BEVEZETES

Az €16 szervezetek kozotti érintkezés a természetben inkabb
szabaly, mintsem kivételes jelenség; a tarsas viszony az ¢€lovilag
legéltalanosabb jellemzdje. A kiilonb6z6é organizmusok érintkezésének és
egylittélésének tipusai rendkiviili valtozatossagot mutatnak, amelyek
kozott sok esetben nem is lehet éles hatarvonalat huzni. A mindkét fél
szdmara elényds szimbidzis, a csak az egyik félre hatassal 1évo
kommenzalizmus és antibiozis, vagy a mindkét partner szempontjabol
hatranyos versengés mind e kapcsolatok formai, csakigy, mint az egyik
félnek hasznot, a masiknak viszont kart jelentd zsdkmanyolds és
¢loskodés.

Az ¢€loskodés jelensége az életet a kezdetek ota végigkiséri.
Bizonyos szempontbdl parazitdknak tekinthetjiik mar a minden él6lény
genomjaban eléfordulé mozgékony genetikai elemeket, amelyek a gazda
replikdcios rendszerét kihasznalva képesek masolddni. A legegyszeriibb
¢lo szervezetek, a virusok, amelyek néhanytol tobb szaz génnel is
rendelkezhetnek, mar szabdlyozni képesek sajat szaporodasukat ¢s
rendkiviili valtozékonysagukkal konnyen alkalmazkodnak a megvaltozott
kortilményekhez. A virusokon kiviil hagyoméanyosan mikroparazitdknak
tekintik még a viroidokat, prionokat, az ¢€losk6dé baktériumokat,
gombakat és protistdkat. A makroparazitdk kozé a parazita allatok és
novények tartoznak.

A parazita novények azon tulajdonsaga, hogy képesek mas
novényeket tdpanyagforrdsként haszndlni, hosszii evoldcios folyamat

eredménye. A zarvatermok evolucidja soran legalabb nyolcszor valtak ki
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a 6 fejlddési utvonalbol. Ennek kdszonhetden az €16sk6dd novények ma
16 novénycsalad tagjai koziil keriilnek ki. Az 4altalanosan elfogadott
modell szerint e folyamatnak harom f6 allomasa volt. E16sz6r egy kezdeti
szimbionta vagy parazita kapcsolat jott 1étre, amelynek soran kialakult a
szivogyokér és kapcsolatot hozott 1étre a gazdandvénnyel. Az ily mddon
a gazdajukkal egylittéldé novények a szelekcid folyaman fokozatosan
elvesztették a szamukra foloslegessé valt tulajdonsagaikat: csokkent,
majd megszint a gazdabol is felvehetd tapanyagok szintézise és
ugyanigy a kihasznalatlan szervek (gyokér, levél) is folyamatos
redukcion estek at. A harmadik 1épésben a parazitdk komplex mddon is
adaptalodtak az ¢€loskodd életmodhoz: életciklusukat a gazdahoz
igazitottak és kiilonb6zd mechanizmusokat fejlesztettek ki a gazda
védekezoérendszerének kijatszasara. Valdszintileg ez a fazis vezetett a mai
valtozatos parazita novényvilag kialakuldsdhoz (Searcy 1970; Searcy ¢€s
Maclnnis 1970).

Az ¢€l6skodd életmod 1étrejottének €s fennmaradasanak titka a
rendkiviil gyors alkalmazkodoképesség. Kozismert példaul egyes virusok
nagyfoka valtozékonysaga, de szintén alkalmazkoddképességének
koszonheti  széles elterjedését szamos magasabbrendii multigazdas
parazita is. A nagyfoku alkalmazkodas egyik kulcsa a genetikai
valtozékonysagban rejlik. A molekularis genetikai modszerek
segitségével az utobbi évtizedekben lehet6vé valt a parazita novények
genomjanak vizsgélata is. Az él6skodd zarvatermdék meglepden sok
kiilonbséget mutatnak legkdzelebbi nem-parazita rokonaikhoz képest.
Genomjuk altalaban kisebb méretli és a repetitiv szekvenciaclemek

szdmaban is csokkenést tapasztalhatunk. Ugyancsak jelentds redukciot



talalunk a plasztiszgének €s a sejtmagi riboszoémalis gének elemzésekor.
Mivel e valtozasok nagyobb méretiiek, mint azt a filogenetikai elemzések
alapjan varhatnank, szdmos kutatd arra kovetkeztet, hogy a vizsgalt
holoparazita névényekben (epifagus, aranka) a molekularis evolicid
szdmottevden gyorsabb, mint nem-parazita rokonaikban.

A megvaltozott feltételekhez torténd alkalmazkodas (akar az
ember altal megvaltoztatott koriilményekhez is) sokszor szinte a szemiink
elott, evolucids 1éptékkel mérve ,,pillanatok alatt” is végbemehet. Ennek
¢kes péld4ja az arankamag felszinének megvaltozasa. A j6 mindségii
maglucerna eléallitasanak elengedhetetlen el6feltétele az arankamag-
mentes szaporitdanyag hasznalata. Az aranka magvak kivalogatasara a
60-as évektdl fogva az ugynevezett ,,vasporos-magneses” tisztitast
alkalmazzdk. A moddszer lényege, hogy a szoéros feliiletli arankamag a
ratapadd vasreszelék miatt magnes segitségével a sima lucernamagtdl jol
elkiilonithet6. Napjainkban e moddszer tovabbi sikeres alkalmazasat
veszelyezteti, hogy az utdbbi években felbukkant €s egyre terjedében van
az arankdnak egy sima magfeliileti 6kotipusa is.

Az €l6sk6dd novények tehat nemcsak sajatos életmodjuk miatt,
hanem evolucios szempontbol is sok érdekességet tartogatnak a kutatok
szamara. Szamos egyedilalld tulajdonsaguk dacara e ndvénycsoport
azonban egészen az utdbbi par évtizedig méltatlanul mell6zo6tt volt.
Vizsgdlatukban az igazan jelentds eredmények csak az utdbbi
negyedszazadban sziilettek. A parazita novények (és az elleniik vald
védekezési lehetoségek) irant hirtelen megnovekedett érdeklodés
hatterében két jelenség all. Az els6 a kukoricakulturadkat komolyan

veszelyeztetd boszorkanyfl (Striga asiatica) megjelenése volt az USA-



ban az 50-es évek kozepén, amelynek hatdsara egy nagyszabasu nemzeti
kutatasi program indult a boszorkanyfli elleni védekezés kidolgozasara.
A masik az Afrikaban a 70-es és 80-as évekre mar rendkiviil égetd
problémava valt - és a média altal is egyre nagyobb nyilvanossagot
kapott - éhinség volt. A termésatlagokat jelentésen csokkentd parazita
gyomok tanulmanyozéasaval, szamos konferencia és publikacid
megjelenésével e novénycsoport vilagszerte is egyre inkabb a kutatasok
homlokterébe kertilt.

A parazita novényekkel kapcsolatos kutatdsok kezdete
Magyarorszdgon is a 60-as évekre tehetd. A hazankban el6forduld
arankafélék el6forduldsanak ¢&s terjedésének felmérése, valamint az
arankamagvak csirdzasi sajatossdgainak vizsgalata Czimber Gyula
vezetésével indult el. A 90-es évek elején indultak meg a parazita
kapcsolat molekuldris folyamatainak megismerését célzd kutatasok
korszeri molekuléris biologiai technikdk alkalmazasaval. A go6dolloi
Mezb6gazdasagi Biotechnologiai Kutatokdzpontban dr. Lados Miklds €s
kutatocsoportja kezdte el a lucerna és a kisaranka kozott kialakuld
parazita kapcsolat tanulmanyozéasat. Szakdolgozoként 1992-ben
kapcsolodtam be a csoport munkdjaba, majd késdbb PhD hallgatoként
kezdtem el foglalkozni a parazita egyiuttélés vizsgalataval. Jelen
dolgozatom az azota eltelt idoészakban végzett munkam egy részének

eredményeit oleli fel.



1. IRODALMI ATTEKINTES

1.1. A parazita névényekrdl altalaban

Habar pontos adataink nincsenek, becslések szerint a zarvatermd
novények mintegy 1%-a, koriilbeliill 3000 novényfaj folytat €loskodd
¢letmddot (Kujit 1969; Atsatt 1983). K6z6s vondsuk, hogy mindegyikiik
szoros kapcsolatot épit ki gazdandvényével, mivel életiik folyaman
teljesen vagy részlegesen gazdandvényeik tdpanyagaira vannak utalva. A
kapcsolodas szerve a szivogyokér vagy hausztorium (a latin haurire =
inni, meriteni igébdl), amelynek feladata, hogy a gazdandvény
szallitoedénynyalab-rendszeréhez csatlakozzon és onnan a vizet és a
tapanyagokat elvonja.

A parazita novényeket szamos szempont szerint osztalyozhatjuk.
Leggyakrabban azonban a gazdara szorultsdg mértéke és a gazddhoz vald
kapcsolodas helye szerint osztjuk fel 6ket. E16bbi szerint teljes- (holo) €s
fél- (hemi) parazitdkat, utobbi szerint gyokér- ¢&s szarparazitakat
kiilonboztetiink meg. A holoparazitak klorofillal nem rendelkez6, tehat
onalloé fotoszintézisre nem képes ndvények, életik sordn minden
tapanyag tekintetében teljesen gazdajukra vannak utalva. Ebbe a
csoportba sorolhaté a parazita névények mintegy 20%-a (Press és Graves
1995), példaul az aranka fajok (Cuscuta spp.) és a boszorkanyft (Striga
spp.). A tobbséget alkotdo hemiparazitdk ezzel szemben levéllel és
klorofillal rendelkeznek, tapanyagsziikségletiik egy részét maguk allitjak
el6 (Viscum spp.). Vannak olyan parazitdk, amelyek természetes

¢letciklusukhoz nem igénylik feltétlenil gazdanovény jelenlétét
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(fakultativ parazitdk), mig masok (pl. arankdk) gazdanovényiik nélkiil
¢letképtelenek (obligat parazitdk). A gazddhoz valé kapcsolddas
tekintetében szar-, ¢és gyokérparazitdkat (szadorfélék, vicsorgd)
kiilonithetiink el. Utobbiak a parazita zarvatermdék mintegy 60%-at a
teszik ki.

Elterjedésiik rendkiviil széles, megtalalhatjuk Oket a trépusi
¢ghajlaton ugyanugy, mint joval a sarkkoron tal (Pedicularis dasyantha).
Alkatuk szerint az €l6sk6dé novények szintén sokfélék lehetnek. Fakat
(pl. a Santalaceae csalad tagjai) ugyanugy taldlhatunk koztikk, mint
cserjéket (fagyongyok) és lagyszartakat (arankdk). Szadmos fajukat
gyogytiként (Fuphrasia, Pedicularis fajok), vagy orvosi készitményként
is felhasznaljdk (Striga asiatica, Cuscuta reflexa). Elettartamukat
tekintve lehetnek éveldk, vagy alig par honapig €16 egyévesek.

Az éloskodd novények gazdaspecificitds szempontjabdl is rendkiviil
valtozatos képet mutatnak. Szamos fajnak (Castilleja spp., Olax spp.)
nagyon széles, akar tobb 100 fajbol all6 gazdakore is lehet, mig masok
kizardlag egy gazdat képesek megfertdzni. Erre példa az Orobanchaceae
csaladba tartozd Epifagus virginiana, amely kizardlag a Fagus
grandifolia biikkfajon képes ¢€loskodni, vagy néhdny epiparazita
fagyongy (Viscaceae), amelynek csak mas fagyongy fajok szolgalhatnak

gazdaul.

1.2. Az aranka fajok jellemzése

A Cuscuta nemzetségbe (Convolvulaceae, Solanales, Rosidae,
Dicotyledonopsida, Angiospermatophyta) tobb, mint 150 faj tartozik,

amelyek koziil mintegy 20 fordul eldé szant6foldi  gyomként.



Legismertebbek ezek koziil a legszélesebb foldrajzi elterjedésli nagy
aranka (C. campestris Yuncker), a szintén nagyobb termetd, fbleg
Azsiaban é16 C. reflexa (Roxb.), C. monogyna (Vahl), C. japonica
(Choisy) és komloképti aranka (C. lupuliformis Krock.), a mediterran
eredetli kakukkfiifojté aranka (C. epythimum L.), valamint az Eur6paban
legszélesebb korben elterjedt k6zonséges aranka (C. europea L.) és a
kozmopolita herefojto- vagy kisaranka (C. trifolii Bab. et Gibs.).
Hazankban a lenfojté aranka eléforduldsat irtak le elészor a felvidéken
1595-ben, a kisaranka voros herében okozott kartételérdl pedig elsdként

Pethe Ferenc szamolt be 1805-ben.

