen
prepardtumot a fenti névények intercelluléris jarataiba is bejuttattuk. Hasonl6 eredményt
kaptunk, tehat a preparatum nem volt fitotoxikus.

Osszefoglalva megallapithat6, hogy az agrocinnak nincs fitotoxikus hatésa.



Az agrocin tumorképzésre Kifejtett hatasat paradicsomon és sz6lén vizsgaltuk. Az
agrocint harom idépontban hasznaltuk. A patogén baktérium sebbe juttatasa el6tt 24
oraval, a patogénnal egyutt vagy pedig a patogén sebbe juttatasa utan 24 6raval. A
kisérleteket harom ismétlésben 5 patogen Agrobactérium vitis torzzsel vegeztik.

A kapott eredmények a kdvetkezok voltak. Paradicsomon az agrocin csak akkor gatolta
a tumorképzodést, ha azt a patogén baktériummal egydtt juttattuk a sebbe. Sem a pre,
sem a poszt alkalmazésok nem géatoltdk meg a tumorképzédést. A sz6l6n hasonlo
maodon a legerésebb gatlast a 0 6raban alkalmazott agrocin biztositotta. Szemben a
paradicsommal, az inokulalast megel6z6 alkalmazas is hatasos volt. A képzédott
tumorok kisebbek lettek, egyes esetekben el is maradtak. Az inokulalast koveto
agrocines kezelés nem csdkkentette a tumorok szamat és méretét.

Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy a tisztitott agrocin mind paradicsomon, mind
sz616n képes a fert6zést megakadalyozni, hatasa azonban korlatozott.