1. abra. A kisaranka (Cuscuta trifolii Bab. et. Gibs.) él6skddése és kartétele lucernan
(Medicago sativa L.)

Az arankék sarga, vagy narancsossarga szinl lagyszara ndvények (1.
abra). A holoparazitdk kozé soroljak dket, de tulajdonképpen atmenetet
képeznek a hemi- és holoparazitak kozott, mivel szamos fajuk (C. trifolii,
C. reflexa) tartalmaz kis mennyiségii klorofillt és csekély mértékii
fotoszintetikus aktivitast is mutat (Hibberd és mtsai 1998). Leveleik
pikkelyszertivé redukalodtak, gyokérrel csak a csiranovénykék
rendelkeznek, amely a gazda megtaldlasaig a vizfelvételt és a novény
tamasztasat szolgalja. Gazdakoriik néhany kivételtol eltekintve (C.
epilinum Weihe) rendkiviil széles, kdzel 100 fajt foglal magaba (Czimber
1999). A termesztett novényeken kiviil a ruderdlis teriileteken é16 legtobb

gyomot is képesek fertdzni, illetve azokon attelelni.

2. abra. Az aranka életciklusa Graham és mtsai (1979) nyoman
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Az aranka fajok magvainak nagy része (65-77%) kemény héju
(Czimber 1969). A  szant6éfoldon  8-10 évig is  megorzik
csirazoképességiiket, de laboratériumi koriilmények kozott tarolt magvak
kozott talaltak mar 50 év multan csirdzo nagyaranka magot is (Czimber
1999). Megfelelé koriilmények kozott az arankamag a talaj felsd
rétegében a gazdandvény jelenlététdl fliggetleniil kicsirazik (Hunyadi
1988, Lados 1998). Az aranka novények életciklusuk els6 szakaszaban a
legsériilékenyebbek. A viszonylag kevés tapanyagforrdssal rendelkezd
kis méretli magbol kibujé fonalszert csirandvénykének ekkor kell révid
id6 alatt (5-10 nap) gazdandvényre taldlnia és azon mukddoképes
kapcsolatot létrehoznia. Rotacids mozgast végezve Kkeresi meg
gazdanovényét (2. dbra), majd annak szarara ratekeredve hausztoriumo-
kat fejleszt. Az aranka novekedése rendkiviil gyors, hajtasai 5-10 cm-t is
novekedhetnek egy nap alatt. Par hét alatt egyetlen ndvény is nagy
terlileteket képes elfertézni, virdagozni és termést érlelni. Magva zo6ld

allapotban is csiraképes.

1.2.1. Az aranka fajok gazdasagi jelentosége

Az aranka fajok vilagszerte rendkiviil elterjedtek. Hazankban a
mezogazdasagilag miuvelt teriiletek mintegy 15-20%-a fertdézott
arankamaggal (Béres Imre személyes kozlése). Szamos gazdasagilag
fontos névényt képes megtamadni, amelyek koziil a cukorrépa és lucerna
kultarakban  okozott kar a legjelentésebb. Cukorrépaban az

arankafert6zés akar 23-41%-os gyokértomeg- és 1,3-2,6%-os



cukortartalom veszteséggel is jarhat (Stojsin ¢és mtsai 1991).
Takarméanyhasznositasu lucernakultura zoldtomegében 10-20%-os, de
nem megfelelé védekezés esetén a masodik évben mar akar 57%-os
z6ldtomeg veszteséget is okozhat (Dawson 1989).

A fertézott lucerna takarméanyként torténd hasznositdsa sordn
szdmolnunk kell azzal, hogy az aranka minden része mérgezé kuszkutin
glikozidot tartalmaz. Cuscutdval 60-70 %-ban szennyezett takarmany tartos
¢s tomeges etetése a lovak, szarvasmarhak, valamint a sertések gyomor- €s
bélgyulladasat, makacs hasmenését és idegrendszeri zavarait, sulyos
esetben elhullasat okozhatja.

A legnagyobb gazdasagi karral az aranka lucernamag kulturdkban
valé eléforduldsa jar. Magyarorszag az elmult évtizedekben a vilag
legjelentdsebb lucernamag exportérei kozé tartozott, szdmos piaci és
gazdasagi tényezd miatt az utobbi években lucernamag exportunk
jelentdsen csokkent. Ennek egyik oka, hogy a hazankban termesztett
magvak nem feleltek meg a szigord piaci tisztasagi eldirasoknak. Az
arankamag a lucernamag szallitmanyokban karantén magnak szamit, igy az
ellen6rzés sordn mar a mintdban talalt egyetlen szem arankamag is a
szallitmany kizarasat jelentheti. Szant6foldi szemlék soran az arankaval
fert6zott teriiletet a lucernamag-termesztésbol évekre kivonjak. Tovabbi
gondot jelent, hogy az arankamagok tisztitisa (vasporos magneses tisztitas)
a nagyon apré magméret és az utdbbi években megjelent sima feliilett
arankamag miatt csak részben megoldott.

Az arankdk kevéssé ismert hatdsa hogy szamos, gazdasagi
novényeinket karositd virusnak vektoraul szolgalhatnak (Noordam 1973;

Roos és Aldrich 1988). A jelenség gazdasagi jelentdségét nagyon nehéz
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megbecsiilni, mivel az atviteli folyamat nehezen nyomonkovethetd. A
legtobb virus ugyanis anélkiil jut 4t a parazitan, hogy azon lathatd
tiineteket vagy novekedésbeli zavarokat okozna. A virussal fertézott €s a
talajban évekig elfekvo arankamag pedig a betegségek terjesztésében ¢s

évenkénti kigjuldsdban jatszhat szerepet.

1.3. A parazita novények szivogyokerének kialakulasa, szerepe

A parazitdk az életmiikodésiikhoz elengedheteleniil  fontos
tapanyagokhoz egy kiilon erre a célra modosult szerv, a szivogyokér
(hausztorium) segitségével jutnak hozza. A szivogyokérnek harom
funkcioja van: a gazdandvényen valdé megtapadas, a behatolas, valamint a
viz- és tapanyagfelvétel biztositasa (Visser €s Dorr 1987; Stewart €s
Press 1990).

A parazita novények szivogyokerének fejlodése a kornyezetbol
érkez6 ingerek hatasara indul el. Bar eddig csak kevesen vizsgaltak a
hausztorium kialakulasat indukald koriilményeket, az eredmények nagy
tobbsége azt mutatja, hogy szdmos faj hausztoriumanak fejlodését
kiilonb6z6 kémiai anyagok befolyasolhatjak. Yoder (1997) két fakultativ
gyOkérparazita, a Triphysaria eriantha és T. versicolor hausztérium-
indukciojat tanulmanyozva megallapitotta, hogy azok sajat és egymas
gyokereivel érintkezve nem fejlesztenek szivogyokeret. Megfigyelései
alapjan feltételezi, hogy a parazitdban Ilétezik egy ..fajspecifikus
felismerd rendszer”, amely képes felismerni sajat gyokerét és amelynek
mikddése Osszefliggésbe hozhatd a gazdabdl vagy a parazitdbdl

szarmaz6 jelmolekulakkal. Szadmos kutaté kimutatta, hogy a
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hausztériumfejlodést a gazda altal kibocsatott vegyiiletek indukalhatjak
(Estabrook és Yoder 1998). Ezeket a jelmolekuldkat a parazita mar kis
koncentracioban (10 -10"° mol/m®) is képes érzékelni. TSbb ilyen
inducer molekulat kémiailag is jellemeztek (Chang és Lynn 1986;
Steffens €s mtsai 1986; Netzly és mtsai 1988; Albrecht és mtsai 1999),
amelyek altaldban a kinon és flavon tipusu vegyiiletek kiilonb6zden
szubsztitualt szarmazékai. Ezen anyagok tobbnyire fajspecifikusak, igy
valésziniileg szerepiik lehet a gazdaspecificitds meghatarozasaban is.

Az aranka szivogyokereinek fejlédése mesterségesen novényi
hormonok alkalmazéséaval valthato ki. Exogén citokinin hatdséara de novo
hausztérium indukéalodik mind a gazdanovényen ¢€losk6dd Cuscuta
reflexa novényeken, mind annak izolalt szar részletein (Paliyath és mtsai
1978; Tsivion 1978) és a folyamat mas novényi hormonokkal (auxin,
gibberellinsav, etilén, abszcizinsav) gatolhatd (Paliyath és mtsai 1979;
Ramasubramaniam és mtsai 1988). A hausztoriumfejlédés kezdeti
szakaszaban alkalmazott citokinin eldsegiti a szivogyokér-kezdemények
hausztériumokka valo fejlodését. Adenin vagy annak szarmazékai pl.
AMP vagy cAMP ugyancsak eldsegitik a szivogyokerek képzddését
(Gupta és Singh 1982). Gupta és Singh (1985) feltételezik, hogy amikor
az aranka korbetekeredik a gazda szaran, a gazdanovény érintkezd
részein citokinin akkumulalédik és ennek hatasara indukalodnak a
hausztériumok. A szivogyokerek behatolasa soran nagy protedz és RNaz
(Gupta és Singh 1983), valamint a sejtfal degradacioban szerepet jatszo
(Nagar ¢és mtsai 1984) enzimaktivitdas mutathatdé ki az arankaban, ami
feltehetéen hozzajarul a gazdanovény sejtjeinek leépiiléséhez. E leépiilési

folyamat révén is keletkezhetnek wjabb citokininek, amelyek a parazita
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novénybe transzlokdlodva eldsegithetik a  hausztoriumképzodés
tovabbvitelét.

Cuscuta esetében még nem hataroztak meg gazdandvénybdl
szarmazo inducer molekulat. Ismert azonban, hogy a C. europea hajtasai
kiilonbséget képesek tenni ugyanazon gazdanovény jo, illetve kevésbé
kielégitd tapanyagellatottsagu hajtasai kozott. Kelly (1992) egybibés
galagonyan (Crataegus monogyna) folytatott kisérleteinél azt tapasztalta,
hogy a parazita hajtasai elébbi esetben ,.elfogado”, mig az utobbinal
»elutasitdé” magatartast tanusitanak, mieldtt még a gazdandvényen
szivogyokereket fejlesztenének €s igy barmilyen tdpanyagot felvennének.
A szerz6 valdsziniinek tartja, hogy az aranka a gazdanovény feliiletén
talalhatdé masodlagos anyagcseretermékekbol ,.kovetkeztet” a hajtasok
taplaltsagi szintjére. Nincs azonban bizonyiték arra nézve, hogy e
molekulak hatassal lennének a szivogyokér fejlodésére.

Ujabb eredmények azokat a feltételezéseket latszanak alatamasztani,
amelyek nem tartjak sziikségesnek inducer molekula jelenlétét az aranka
hausztériuménak fejlédéséhez. Tada €s mtsai (1996) Cuscuta japonica
hajtasain hausztorium fejlédést tudtak kivaltani s6tétvoros fénnyel (740
nm) vald6 megvilagitds hatdsdra. A hausztérium fejlédése akkor is
bekovetkezett, ha a gazdanovény szarat iivegbottal helyettesitették. A
sOtétvoros fény hatasat vizsgalva azt is kimutattak, hogy valdszintileg a
fitokrém B pigmentrendszernek van szerepe a szivogyokér
iniciaciéjaban. Uveglapok kozé tett hajtisokat tobbszor egymas utdn
valtakoz6 sotétvoros €s vords fénnyel (660 nm) megvilagitva, majd
sOtétben nevelve, csak akkor tapasztaltak hausztorium fejlodést, ha az

utolsé megyvilagitas sotétvorss fénnyel tortént (Furuhashi és mtsai 1997).
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Mindezek alapjan valoszinli, hogy a hausztérium fejlodéséhez kettds
stimulus, sotétvoros fény ¢és megfeleld érintési inger egyilittes

alkalmazasa is elegendd, €s nincs sziikség tovabbi inducerekre.

3. abra. A szivogyokér mikroszkopos képe. A parazita szivogyOkerei athatolnak a
gazdandvény epidermiszén és az edénynyalabokhoz csatlakoznak.

A szivogyokér kialakuldsa a megfeleld indukcid utan két 1épésben
torténik. Kezdetben prehausztériumot hoz létre a novény, mely csak
feluleti képzédmény. Ennek csicsabol a pollentomléhéz hasonld, un.
keresd (searching) hifa hatol a gazda sejtkozotti jarataiba, amely a
szallitonyalabok elérése utan azokat korbevéve ujjszerti kindvéseket
fejleszt és tapadd (absorbing) hifava alakul (Dorr 1972). Végiil a hifaban
ellentétes irdnyban differencialodd hancs ¢és farész 0Osszekoti a
partnernévények edénynyaldbjait (Israel és mtsai 1980; Dorr, 1990) és
kialakul a valoédi hausztorium (3. dbra). A gazdandvénybdl ezutan az
aranka, a hausztérium nagy szivdereje segitségével, a vizet és a benne
oldott asvanyi anyagokat, ill. szerves makromolekuldkat (Haupt és mtsai
2001) atveszi. A tapanyagok aramlasat az arankak szivogyokerében egy
kiilonleges sejtcsoport, az Un. transzfer sejtek is segitik, amelyek a gazda
hancsrészével szomszédos parenchima sejtekbdl alakulnak ki (Doérr 1975;
Lamont 1982) és nagy hatékonysaggal tudjak felvenni a gazda
apoplasztjdban szallitott oldatokat (Wolswinkel 1978a,b). A hauszto-
riumban zajlé enzimatikus folyamatokat vizsgadlva Wolswinkel ¢s
Ammerlaan (1983) magas invertdz enzim aktivitast mért, amely enzim a
hausztérium kornyezetében taldlhaté szachar6z hidrolizalasa révén

lokalisan alacsony turgort hoz 1étre és igy a gazda floemjében szallitott
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tapanyagok a hausztérium felé dramlanak (passziv transzport). Mas
kutatdsok  valdszintisitik, hogy a szivogyokérben a passziv
tapanyagaramlas (Raven 1983) mellett aktiv transzport (Wolswinkel
1985) is folyik, illetve, hogy az aranka szivogyokere képes szelektalni a

felveendd tapanyagok kozott (Lamont 1983; Jeschke €és mtsai 1994a,b).

1.4. A fert6zott gazdanovény novekedésélettani valaszreakeioi a

parazita timadasra

A gazdanovények vélaszreakcidi a fert6zések soran nagyon véltozatos
képet mutatnak. A novénypusztulastdl kezdve a novekedési
rendellenességeken 4t egészen a tlinetmentességig minden variacidval
taldlkozhatunk. A tiinetek sulyossidga szdmos tényezd fliggvénye,
befolyasolhatja a parazita mérete, novekedési erélye, metabolikus
aktivitasa, de a gazda rendelkezésére allo tapanyagforrasok és a gazda
fejlettségi allapota is dontd lehet. Az esetek tulnyomo tobbségében a
gazdandvény altal felvett és termelt tipanyagmennyiség nem fedezi
mindkét partner sziikségleteit, igy tehat a vizért, a szervetlen ionokért €s a
metabolitokért folytatott verseny a legegyszerlibb magyardzata a
gazdandvényben bekovetkezd valtozasoknak (Whitney 1972; Knutson
1979; Fer és mtsai 1990). Drennan és El Hiweris (1979) azonban elséként
jelentds valtozasokat mutattak ki a ndvekedési hormonok és inhibitorok
cserépben végzett kisérleteikben kimutattak, hogy a Striga akkor is hasonld
csOokkenést okozott a gazda novekedésében, ha a fertozés a

gyokérrendszernek mindossze 30%-ara korlatozodott. Ez a megfigyelés azt
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jelzi, hogy még a teljesen egészséges gyokérrendszer sem képes
kompenzélni a korlatozott fert6zés hatasat, mivel a parazita az egyszert
tapanyagelvonasnal valészintleg sokkal kézvetlenebb hatdssal van a gazda
novekedési folyamataira. Késobb mas parazitak vizsgalataval tobb szerzo is
megerdsitette, hogy a gazdanovény tiineteiért (internddiumok
kiterjedésének  csokkenése, funguszos sarjhajtdsok  megjelenése,
virdagkezdemények hidnya) nem elsésorban a parazita okozta
tapanyagveszteség, mint inkabb az ¢léskodének a gazda metabolikus
folyamatainak egyensulyara gyakorolt zavar hatésa a felelés (Musselmann
1980; Glatzel 1987; ter Borg €s van Ast 1991; Cechin és Press 1993).

A parazita fertézEs a gazdanovény felépitésére is jelentdsen hat. Dorr €s
mtsai (1977) Alectra vogelii-vel fert6zott novényeken kimutattdk, hogy a
szivogyokér behatoldsanak kornyezetében fokozott lateralis
gyokérnovekedés tapasztalhatd. Szamos mas esetben is tapasztaltak, hogy a
gazdanovény gyokér-szar ardnya a fert6zott novényekben megnd
(0sszefoglalo tablazat: Press és Graves 1995), amelynek valdsziniileg a
fertdzéssel megnovekedett vizigény fedezése a feladata.

A parazita altal a gazdanovényen eldidézett novekedésélettani
véltozasok hatterében génexpresszios valtozasok is dallnak, amelyeket

részletesen az 1.5.2. fejezet targyal.

1.5. A parazita kapcsolat vizsgalata molekularis mdodszerekkel

Bar az él6skodd novények és a novényi gazda-parazita kapcsolat
tudomanyos igényl tanulmanyozdsa mar tobb évtizedre nyulik vissza

(Kujit 1969), a biologia - és ezen beliil is a molekularis bioldgiai
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modszerek - rendkiviil gyors fejlédésével csak napjainkban valt lehetévé
a partnerndvényekben zajlo folyamatok molekularis szintli vizsgalata. A
parazita kapcsolat hatasara a partnernovényeken megfigyehet6
fiziologias és morfoldgiai valtozasok hatterében génexpresszios
folyamatok allnak. Valoszintileg szamos gén termékére van sziiksége a
parazitanak a sikeres fertdzési folyamathoz (pl. szivogyokér létrehozésa,
mukddtetése), ugyanakkor a fertézést kovetden a gazdanovényben a
védekezési folyamatokban szerepet jatszo gének kifejezodésére
szamithatunk. A parazita kapcsolat létrejotte tehat feltételezhetéen

mindkét partnerben génexpresszios szinten is tetten érhetd (Yoder 1999).

1.5.1. Génexpresszios valtozasok a parazitiban

Az é16skodo novények sajatos életmaodja feltételezi, hogy génkészletiik
is kisebb-nagyobb mértékben eltér mas novényekétél. A genetikai
kiilonbségek alatt azonban valdsziniileg nem elsésorban 1) gének
megjelenését kell sejtentink, hanem inkabb a nem parazita ndvényekben is
fellelhetd struktir- és szabdlyozogének muticiok 4ltal megvaltozott
felépitésti és/vagy miikodésti valtozatait (Haberhausen és mtsai 1992;
Bommer és mtsai 1993; Haberhausen és Zetsche 1994; Press és Graves
1995). Igy a parazita novények molekularis genetikai folyamatait vizsgald
kutatd joggal szamithat arra, hogy mas novényi génekkel kapott
hasonldsdgok alapjan kovetkeztethet a munkdja soran azonositott gének
feltételezett funkciojara.

A parazita novényekben zajlo folyamatok koziil a gazdandvény

felismerése €s megtamadasa sordan bekovetkezd — génexpresszids
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valtozasokat eddig csak kevesen vizsgaltdk. Delavault és mtsai (1998) a
gyokérparazita Triphysaria versicolor gyokerét kezelték a gazdandvények
(Arabidopsis thaliana, Trifolium repens) gyokérkivonataval. A kezelt és
kezeletlen  gyOkerek  génexpresszids  mintdzatdit  Gsszehasonlitva
azonositottak egy gént, amelynek expresszidja a gazdandvények
gyokérkivonatdnak hatdsdra a gyokérben mintegy haromszorosara
emelkedett. A szekvenciaadatok elemzése soran megallapitottak, hogy a
gén az aszparagin-szintdz géncsalad tagja. Az aszparagin a ndvényekben
kedvez6 C/N ardnya miatt tobbek kozott a szerves nitrogén
mobilizécidjdban vesz részt. A szerzOk ezért feltételezik, hogy a
parazitaban a megemelkedett expresszid kdvetkeztében megjelend tobblet
aszparagin a gazdandvénybdl torténd nitrogén tadpanyag-transzportban
jatszik fontos szerepet.

Ugyancsak 7. versicolor gyokerébdl izoldltak Matvienko €s mtsai
(2001) két kinon-oxidoreduktdz gént (7vQRI, TvQR2). E gének
expresszidja a Triphysaria gyokerében egy, a Striga hausztorium
fejlodését kivalto kinon tipusu vegyiilet, a DMBQ hatasara t6bbszorosére
emelkedik. Tobb parazita és nem parazita rokon faj DMBQ kezelést
kovetd vizsgalata soran ugy talaltdk, hogy a 7vOR2 minden fajban, mig a
TvQRI1 csak a parazitdkban mutat emelkedett expressziot. A gének
homologjainak ismeretében a szerzok feltételezik, hogy a TvQR2 a
rizoszféraban talalhatd allelopatikus kinonok detoxifikalasdban, a TvQR1
pedig a parazita szivogyokerének fejlddését iranyitd folyamatokban bir
fontos szereppel.

Subramaniam ¢és mtsai (1994) Cuscuta reflexa-val végeztek

kisérleteket. Az €él6sk6dd szaran citokininnel (benzil-adenin) hausztérium-
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kezdemények kialakuldsat indukaltdk. A szivogyokér-kezdeményeket
hordozoé szarakbdl cDNS klontarat készitettek, amelybdl citokinin
indukciora megjelend klonokat izolaltak. E klonok szekvencigjat az
adatbankokkal 0Osszevetve megdllapitottak, hogy az egyik cDNS egy
prolinban gazdag fehérjét (PRP) kodol (Subramaniam és Mahadevan,
1994), amely a kukorica embridban, illetve paradicsom fiatal termésében
kifejez6d6 génekhez mutat homoldgiat. A masik cDNS egy citokrom bs -6t
koédold génbol szarmazik. A szerzok feltételezik, hogy az izolalt cDNS-ek
altal reprezentalt fehérjéknek a hausztorium fejlédésében lehet szerepe.

A kozelmultban Tada ¢és mtsai (2000) szamoltak be egy, a
hausztoriumfejlodéssel Gsszefliggd génrél. Gazdandvénye nélkil novo
Cuscuta japonican sotétvoros fény és érintési  stimulus egyideji
alkalmazésdval  hausztéoriumok  képzodését indukaltdk, majd a
génexpresszids mintzatot dsszehasonlitottak az indukalatlan kontrollal. igy
izolaltak egy cDNS-t (CJHSP17), amelynek szintje a hajtasokban a
hausztoriumfejlodést kivalto ingereket kovetden a kimutathatdsagi szint ala
csokken. A gén egy alacsony molekulatomegti (17 kDa) fehérjét kodol,
amely a hésokk proteinekkel mutat kozeli rokonsagot. Mivel a CJHSP17
expresszidja Ujra megemelkedik, ha a hausztoriumfejlédést gatoljak, a
szerzOk valoszinsitik, hogy a géntermék eltiinése indikatorként hathat
azokra a fiziologiai €s fejlodési valtozasokra, amelyek a parazita viselkedés

el6feltételei.

1.5.2. A parazita fertozés altal kivaltott génexpresszios valaszok a

gazdanovényben.
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A parazita tdAmadés hatdsara a gazdaban bekovetkezd génexpresszios
valtozasokat eldszor ismert gének promdter régiojanak vizsgalataval
tanulmanyoztdk. Joel és Portnoy (1998) olyan transzgenikus
dohanynovényeket fertoztek vajviraggal (Orobanche aegyptiaca), amelybe
elézoleg beépitették egy patogenezis hatdsara indukalédd (pathogenesis-
related — ,PR”) gén p-gliikoroniddz (GUS) jelzégénnel Osszeépitett
promoterét. A parazita fertézés helyén erds promoteraktivitasra utald kék
szin megjelenését észlelték, mig a nem fertézott novényi részeken nem
tapasztaltak elszinezddést. Hasonl6 eredményre jutottak Westwood és mtsai
(1998) is, egy masik, szintén a védekezési folyamatok soran indukal6édd
paradicsom eredetii gén, a 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA reduktdz (HMGR)
promoterének GUS fuzios vizsgalata sordn. Megallapitottak, hogy a
dohanyban a vajvirag szivogyokerének behatolasi helyén a gén expresszidja
mar a behatolast kovetd 1 napon beliil megemelkedik és fertdzEs ideje alatt
tartdsan magas marad.

Mindmaig az egyetlen gént, amelynek kifejezddése egy parazita novény
(boszorkanyfli) tamadadsanak hatasara emelkedik meg, nagy biidoskébol
(Tagetes erecta) izolaltdk Gowda és mtsai (1999). Bar ezen a nvényen a
Striga  nem tud mikodOképes parazita kapcsolatot kialakitani
(inkompatibilis kapcsolat), hausztériumai mégis megtamadjdk a novény
gyokerét, amelyre az a kornyezé sejtek gyors apoptdzisaval valaszol. Az
NRSA-1 (non-host resistance to Striga asiatica) gén expresszidja a biidoske
gyokerében a parazita tdmadés helyén a tdmadast koveté 5 napon beliil
megemelkedik, mikdzben a gyokér tobbi részén expresszidja alacsony
marad. A gén homoldgjainak vizsgalata alapjan a szerzok valoszintsitik,

hogy a gén altal kodolt fehérje nem annyira a patogén felismerésében, mint
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inkdbb a védekezd folyamatok aktivalasdban és/vagy szabélyozasaban
jatszhat szerepet.

Meglep6 modon eddig egyetlen gént sem irtak le, amely a
gazdanovényben kompatibilis parazitafertézést kovetéen indukalodik. A
lucerna-aranka kapcsolat tanulmanyozaséaval ilyen gének izoladlasara és

jellemzésére nyilik lehetdség.

1.5.3. A génexpresszios kiilonbségek kimutatasanak altalanos

modszerei.

A DNS szerkezetének felfedezésével ¢és a centralis dogma
megalkotasaval szinte egyideji az a feltételezés, hogy az élet
sokszinliségéhez a gének valtozatossiga mellett azok finoman
szabalyozott megnyilvanulasa is hozzajarul. Ma mar tudjuk, hogy a
gének kifejezddésében nemcsak a transzkripcids folyamatok, hanem
szamos mas (poszttranszkripciods, poszttranszlacios) esemény is szerepet
jatszik. Ennek ellenére a transzkripcids valtozasokbol legtobbszor
megbizhatéan kovetkeztethetiink egy gén expresszids valtozasaira is.

A molekularis bioldgiai mddszerek ugrasszerti fejlodése az eltelt
masfél évtizedben lehetévé tette, hogy a génexpresszids kiilonbségeket
kozvetleniil is nyomon tudjuk kévetni. A mar ismert gének transzkripcios
valtozasainak kimutatasa napjainkban szinte 6nalld iparagga noétte ki
magat (DNS chipek automatizalt gyartadsa, kiértékelése), amely
elorevetiti a kovetkezd éEvtizedekben egy genetikara tdmaszkodd
orvostudomany megjelenését. A kiilonbozo sejttipusok, egészséges és

beteg szovetek, vagy akar egy parazita altal megtamadott illetve nem
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fertdzott novény génexpresszids mintdzatdnak Osszehasonlitdsa fontos
informéciokkal szolgalhat a sejtekben zajlé molekularis és biokémiai
folyamatok feltarasahoz €s megértéséhez.

Az expresszios kilonbségeket mutatd ismeretlen gének izolalasat
célzd technikdk (kimeritéses hibridizacio, differencial-hibridizacio)
elsdként a génkonyvtarak megjelenésével tlintek fel. Az utdbbi években a
PCR alapti modszerek keriiltek el6térbe, mint a ¢cDNS AFLP, vagy a
differential display. E technikdk szadmos elénnyel rendelkeznek a
korabbiakhoz képest: az 0Osszehasonlitishoz nem kell génkonyvtarat
késziteni, igy kevesebb kiinduldsi mintdbdl gyorsabban kapunk
értékelhetd eredményt. Mivel PCR alapuak, érzékenységiik is nagyobb,
alkalmazasukkal mar néhany kopias kiilonbség is lathatova teheté. Eppen
ebbdl fakadnak azonban hatranyaik is: a megjelenitett kiilonbségek
sokszor nem csak egy génterméket takarnak, amelyek kozott a gondos
tisztitasi és valogatasi 1épéseket kovetden is viszonylag magas a téves
pozitivok aranya. Tovabbi nehézséget jelent, hogy a kivalasztott cDNS-
eket klonozni kell, illetve, hogy azok csak ritkan teljes hosszusdguak,
ezért teljes valtozatuk megismeréséhez tovabbi molekularis mddszerek
alkalmazasa sziikséges.

Munkank soran egyik feladatunk az alapallapotu lucerna és aranka
szoveteknek a parazita régidval torténd, transzkripcios szintii
Osszehasonlitasa volt. Célunk elérésére a nagy érzékenységli differential
display-t ¢és a konnyebben értékelhetd differencidl-hibridizaciot
valasztottuk. E két eltér6 technika alkalmazasaval kivantuk
megvaldsitani a kiilonbséget mutatdé c¢DNS-ek minél egyértelmibb

detektaldsat és kivalasztasat.
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1.6. A lucerna-kisaranka parazita kapcsolat, mint modellrendszer

A Cuscuta genusba tartozd fajok a novényi éloskodés vizsgalatanak
lehetséges modellnovényei. Rendkivill széles foldrajzi elterjedésiik és
gazdasagi jelentoségiik 6nmagaban is indokoltta teszi vizsgalatukat. Gyors
novekedésiik (Szatala és Gimesi 1965), rovid regeneracios ciklusuk, nagy
reprodukcios képességiik, valamint konnyti tiveghazi fenntarthatésaguk és
szaporitdsuk mind laboratoriumi alkalmazasuk mellett szol. Kedvezd
genetikai tulajdonsagaik (diploiditas, kis genomméret) pedig kiilonosen
alkalmassa teszi az aranka fajokat a novényi éloskodés molekularis szintt
tanulményozasara. A modellrendszer tovabbi elénye, hogy a lucerna (és
kozeli rokona, a diploid M. truncatula) a mezégazdasagi novények koziil az
egyik legrégebben tanulmanyozott, genetikailag jol jellemzett faj. Az
utébbi  évek kutatdsai és az eldrehaladott genomszekvenalas
eredményeképpen egyre részletesebb géntérkép (Kiss és mtsai 1993; Bell
¢s mtsai 2001) €s mintegy 120 ezer EST szekvencia (Kiss Gyorgy Botond
személyes kozlése; Gyorgyey €s mtsai 2000) all rendelkezésiinkre, amely
megkonnyiti a parazita kapcsolat vizsgalata soran elétérbe keriilo gének és

kornyezetiik tanulmanyozasat.

1.7. A kornyezeti hatasok érzékelése a novényekben és az elleniik

valo védekezés

A novények a kornyezet valtozasaira érzékenyen reagdlnak. Mivel —

ellentétben az allatokkal — nem tudnak elmenekiilni a szamukra
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kedvezétlen kortilmények eldl, a tuléléshez jol miikodd felismerd- és
védekezdrendszert fejlesztettek ki. Az e téren végzett kutatasok
igazoltak, hogy a ndvények a kornyezeti stresszek széles skalajat képesek
érzékelni és azokra valaszt adni (Knight 2000).

Az utdbbi évek kutatdsainak koszonhetden egyre részletesebb
informaciokkal rendelkeziink a kornyezeti stresszek hatasara a
novényekben zajlo folyamatokrol. A  kornyezeti €s hormonalis
valtozasokat a sejtmembranban talalhatd receptorfehérjék érzékelik. A
benniik keletkezd, un. elsédleges szignal a sejtben kiilonb6zo
utvonalakon jut el a sejtmagig. Egy résziiket a receptortoél kiinduld
foszforilacidos kinaz kaszkad kozvetiti, mig mas részikk masodlagos
hirvivé (secondary messenger) molekuldk kozvetitésével erdsodik fel €s
valik értelmezhetd jellé. E jelatviteli utak a sejtben bonyolult halézatot
alkotnak; szdmos ponton keresztezhetik egymast, és szinergista ill.
antagonista hatassal birhatnak, valamint nagy mértékben fiiggnek a sejt
belsé allapotatdl is. A kornyezeti hatasok altal kivaltott génexpresszids
valtozasok tehat minden esetben a kiilsé folyamatok és a sejt belsd
allapotanak hatdsara 1étrejové  jelatviteli folyamatok ereddjeként
kovetkeznek be. A gének szabdlyozdsdnak tovabbi lehetdségét kindlja,
hogy a legtobb stressz szamos jelatviteli utat képes egymassal
parhuzamosan bekapcsolni, illetve, hogy a kiilonb6z6 stresszek is sokszor
azonos utvonalakat aktivalnak (Braam €s mtsai 1997; Trewavas és Malhd
1998; Gong és mtsai 1998; McAinsh €s Hetherington 1998; Bowler és
Fluhr 2000).

Jelenleg nincsenek pontos ismereteink a parazita altal a

gazdandvényben eldidézett jelatviteli folyamatokrél. Valdszinli azonban,
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hogy a parazita tdmadas is szamos ilyen utvonalat aktival. Az éldsk6dd
megtapadésa a gazdan, a szivogyokerek behatoldsa, a tdpanyagok €s a viz
elszivasa, valamint az ezeket kisér6 hormonalis valtozasok egyenként is
kivalthatjak a gazda kiilonboz6 védekezo reakcidit. Ezek soran az abiotikus
¢s hormonalis hatasokhoz nagyon hasonld, azokkal részben, vagy teljesen
atfedd jelatviteli utvonalak €s ezaltal a védekezésben szerepet jatszd gének
kapcsolhatnak be.

Mivel ismereteink a kiilonb6z6 abiotikus stresszek €s szignalmolekulak
altal a novényekben kivaltott valaszreakciokrdl az utdbbi évtizedben
jelentésen boviiltek, a parazita hatdsat vizsgald kutatonak jo kiindulasi
alapot jelenthet ezek tanulmanyozasa. A kovetkezé fejezetekben roviden a
novényekben zajlo érzékelési és védekezési folyamatokrol, valamint az
ezekben fontos szerepet jatszé génekrol esik sz6 a dolgozat szempontjabol

lényeges megvilagitasban.
1.7.1. A Ca* szerepe az érzékelésben és a Ca*'-koté fehérjék

A sejtmembranban keletkez6 szignalok jelentds részét a citoszolban
masodlagos hirvivé molekulak kozvetitik. E molekulak  kozott
kulcsszereppel bir a kétértékt kalcium ion. Szamos kdrnyezeti hatasra a
sejt belsd taroloibol (ER, vakudlum), illetve a sejtmembranban 1évo
csatornafehérjéken keresztiil (Yue és mtsai 2001) a sejtenkiviili térbol
szabad Ca’" ionok aramlanak a citoplazméaba (Knight és mtsai 1991;
Campbell 1996), igy a citoszolban hirtelen megnd a Ca’" ionok
koncentraciéja. A koncentraciovaltozast a citoszolban Ca**-koté fehérjck

(kalmodulinok, kalmodulin-szerii proteinek) érzékelik és alakitjak jellé: a
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felszabadult Ca®* ionok az EF-hand struktirdkhoz —kotédve
megvaltoztatjdk a fehérje masodlagos szerkezetét és ez a kalcium-
kalmodulin komplex a sejtben szamos célmolekulat (pl. kindzok) aktival,
amelyek tovabbi koélcsonhatasokkal ,,lancreakcid-szerien” kozvetitik a
szignalt a sejtmagig (Zielinski 1998).

A kalmodulinok elsddleges szerkezete nagymértékben konzervalt az
eukariota vilagban. Altalaban kis méretti, kb. 17 kDa nagysagu fehérjék.
Harmadlagos szerkezetiik sulyzora emlékeztet, amelyben a két globularis
domént egy a-hélix linker régid kapcsolja dssze. Ez a szerkezet nagyfoku
rugalmassagot biztosit a molekuldnak, amely a mas proteinekkel vald
kolcsonhatasokban jatszik fontos szerepet. A novényi kalmodulinok négy
Ca’"-kété doménnel, un. EF-handdel rendelkeznek (Roberts és Harmon
1992; Zielinski 1998). Az EF-hand struktira koézponti része 12
aminosavbol all, amelyek a térben hurkot (loop) alkotnak és a Ca** ionok
megkdtését végzik. Ezt mindkét oldalrdl tovabbi 10-12 aminosavbdl allo
a-hélixek (E és F) hataroljak. Egy EF-hand hurokban a Ca®' ionok
pentagondlis bipiramis szerkezetet alakitanak ki. A Ca®" megkotésében a
12 aminosavbol csak hat (az 1, 3, 5, 7, 9 és 12-es pozicidban 1évd) vesz
részt. Ezen aminosavak cseréje a kotoképesség elvesztéséhez, vagy
annak megvaltozadsdhoz vezethet, megnovelheti példdul a loop mas
fémionokhoz (pl. Mg?*") valé affinitasat (Nakayama és mtsai 2000).

Bar a  kalmodulinok  6nmagukban  nem  rendelkeznek
enzimaktivitassal, a sejtekben tobbféle funkcidjuk is lehet. Legfébb
szerepik az, hogy a fent emlitett modon kulcsszerepet jatszanak a sejt
érzékelési folyamataiban; a citoszolikus Ca”" szint valtozasanak hatésara

kilonboz6é jelatviteli utvonalakat kapcsolnak be, amely végil a
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génexpresszids mintdzat megvaltoztatdsa révén hozzasegiti a novényt,
hogy a kornyezeti hatdsokhoz minél hatékonyabban alkalmazkodjon
(Campbell 1996). Szamos szerz6é felveti ugyanakkor, hogy a
kalmodulinoknak éppen hatékony Ca’*-koté képességiiknél fogva fontos
szerepe lehet a sejten beliili Ca®" koncentracié szabélyozasaban is. Mivel
a stressz hataséra a citoszolban hirtelen megndvekedett Ca®" szint elérheti
a citotoxikus értéket is, valoszint, hogy e fehérjéknek a szabad Ca®'
megkdotése altal fontos detoxikald szerepe is van (Gilroy és mtsai 1987).
Ez a folyamat hozzasegitheti tovabba a sejtet, hogy mieldbb
visszaéallhasson a stressz el6tti ionkoncentracid (Gilroy €s mtsai 1986;
Braam 1992a), és igy az készen allhasson az ujabb stresszek
érzékelésére. A kalmodulinoknak ezenkiviil szerepiik lehet még az
ioncsatorndk szabalyozdsdban (Kung ¢s mtsai 1992), valamint
mikrotubulusok elrendezddésének szabalyozasaban is (Cohen és Klee

1988).
1.7.2. A ,,PR” gének és a PR10 géncsalad

A kedvezdtlen kornyezeti valtozasok védekezd reakciok beinduldsat
eredményezik, amelyek az élettani, morfologiai és biokémiai valaszok
mellett jelentds génexpresszids valtozasokat is jelentenek. Az abiotikus
stresszek mellett a novények a szabadban szamos biotikus stressznek is
ki vannak téve (gombas és bakteridlis fertézések, parazita ndvények,
allati kartevok). A védekezési mechanizmusok bekapcsoldsa szamos gén
indukciojat foglalja magaba (6sszefoglalé: Hammond-Kosack €s Jones

1997), amelyek koziil legismertebbek a fenilpropanoid szintézis ut
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enzimeit (fenilalanin-ammonia-liaz (PAL), salkon-szintaz (CHS), salkon-
izomeraz (CHI), stb.) kédolé gének. E mésodlagos anyagcsereutvonal
beinditdsaval szamos antimikrobidlis hatdsa  (fitoalexinek) ¢&s
sejtfalerdsitd (lignin) anyagot szintetizal a ndvény. Ezek mellett a

5

patogének elleni szerkezeti ,,védogatak™ erdsitésében fontos szereppel
birnak a hidroxiprolinban gazdag glikoproteinek (HRGP) és peroxidazok.
A kitinaz és pektindz a patogének sejtfalanak degradacidjaban, a -1,3
glikandz ¢és lipoxigendz enzimek pedig a fert6zésre adott valaszok
tovabbvitelében jatszanak szerepet. A patogén fertdzésre valaszolo gének
Bér a patogén tamadéasok, vagy az ahhoz hasonld koriilmények
soran indukéalodo gének fehérjetermékei mind felépitésiikben, mind
funkciojukban gyokeresen eltérhetnek egymastol (Dixon és Lamb 1990;
Dixon és mtsai 1994), azokat Osszefoglaldé néven PR (pathogenesis-
related; patogenezissel Osszefliggd) géneknek nevezziik (van Loon és
mtsai 1994). E géncsalad tagjai a novényekben széles korben elterjedtek.
Stresszmentes  korilmények kozott csak nyomnyi mennyiségben
termelddnek, de koncentracidjuk sokszorosara nd patogén tamadasok ¢&s
mas stresszek hatasara. Az utobbi évtizedben leirt nagyszamu ¢€s sokféle
PR fehérje miatt a PR gének osztalyozasdban a kezdeti 5 csalddon kiviil
(PR 1-5) tovabbi 6 csalad (PR 6-11) Iétrehozasa valt sziikségessé (van
Loon és mtsai 1994). A 11 csalad tagjainak szdma ma mar 100 f616tt van,
amelyek tobbsége extracelluldris protein: megtermelddése utan kikertl a
sejtbdl és ott fejti ki hatasat.
Kiilon csaladba (PR-10) tartoznak a kisebbséget alkot6 sejten beliili

(intracellularis - IPR) fehérjék. E csalad elsé képviseloit Somssich és
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mtsai  (1986; 1988) petrezselyembdl izolaltdk. Azota szamos
novényfajban felfedezték mar dket, tobbek kozott a kétszikii borsdban
(Fristensky ¢s mtsai 1988; Chiang és Hadwiger 1990), burgonyaban
(Matton és Brisson 1989), babban (Walter és mtsai 1990), szdjaban
(Crowell és mtsai 1992) és lucernaban (Breda ¢€s mtsai 1996), valamint
az egyszikl aszparatuszban (Warner és mtsai 1992), liliomban (Huang és
mtsai 1997) és cirokban (Lo és mtsai 1999) is. E fehérjék kozel azonos
nagysaguak (kb. 16 kDa) és egymassal nagyfoki homoldgiat mutatnak,
ezért feltételezhetden valamennyien egy k6zos 6sbdl alakultak ki.

A géncsalad képvisel6i a legtobb novényben tobb kopiaban fordulnak
elo (Iturriaga és mtsai 1994; Wang és mtsai 1999) és indukcidjukat a
stresszek széles skaldja képes kivaltani. Mindez azt sugallja, hogy e
gének a novényben fontos szereppel birhatnak a karos kornyezeti hatasok
elleni védekezésben, bar az altaluk kodolt fehérjék biologiai funkcidjarol
jelenleg csak sejtéseink vannak. A géncsaldad egyes tagjai a zeller
(Breiteneder és mtsai 1995), illetve kiilonbdz6 fak pollenjében talalhato
allergén fehérjékhez (Breiteneder és mtsai 1989) mutatnak hasonlosagot.
Szamos PR10 fehérje ribonukledz aktivitdssal rendelkezik (Walter és
mtsai 1996; Bufe és mtsai 1996), és mint ilyen, feltételezhetden szerepe
van a sejten beliili degradacios és érési folyamatokban (Moiseyev ¢s

mtsai 1994; Moiseyev és mtsai 1997).
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2. CELKITUZESEK

A novényi ¢€loskodés molekuldris alapjainak megértését célzo
kutatasok 1992-ben kezdddtek meg a go6dolléi Mezdgazdasagi
Biotechnolégiai Kutatokézpont Molekularis Genetikai Intézetében dr.
Lados Miklds vezetésével. Modellrendszeriil a hazai mezdgazdasag egyik
legjelentsebb pillangds takarmanynovényét, a lucernat és €loskodojét, a
herefojté arankat valasztottdk. Az arankafajok (és altalaban a parazita
novények) molekularis vizsgalata vilagszerte ujkeleti témanak szamit, ezért
a kutatocsoportra vart a mas novényekre mar széles korben alkalmazott
alapvetd technikdk kidolgozésanak é&s adaptdlasanak feladata is. A
kutatasok ezért két iranyban indultak el. A csoport célja egyfel6l az aranka
laboratoriumi (liveghazi és in vitro) koriilmények kozotti fenntartasanak
kidolgozédsa volt, amely egyuttal alapul szolgalt a késébbi génbeviteli
transzforméacids kisérletekhez. Ezzel parhuzamosan korszerli molekuléris
genetikai technikak alkalmazasaval megindult a lucerna-aranka kapcsolat
molekularis tanulmanyozasa is. Jomagam 1996-ban kapcsolodtam be az

¢l6skodés molekularis biologiai hatterének vizsgélataba.

Munkam célkittizései a kovetkezok voltak:

- Olyan lucerna és/vagy aranka eredetli gének azonositdsa, amelyek

expresszidja megvaltozik a parazitakapcsolat kialakuldsa soran.
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Az izolalt gének jellemzése elsddleges szerkezetiik alapjan,
valamint feltételezett szerepiik eldrejelzése mas novényekbdl

ismert homologidk felhasznalasaval.

Az azonositott gének expresszios analizise: a parazitizmus soran
fellépd, és mas, természetes koriilmények kozott gyakori
abiotikus és biotikus stresszek, valamint hormonalis valtozasok

hatasanak vizsgalata az izolalt gének kifejezddésére.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Felhasznalt anyagok
3.1.1. Vegyszerek

Kisérleteinkhez, ahol azt kiilon nem jeloltik, a Sigma, Serva ¢s
Reanal cégektdl vasarolt vegyszereket hasznaltuk. A restrikcios

endonukleazokat a Fermentas és Promega cégektdl szereztiik be.

3.1.2. Baktériumtorzsek

A klonozdsi munkdkhoz az Escherichia coli DHSo (supE44
AlacU169 (®80 lacZAM15) hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl)
torzsét (Hanahan 1983) hasznaltuk.

A patogén kezelés soran a Xanthomonas campestris pv. alfalfae és a
Pseudomonas syringae pv. pisi novénypatogén térzsekkel dolgoztunk. A
baktériumtorzseket RE. Stahl (University of Florida) és J. Schmidt
(INRA, Vesailles) szives hozzajarulasaval Prof. Robert Esnault (Gif-Sur

Yvette, Franciaorszag) bocsatotta rendelkezésiinkre.
3.1.3. Taptalajok
Az E. coli bakterialis és fag munkékhoz LB és NZY komplett taptalajt

(Sambrook és mtsai 1989) hasznaltunk, amelyet a megfelelé anyagokkal

(MgCl,, antibiotikumok, X-gal, IPTG) egészitettiink ki.
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A novénypatogén baktériumokat antibiotikum-mentes YDA téptalajon

(10g/L gliikédz, 5g/L élesztokivonat, Sg/L pepton), 30°C-on ndvesztettiik.

3.1.4. Primerek

Munkank soran a primereket az alkalmazott technikdknak

megfelelden vélasztottuk meg.

Technika primer neve szekvenciaja hossza (nt)
Differential display H-T;;G 5°- aag ctt ttt ttt ttt g -3’ 16
H-T;,C 5’- aag ctt ttt ttt ttt ¢ -3° 16
H-AP1 5’- aag ctt gat tgc ¢ -3’ 13
H-AP2 5’- aag ctt cga ctgt -3’ 13
H-AP3 5’- aag ctt tgg tca g -3’ 13
H-AP4 5’- aag ctt ctc aac g -3’ 13
H-AP5 5’- aag ctt agt agg ¢ -3’ 13
H-AP6 5’-aag ctt gcaccat-3’ 13
5" —=RACE CM1 5’- att cgg agc gac tca tca tc -3° 20
CM2 5’- aga atc agc atc aac gtt tc -3’ 20
PR1 5’- gta att agg gtt tgc cac gac g -3’ 22
PR2 5’- ccce tgt tee tee tac caa ge -3° 20
Szekvencia- T7 5’- aat acg act cac tat agg geg -3’ 21
meghatarozas T3 5’- att aac cct cac taa agg gaa c -3’ 22
SK 5’- tct aga act agt gga tcc ccc -3° 21
KS 5’- cga ggt cga cgg tat cgataa g -3° 22
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3.1.5. Munkank soran hasznalt és létrehozott plazmidok

pBluescript I SK+ (Stratagene)  Altalanos klonozo vektor

pGEM-T Easy (Promega) Altalanos kl6nozo vektor

pTB15 pSK::EcoRV A PPRGI ¢DNS DD-vel azonositott 3 vége (213 bp)
pITB16 pSK::EcoRV A PPRGI ¢cDNS RACE-vel azonositott 5° vége (397 bp)
pTB21 pSK::EcoRV A PPRG2 ¢DNS DH-val azonositott 3’ vége (599 bp)
pTB50 pSK::EcoRV A PPRG2 ¢DNS DH-val azonositott 3’ vége (552 bp)
pTB215 pGEM-T Easy A PPRG2 ¢cDNS RACE-vel azonositott 5’ vége (343 bp)

3.2. A novények kezelése

3.2.1. Novények nevelése iiveghazban és fitotronban

A Kompolton gyjtott aranka (Cuscuta trifolii, Bab. et Gibs) és lucerna
(Medicago sativa bv. Verko L.) magvakat Dr. Bdécsa Ivan, a G6dolloi
Agrartudoméanyi Egyetem Fleischman Rudolf Intézetének professzora
bocsatotta rendelkezésiinkre. A magvakat a felhasznalasig sotétben, 4-6°C-
on taroltuk.

A lucerna magvakat Florasca ,,B” tipusu viragfoldbe vetettiik 1-1,5 cm
mélyre. A gombas fert6zések megakadalyozasara a talajt a vetéssel
egyidében és 3 héttel utdna Previcur 607 (hatéanyag: propamocarp)
0,15%-0s oldataval kezeltiik. Az tiveghdzban tartott ndvényeknél tavasztol
6szig nem alkalmaztunk mesterséges megvilagitast. A fitotronban tartott
novényeket normal koriilmények (16/8 h fény/sotét fotoperiddus, 80%

relativ paratartalom és 23+2°C) mellett neveltiik.
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Az aranka magvak kemény héjat csirdztatas eldtt 20 percig cc. HoSOu-
ben val6 aztatassal tavolitottuk el, a magvakat desztillalt vizben 5-7-szer
alaposan mostuk, majd nedvesitett sziirOpapiron petri csészében,
szobahdmérsékleten, sotétben csiraztattuk (Bakos és mtsai 1995). A
csirazd magvakat naponta kiemeltiik és az tiveghazban nevelt fiatal (4-8
hetes) lucerna novénykék kozelébe helyeztikk, ahol azok tovabbi

novekedésiik soran megtalaltak gazdandvényeiket.

3.2.2. A névényi mintak gyijtése

4. 4bra. A kisaranka és a lucerna kozott kialakuld parazita kapcsolat. A keretezett részek
a vizsgalatokhoz hasznalt kiilonb6z6 szoveti mintakat jelzik: 1. Egészséges lucerna
novény, II. A szivogyokeret is tartalmazo aranka-lucerna minta, III. A lucernaval még
nem érintkez06, szivogyokérrel nem rendelkezd aranka.

A differential display-hez és differencial hibridizaciohoz hasznalt
ndvénymintdkat tiveghazban nevelt novényekrdl gytjtottiik.

Az arankdval nem érintkezd lucerna minta (I) csak a lucerna szarat
tartalmazta, a nem parazitdlo aranka mintdba (III) csak a mas aranka
szarakkal sem érintkezd, intenziv ndvekedésben 1évé arankahajtast
gyujtottikk. A parazita régiot (II) tartalmazo minta kizardlag a két novény
egymassal szorosan érintkezd, kifejlett hausztoriumot is tartalmazd
szardarabjait foglalta magaba (4. abra).

A stresszkezelések soran a kezelt lucerna novénykék harmas 6sszetett
leveleit gytjtottik. A megfeleld inkubacids id6 elteltével a levélkéket az
eltdvolitast kovetden azonnal folyékony nitrogénben lefagyasztottuk és

felhasznalasig —70°C-on taroltuk.
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3.2.3. Stresszkezelések

A gének  kulonbozé  kémiai  anyagokra  (fitohormonok,
szignalmolekulak) bekovetkezd transzkripcios valtozasait fiatal, 6-10
hetes, lucerna hajtasokon vizsgaltuk. Az egészséges lucerna hajtasok 3-4
Osszetett levélkét tartalmazo felsd részét levagtuk, és olyan Eppendorf
csovekbe allitottuk, amelyek tetejét és aljat eldzoleg eltavolitottuk.
Ezutan a hajtaskakat steril desztillalt vizbe allitottuk és egy &jszakan at
hagytuk akklimatizal6dni. Mésnap reggel a novények mozgatdsa nélkiil a
vizet dvatosan eltavolitottuk és a kezeléshez hasznalt anyagok 100 pM-
os oldatara cseréltiik. A s6 €s ozmotikus stresszhez NaCl 2%-os illetve
PEG6000 10-30%-0s oldatat hasznaltuk. A mintédkat ezutan az adbrakon
feltiintetett inkubacios idok elteltével gytjtottiik.

A mechanikai stresszkezeléseket cserepes ndvényeken, tiveghazban
végeztiik az alabbiak szerint: Erintés: a levélkéket 20-szor egymas utan
gyengéden két ujjal 1 mp-re megfogtuk, majd 1 mp-re elengedtiik. Esd: a
novényeket 200 ml desztillalt vizzel kb. 50 cm-rél permeteztiik, amig a
cseppecskék a levelek 80-90%-an megjelentek. Szél: 1000 W-os
hajszaritoval a leveleket kb. 1 m-rél nem melegitett levegdvel 1 percig
fajtuk. Sebzés: a levélkéket egyenként érszoritd csipesszel haromszor
megfogtuk, hogy az lathato sebet hagyjon.

A hideg (4°C) és hokezelést (42°C) megel6zden 2 napig a cserepes
novényeket fitotronban a fent leirt normal koriilmények kozott tartottuk,
majd a homérsékletet 10-15 perc alatt a kivant héfokra valtoztattuk és a

kezelés teljes ideje alatt ott tartottuk.
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A patogén kezelések soran 6 hetes lucernanovénykék leveleit a fondk
felol injekcios fecskendd segitségével infiltrdltuk O/N novesztett
Xanthomonas campestris pv. alfalfae €s Pseudomonas syringae pv. pisi
baktériumkulturak 10 mM-os MgCly,-ban felvett, kb. 10° sejt/ml
toménységli szuszpenzidjaval. Indukcids kontrollként steril oldatot
hasznaltunk. A fertdzott leveleket a feltiintetett idépontokban gytjtottiik
be.

Minden kezelést legalabb két ismétlésben, az indukcios koriilmények
valtozatlanul hagyasaval végeztiink el. A kezelések folyaman fokozottan
tigyeltiink arra, hogy a novények mas, zavard hatasnak ne legyenek

kitéve!

3.3. Miiveletek nukleinsavakkal
3.3.1. RNS tisztitasa ndvényi szovetekbol

A totdl RNS mennyiséget a novényi szovetekbdl Verwoerd €s mtsai
(1989) modszerével tisztitottuk. A novényi szoveteket folyékony
nitrogénben elporitottuk, 0,2 M Na-acetat (pH 5.,0), 1%-os SDS, 10 mM
EDTA oldat és fenol 1:1 ardnyt keverékével, majd 2-szer fenol-kloroform
(1:1) eleggyel, végiil kloroformmal extrahaltuk és 1 tf 10 M LiCl-dal
kicsaptuk. A csapadékot 2,5 M LiCl-ban és 2-szer 75%-0s etanolban

mostuk, szaritottuk és felhasznalasig -20°C-on taroltuk.

3.3.2. Novényi 6ssz-DNS tisztitasa
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A novényi szovetek 6ssz-DNS-€t a Shure és mtsai (1983) altal leirt

modon izolaltuk.

3.3.3. Plazmid DNS tisztitas

A vizsgélatokhoz sziikséges plazmid DNS-t az ,alkalikus lizis”
modszerével tisztitottuk (Birnboim és Doly 1979). A szekvencia
meghatarozashoz hasznalt DNS oldatbdl RN-4z A enzimmel degradaltuk
az RNS-t (37°C 30 perc), majd a DNS-t egy 6ran keresztiil jégen tartva
13%-0s PEG6000, 1,6 M NaCl oldattal csaptuk ki, 75%-o0s etanolban

kétszer mostuk, szaritottuk és 20-50 ul desztillalt vizben oldottuk vissza.

3.3.4. Emésztés restrikeios endonukleazokkal

A bakteridlis plazmid DNS-eket 10-20 pl reakcidtérfogatban a gyartd
altal javasolt pufferben 37°C-on 1-2 6ran at emésztettiik. A névényi 6ssz-
DNS mintdkat 200 pl reakcidtérfogatban 100-150 U enzimmel egy

¢jszakan at inkubaltuk.

3.3.5. DNS fragmentumok elvalasztasa

A restrikciés emésztés €s a PCR soran keletkezd DNS
fragmentumokat 1%-os agardz gélen valasztottuk el 1 mg/l etidium-

bromidot tartalmazé TBE (90 mM Tris-HCI, 90 mM bérsav, 20 mM
EDTA) pufferben és UV fényben tettiik lathatova.
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3.3.6. DNS izolalasa agaréz gélbol

A kivant DNS fragmentumokat az agar6z gélbol a QIAEX II Gel
Extraction Kittel (QIAGEN) izolaltuk a gyart6 utasitasait kovetve.

3.3.7. A polimeraz lincreakcio (PCR — polymerase chain reaction)

Munkénk soran a PCR reakciokhoz - amikor rendelkezéstinkre allt - a
gyartok altal eloirt kondicidkat alkalmaztuk. A tobbi esetben a reakcidkat
30-50 pl végtérfogatban 1-100 ng DNS templatot, 1,5 mM MgCl,-ot, 30-
50 pmol primert, 0,4 mM dNTP mixet, megfelel puffert és 1 U Taq
polimerdaz enzimet (Promega) tartalmazo -eleggyel végeztik. A
reakcioelegyet a denaturalés (5 perc 95°C) utan 30-35 ciklusban 94°C-on
30 mp-ig, 50°C-on 30 mp-ig és 72°C-on 1 percig inkubaltuk, majd 72°C

10 perces elongacid utan 4°C-on taroltuk.

3.3.8. PCR termékek klonozasa

A PCR sordn kapott fragmentumokat EcoRV restrikcios
endonukledzzal emésztett pSK+ vektorba épitettiik. A PCR reakci6 utan
a kapott terméket feltoltottiik (a kész PCR reakcidhoz 2 ul 10 mM dNTP
keveréket és 5 U Klenow enzimet adtunk, majd 37°C-on 30 percig
inkubéltuk), és szétvéalasztas (agar6z gélelektroforézis) utdn a gélbdl
visszaizolaltuk. A fragmentumokbol kb. 100 ng-ot a vektorral 1-10

vektor-fragment moléaris ardnyban Osszekevertiink és 10 pul
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végtérfogatban rATP jelenlétében 1 U T4 ligdz enzimmel egy ¢jszakan

keresztiil 8°C-on ligaltunk.

3.3.9. Plazmid DNS bejuttatisa baktérium sejtekbe

A transzformalashoz hasznalt E. coli DH5a kompetens sejteket Inoue
¢s munkatarsai (1990) modszere szerint készitettik és 100 ul -es
aliquotokban felhasznalasig —70°C-on taroltuk. A transzformalds sorén a
sejteket a bejuttatandd plazmid DNS-sel 6sszekevertiik, 30 percig jégen
tartottuk majd 42°C-on 30 mp-ig hdsokkoltuk és tovabbi 5 percig jégen
inkubaltuk. Az X-galt és IPTG-t tartalmazé szelektiv szilard taptalajra
szélesztés elott 40 percig antibiotikum-mentes folyékony tapoldatban
37°C-on regeneraltuk a sejteket. A felndtt kolonidkat masnap a kék-fehér

szelekcid segitségével valogattuk szét.

3.3.10. DNS szekvencia meghatirozasa

A DNS klonok nukleotid-sorrendjét Sanger €s mtsai (1977) dideoxi-
terminacios moddszerével a SequiTherm Cycle Sequencing Kittel
(Epicentre, USA) hataroztuk meg. A reakcidkat 6%-os poliakrilamid
gélen TBE pufferben valasztottuk el, majd a gélt 3MM Whatmann
papiron 2 oran keresztiil széritottuk és egy éjszakan at X-Omat AR
(Kodak, Rochester, NY, USA) filmre exponaltuk. A leolvasott

szekvenciaadatokat a Genetics Computer Group (Wisconsin, USA)
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programcsomagjaval, valamint a FASTA (Pearson és Lipman 1988) ¢és

BLAST (Altschul és mtsai 1997) programokkal analizaltuk.

3.3.11. Differential display

A differential display-hez (Liang és Pardee 1992) a fent leirtak alapjan
izolalt totdl RNS mintdkbdl indultunk ki. Mintanként 10 pg RNS-t 10 U
RQ DN-azzal (Promega Corporation, UK) kezeltiink (37°C 30 perc),
majd felhasznaldsig 300 ng-os aliquotokban liofilizdlva —70°C-on
taroltuk. A differential display-hez az RNA Image Kit-et (GenHunter
Corporation, Nashville, USA) hasznaltuk €s mindenben a gyart6 altal
leirt protokol alapjan jartunk el. Az els6 szal cDNS szintézishez a kitben
talalhatdé HT;;G és HT;;C horgony (anchor) primereket hasznaltuk, az
ezt kovetd PCR reakcidhoz pedig 6 arbitrary primert (H-AP1-t61 H-AP6-
ig). A tovabbiakban a szekvenalasnal leirtak szerint jartunk el. Exponalas
elott a rontgenfilmet alaposan rogzitettiik és orientaltuk. Elohivas utan a
kiilonbséget mutatd fragmentumokat a gélbdl visszaizolaltuk (10 perc
forralas desztillalt vizben, kicsapas) és ismételt PCR reakcidban

felszaporitottuk 6ket.

3.3.12. ¢DNS klontar készitése, amplifikalasa és szabaditasa

A c¢DNS szintézishez 5 pg mRNS mintabol indultunk ki, amelyet a
lucerna-kisaranka parazita kapcsolatbdl szarmazo ©6sszZRNS mintabdl
Oligotex-dT mRNA Kittel (QIAGEN) tisztitottunk. A ¢cDNS klontar

készitése, amplifikalasa és szabaditdsa soran a ZAP-cDNA (Stratagene,
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San Diego, CA) Kitet a gyarto eldirdsainak megfelelden alkalmaztuk. Az
atlagos inszertméret megallapitdsahoz a PCR reakciokban az SK és KS
primereket ¢és a 3.3.7. fejezetben leirt kondiciokat alkalmaztuk. A
felszaporitott klontar titerét meghataroztuk, majd a fagszuszpenziot 7%
DMSO hozzaaddsa utdan 1 ml-es aliquotokban -70°C-on taroltuk. A
szabaditas utan kapott plazmidkeveréket 100 ng/ml koncentraciojira
higitottuk és ebbdl 1 pl-t hasznaltunk a differencial-hibridizaciot megel6-

70 transzformalashoz.

3.3.13. 5’ —RACE (rapid amplification of cDNA ends by PCR)

A csonka cDNS-ek hianyzd, 5° végét e mddszerrel (Frohman és mtsai
1988; Harvey ¢és Darlison 1991) azonositottuk. A klénok ismert
bazissorrendje alapjan a cDNS-ekre azok 5° vége felé ir6 20-26
nukleotidbdl allé rovid inditoszekvencidkat (primereket) terveztiink. A
PPRGI esetében a kiilsd primerrel (CM1) a parazita kapcsolatbol
szarmazd totdl RNS-b6l reverz transzkripcidt, majd termindlis
transzferazzal elvégzett ,,farkazas” utan elsd kor PCR-t, illetve a bels6
primerrel (CM2) masodik kér PCR-t végeztiink. A PPRG2 esetében a
cDNS kldontarbol végeztiik az elsé kor PCR-t (PR1 és SK primerekkel),
majd a belsd primerrel (PR2) a masodik kor PCR-t. Mindkét esetben a
masodik PCR reakciokbol kapott termékek koziil a megfeleld

nagysaguakat klonoztuk €s szekvenaltuk.

3.3.14. DNS fragmentumok radioaktiv jelolése
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A hibridizaciés probaként hasznalt DNS fragmentumokat o->2P-
dATP-vel jeloltik a random priming (Feinberg és Vogelstein 1983)
modszerével. Az elsé szal cDNS probakat 10 pg total RNS-bol kiindulva

Sambrook és munkatarsai (1989) szerint készitettiik.

3.4. Hibridizaciés technikak

3.4.1. Differencial-hibridizacio

A differencial-hibridizaciohoz a bakteriofagokbol szabaditott plazmid
DNS-t  tartalmazé  baktériumok  kozil kék-fehér szelekcioval
kivalasztottuk az inszertet taralmazo klénokat, majd a kolonia
hibridizacional leirtak szerint jartunk el. A mintdkat tartalmazé
membranokat mindharom vizsgalt mRNS populédciobol (3.2.2. fejezet)
szintetizalt jelolt els6 szal cDNS probaval hibridizaltuk. Két hibridizacio
kozott a radioaktiv probat a filterrél 0,1%-os SDS-ben torténd 3 perces

forralassal tavolitottuk el.

3.4.2. DNS-DNS ,,Southern” hibridizacio

A restrikcids endonukleazokkal emésztett novényi 6ssz-DNS mintakat
0,8%-0s agardz gélben valasztottuk el, majd denaturalas (2x20perc 0,5 M
NaOH, 1,5 M NaCl) és neutralizalas (2x20 perc 0,5 M NacCl, 0,5 M Tris-
HCI pH=8) utan 10xSSC pufferben Zeta-Probe nylon membranra (Bio-
Rad) blottoltuk (Southern 1975) és 80°C-on 2 6ras siitéssel (Sambrook ¢€s
mtsai 1989), majd UV crosslinkkel fixaltuk. A hibridizaciét random
priminggal jelolt proba DNS-sel, Church pufferben (Church és Gilbert
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1984) 20 oran keresztill végeztik 65°C-on, majd ugyanezen a
hémérsékleten 2-szer 30 percig 0,1% SDS, 2xSSC oldataval mostuk. A
hibridizaciés képeket Hyperfilmen (Amersham) tettiik lathatova és az
Adobe Photoshop program (Adobe Systems) segitségével formaztuk ¢€s

feliratoztuk.

3.4.3. DNS-RNS ,,northern” hibridizacio

Mintanként 20 pg totdl RNS-t megfeleld kezelés utan 1%-os
denaturalo formaldehides agar6z gélen valasztottunk el (Sambrook és
mtsai 1989), majd 20 percig 10xSSC-ben mostuk. A blottolast és a
hibridizaciét a Southern hibridizécional leirt modon végeztiik. Specifikus
probaként a TB16 (PPRGI) és a TB21 (PPRG2) klénok jelolt inszertjeit

hasznaltuk.

3.4.4. A ,,reverse northern” hibridizacio

A PCR termékeket 3 ismétlésben 1%-os agar6z gélen elvalasztottuk,
blottoltuk, majd a filtereket a kiilonb6z6 széveti mintakbdl szarmazoé elsd

szal cDNS probakkal a 3.4.1. fejezetben leirtak szerint hibridizaltuk.

3.4.5. Kolonia hibridizacio

A baktérium kolénidkat nylon membrannal lefedett szilard taptalajra
tettik és egy éjszakan at 37°C-on novesztettiik. A felndtt kolonidkat

feltartuk (7> 0,5 N NaOH, 1,5 M NaCl; 2x5* 0,5 M Tris pH 7.5, 1.5 M
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NaCl; 2’ 2xSSC), majd a Southern hibridizacioénal leirt moédon fixaltuk és
hibridizaltuk.
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4. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

4.1. A PPRG (plant-parasite responsive gene) gének izolalasa

A parazitizmus molekularis genetikai hatterének vizsgélatdhoz
elengedhetetlen az éloskddésben szerepet jatszd gének izoldldsa és
jellemzése. Munkank soradn a lucerna (Medicago sativa L.) és a kisaranka
(Cuscuta trifolii Bab. et Gibs.) modellrendszerbdl olyan gének
azonositdsa volt a célunk, amelyek a gazdandvényben és/vagy az
¢loskoddben a fertdzés hatdsdra megvaltozod expressziojukkal utalnak
esetleges  szerepiikre a  parazitakapcsolat 1étrejottében illetve
fenntartasaban. Ennek érdekében két kiilonboz6 technika segitségével
vizsgaltuk az érintetlen és fert6zott gazdandvényben, valamint a
parazitdban bekovetkezd transzkripcios véltozasokat. Az expresszids
kiilonbséget mutatd gének kiemelése és jellemzése soran kapott

eredményeket részletezik az alabbi fejezetek.

4.1.1. A PPRG1 izolalasa
4.1.1.1. A TB1S izolalasa differential display-vel

Mivel munkank kezdeti szakaszaban nem allt rendelkezésiinkre a
parazita régiobol késziilt cDNS klontar, az expresszios kiilonbségek
kimutatasara a differential displayt vélasztottuk. A reakcidkhoz harom
kiilonb6z6 szdveti mintat hasznaltunk. Az érintetlen lucerna szarbdl, a
nem parazitdlo arankabdl és a mindkét novényt tartalmazd parazita
régiobdl (4. abra) total-RNS-t tisztitottunk. A reverz transzKkripciot €s a

PCR reakciokat két horgony (anchor) primer (H-T,C és H-T1,G), illetve
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hat véletleniil kik6tdddé (arbitrary) primer (H-AP1 — H-AP6) felhasz-
nalasaval végeztiik el. A reakciok kiértékelése soran csak a 100 - 400 bp
nagysagui fragmentumokat vettilk figyelembe, mivel az ennél kisebb
fragmentumok viszonylag nehezen kezelhetéek ¢és kozottik a téves
pozitivak ardnya is nagyobb. Ebben a mérettartomanyban Osszesen 42
olyan fragmentumot izolaltunk, amelyek a vizsgalt szovetekben
expresszios kiilonbséget mutattak. E fragmentumokat a PCR-rel tortént
felszaporitast kovetéen reverz northern hibridizacidval teszteltik. A
hibridizéciés kép alapjan 13 fragmentumot valasztottunk ki klonozésra.
Mivel az izolalt, PCR-rel felszaporitott fragmentumok tobbféle cDNS-t is
reprezentalhatnak, a cDNS-ek sokféleségét a klonozast kdvetden azok
kereszthibridizaciojaval ellendriztiik: az egy fragmentumbdl szarmazéd
parhuzamos klonokat nylon membranra blottoltuk, majd e klonok
inszertjeit sorban hibridizaciés probaként haszndlva néztik a klonok
egymassal mutatott azonossagat. Megallapitottuk, hogy a 13 fragmentum
mintegy 20 féle cDNS-t reprezentdl. Az ellendérzé6 northern
hibridizaciéban a 20 klon kozil 12 adott értékelhetd jelet, a parazita
fertdzésének hatasara pedig egy klon (TB15) mutatott expresszios
valtozast. E klon mRNS szintje a kezeletlen lucerna és aranka
szovetekhez képest szamottevoen megemelkedik a parazita régioban (5.
abra). Mivel a partnerndvények érintetlen szoveteiben csak a lucerna
mintaban észleltliink alig kimutathatd expressziot, feltételeztiik, hogy a
TB15 cDNS megtalalhat6 a lucernaban.

Megallapitottuk, hogy a TBI15 klon egy 213 bp hosszisagu
fragmentumot tartalmaz, amelyben egy 59 aminosavbol allé nyitott

leolvasasi keretet (ORF), egy rovid 3° nem-transzlalodo régidt, valamint
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5. dbra. A TB15 c¢DNS northern analizise. Erintetlen lucerndban (M) alacsony, mig a
parazita régioban (P) magas mRNS szintet mutattunk ki. Arankaban (C) nem kaptunk
kimutathatd hibridizaciét. A gélre felvitt RNS-ek mennyiségét a 28S riboszomalis RNS
(rRNS) etidium-bromidos festése mutatja.

az eukariota cDNS-ek 3° végére jellemz0 poliA farkat talaltunk. Mivel a
bazissorrend nem tartalmazott transzlacids startkodont (ATG),
feltételeztiik, hogy az izolalt fragmentum nem a teljes hosszusagi cDNS,
hanem annak 3° végével fed at. Ezért sziikségessé valt a teljes

hosszusagu cDNS hidnyzo 5° végének izolalasa és jellemzeése is.

4.1.1.2. A TB16 izolalasa 5°-RACE moédszerrel

A cDNS hianyzo6 darabjanak kiemeléséhez a TB15 klon inszertjének
ismert bazissorrendje alapjan két, a cDNS 5° vége felé ir6 primert (CM1
¢s CM2) terveztiink. Ezek segitségével a parazita régiobol szarmazd
mRNS populéciobol reverz transzkripcid és PCR segitségével szamos
fragmentumot szaporitottunk fel, amelyek koziil a legnagyobbakat
klénoztuk és szekvenaltuk. A leghosszabb fragmentum (397 bp)
nukleotid-sorrendjébdl megéllapitottuk, hogy az a megfeleld leolvasasi
keretben tartalmaz egy transzlaciés start kodont, 34 nukleotidra az 5’

végtol. A klon a TB16 jelolést kapta (6. abra).

6. dbra. A PPRGI klonozasa. A differential display primerekkel (1,2) kiemelt TB15
szekvencidja alapjan két, 5° iranyba ir6 nested primert (3,4) terveztiink. Ezek
felhasznalasaval izolaltuk a TB16-ot (5’-RACE), majd a teljes hosszisdgu szekvenciat

az atfedd részek segitségével illesztettiik 6ssze. A nyillal jelslt primerek: H-T1,G (1), H-
AP6 (2), CM1 (3), CM2 (4).
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A TBI15 és a TB16 klonok inszertjeinek 40 bazis hosszusagu atfedo
része alapjan osszedllitottuk a teljes cDNS bazissorrendjét (I. fiiggelék).
A teljes hossztiisagu cDNS a PPRGI (plant-parasite responsive gene 1)
nevet kapta (Génbanki azonositd: AJ295608).

4.1.1.3. A PPRG]1 jellemzése els6dleges szerkezet alapjin

A teljes hossziisagu PPRG1 ¢DNS 570 nukleotidbdl all, amelyen a 35-ik
nukleotidtol indul6 ORF egy 167 aminosav hosszusdga, 19,2 kDa
nagysaga fehérjét kodol. A PPRGI fehérjén 3 teljes szekvencidju EF-
hand motivum talalhat6 (13-25, 49-61 és 118-130. aminosavak), amelyek
jellemz6 masodlagos térszerkezetét a fehérje szamitogépes elemzése is
kimutatta (7. abra).

7. abra. A PPRGI1 fehérje aminosavsorrend alapjan eldrejelzett masodlagos szerkezete.
A fehérjén a harom, eltér hidrofilicitasu ,.konszenzus” EF-hand mellett megtalalhatjuk

a negyedik, feltételezett EF-handet, a rovid linker régiot, valamint a C-terminalis feldli
hidrofob farkat is.

A PPRGI1 feltételezett funkcidjanak ,.eldrejelzéséhez” a cDNS
szdrmaztatott aminosavsorrendjét Osszehasonlitottuk a szamitogépes
adatbankokban taldlhato szekvencidkkal. Szamos Ca’*-koté fehérjével
(kalmodulinok, kalmodulin-rokon fehérjék, pollen allergének) kaptunk
hasonlosagot (II. fiiggelék). Aminosav szinten a legnagyobb homologiat
(59%) egy ladfiibdl (Arabidopsis thaliana) izolélt érintés-indukalhatd
kalmodulin-rokon génnel (TCH?2) és egy olajfa (Olea europea) pollenbdl
izolalt allergén fehérjével (Pca23) kaptuk (8. abra). A TCH2 fehérje 161

aminosavbol all és négy feltételezett Ca*'-kot6 EF-handet tartalmaz
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(Braam és Davis 1990). A Pca23 feltételezhetden a pollenben zajld Ca*'-

figgd jelatviteli folyamatokban birhat szereppel (Ledesma és mtsai

2000).

8. abra. A PPRGI1 fehérje és homoldgjai. Roviditések: TCH2 (Braam & Davis
1990), Pca23 (Ledesma ¢és mtsai 2000), CaM (a konszenzus kalmodulin
aminosavsorrend a Swiss-Prot fehérje adatbazisbol).

A PPRGI1 protein kozponti részén a kalmodulinokra altalanosan
jellemz6 rovid 6sszekotd (linker) régid talalhatd. Ismert, hogy PPRGI-
gyel legkozelebbi rokon TCH2 egy 10 aminosav hosszusagu linkert
tartalmaz. Khan és mtsai (1997) a TCH2 6sszehasonlité modellezésével
megallapitottak, hogy a fehérje egy hélix linker régio segitségével
Osszekotott két globularis doménbdl all, és szerkezetét valdszintileg egy
diszulfid hid is stabilizalja. Ez alapjan elképzelhet, hogy a PPRGI1
fehérje a TCH2-hoz és a legtobb kalmodulinhoz hasonléan sulyzé alaku.

A PPRGI1 fehérje C terminalis végén egy 17 aminosav hosszisagu
erésen hidrofob aminosavakbol (izoleucin (I) és tirozin (Y)) allo farkat
talalunk. A cDNS szokatlanul rovid, minddssze 20 bp hosszusagu 3’
nemtranszlalodo (UTR) régiojaban megtalalhat6 a poliadenilacios szignal
(AAUNNN), illetve az mRNS-re destabilizalo hatassal 1évo (Gutiérrez és
mtsai 1999) downstream (DST) motivum (ATAGTT) is (I. fiiggelék).

Meglehetdsen szokatlan a Ca®"-koté fehériék kozott a PPRGI
szerkezetében taldlhatdé harom EF-hand struktdra. A kalmodulinok és a
Ca’'-kotd fehérjék altalaban paros szamG EF hand doménnel
rendelkeznek, amelyek a fehérje kozépso részét alkoto linker régid két

oldalan, megkozelitéleg szimmetrikusan helyezkednek el (kalmodulinok
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esetében 2-2). Ezzel szemben, mig a PPRG1 fehérje N-termindlisan
megtalalhatd mindkét EF-hand, a C-termindlison motivumkereso
programok segitségével csak egy EF-handet taldlunk. Az EF-handek
szekvencigjanak ismeretében azonban egy, a konszenzus EF-handre
erésen emlékezteté aminosavsorrendet fedezhetink fel a 82-94
aminosavak kozott is. E ,,negyedik” EF-handben megtalalhatoak az 1-es,
12-es illetve 13-as pozicidkban elhelyezked6 invarians D, E és L/F
aminosavak, amelyek jelenléte miatt elképzelhetd, hogy ez a régid is
fémion kotohelyként funkciondlhat. A ,szokvanyos” EF-handhez
viszonyitva az egyetlen fontos eltérés, hogy a 84-es pozicioban a
szokvanyos G helyett a nagyobb negativ toltéssel bird6 D aminosavat
talaljuk. Ez azt sugallja, hogy ez a régié a Ca®" ion mellett més fémionok
(plL Mg*") megkotésére is képes lehet (Moncrief és mtsai 1990).

Az elsédleges €s masodlagos szerkezetbdl nem tudunk biztonsaggal
az EF-handek ionkotési képességére kovetkeztetni. A PPRG1 EF-hand
strukturainak mikodoképességére utalhat - ha kozvetve is - a PPRG1-hez
nagyfokd homoldgiat mutatdé Pca23 fehérje vizsgalata. E proteinrdl
Ledesma és mtsai (2000) megallapitottdk, hogy a fehérjén talalhat6 4
potencidlis Ca’"-koté EF-hand képes a Ca®" megkotésére, és a fehérje
ezéltal konformaciés valtozason megy at. A Ca®’ megkdtése soran
altalanos jelenség, hogy az eltérd hidrofilicitasi EF-handek eltérd
ionkotési affinitassal rendelkeznek és igy azok a citoszolikus Ca®'
felszabadulasakor meghatérozott sorrendben telitédnek a szabad Ca®*
ionokkal. Mivel a PPRG1 fehérjén talalhaté EF-handek hidrofilicitasa is
eltéré er6sséget mutat, elképzelhetd, hogy az egyes EF-handek Ca®*-kotd

képessége is kiilonbozo lehet.
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Szintén  szokatlan tulajdonsdga a PPRG1 fehérjének a
kalmodulinokhoz viszonyitva a molekula kdzepén talalhaté linker régid
rovidsége (65-70 as). Ez a régi6 a kalmodulinokban egy ,.hajlékony
csuklo” szerepét tolti be, amely lehetové teszi, hogy a molekula két vége
kolesonhatasba 1éphessen mas fehérjékkel (Crivici és Ikura 1995). E
régid rovidsége a PPRGI proteinben felveti, hogy célmolekulainak kore
joval szlikebb lehet, mint hosszabb Osszek6té régidval rendelkezéd
homoldgjaié.

A PPRGI1 fehérje C-termindlis végén taldlhaté hidrofob farok
megléte altalanos a kalmodulinok ko6zott €s feltételezések szerint fontos
szerepet jatszik a molekula miikodésében (Zielinski 1998). Mivel a
kalmodulinok és célfehérjéik kozotti kapcesolodas tulnyomod tobbsége
hidrofob kolcsonhatas (Crivici és Ikura 1995), valészinii, hogy a PPRG1
protein C-termindlis része a molekula mas fehérjékkel kialakitandd
kolesonhatasaiban bir jelentds szereppel. Masik lehetéség, hogy - mivel
hasonlo struktirdk talalhatok egyes membranhoz kotott EF-hand fehérje
szerkezetében is (Bartling €s mtsai 1993) - a hidrofob rész a PPRG1

fehérje esetleges membranhoz torténd horgonyzasaban jatszhat szerepet.

4.1.2. A PPRG? izolalasa és jellemzése
4.1.2.1. ¢cDNS kléntar készitése

A differential display-vel folytatott kisérletek soran meggydzddtiink
arr6l, hogy tovabbi vizsgalatainkhoz célszerli a parazita régiobdl egy
reprezentativ. ¢cDNS klontar létrehozasa is. Bar a cDNS klontar

érzékenységben elmarad a PCR alapu differential displayhez képest,
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technikai okokbdl azonban szamos elénnyel rendelkezik. Ezek kozott
leglényegesebb a téves pozitiv klonok DD-hez képest viszonylag alacsony
aranya, illetve, hogy egy klonban csak egyféle inszert talalhatd, igy
elkertilhetéek a DD segitségével izolalt fragmenteknél sziikséges klonozasi
¢s szelekcids 1épések. Tovabbi elény, hogy a ¢cDNS klontar 1étrehozésa
soran alkalmazott poziciondlis klonozas miatt a vektorba épitett cDNS
fragmentumok iranyultsaga azonos, igy azok 3’ és 5 vége szekvenalas
nélkiil is elkiilonitheté egymastol.

A klontar létrehozasdhoz a partnerndvényeket tartalmazo aktiv
parazita régiobdl tisztitott mRNS-t hasznaltuk. Az in vitro pakolds utan a
fagokat tartalmazd elegyet titraltuk és megallapitottuk, hogy ~10°
rekombinans fagot kaptunk, amelyeket az amplifikalas soran 3,6x10"
fag/ml koncentracidjura dusitottunk fel. A kék-fehér szelekcioval becsiilt
inszert nélkiili tarfoltok aranya <3%-nak adddott. A klontar atlagos
inszertméretét 20 véletlenszerlien kivalasztott plakkon ellendriztik. A
PCR reakcidk soran felszaporitott termékek atlagos nagysaga ~640 bp-
nak bizonyult, ami egy atlagos névényi ¢cDNS kldntar inszertméretének

felel meg.

4.1.2.2. A TB21 és TB50 izolalasa differencial hibridizacioval

A parazita régiobol létrehozott cDNS klontar  birtokdban
megkezdhettiik a klontarban taldlhato klonok atvalogatasat. A
differencial-hibridizaciot a parazita régid, valamint az érintetlen lucerna
¢s aranka szarak els6 szal jelolt cDNS-ével végeztik. A vizsgalandd

fragmentumokat a fagkonyvtar kiszabaditasabdl kapott, kék-fehér
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szelekcidval eldzetesen kivalogatott bakteridlis klonok tartalmaztak. 1200
baktériumtelep ellenérzése utan 13 klont emeltiink ki, ezek kozil a
reverse northern hibridizaciéban két klon (TB21 és TB50) mutatott
expresszios  kiilonbséget, amelyet northern hibridizaciéban is

visszaigazoltunk (9. abra).

9. abra. A TB21 és TB50 cDNS northern analizise. A parazita régidoban (P) mindkét
esetben emelkedett expressziot tapasztaltunk, mig kezeletlen lucerna (M) és aranka (C)
mintdban az mRNS szint a kimutathatdsagi hatar alatt volt.

A klonok nukleotid sorrendjét meghataroztuk, és azt tapasztaltuk,
hogy az 599 illetve 552 bp hosszusagu fragmentumok (10. &bra)
nagyfokd homologiat mutatnak egymashoz. A kddolo részben és azon
kiviil mindossze négy (2-2) nukleotid eltérést tapasztaltunk, amelyek
azonban a kodolo rész aminosavsorrendjében nem okoztak valtozast. Ez
alapjan feltételezziik, hogy a két klon vagy a tetraploid lucerna egy
génjének duplikalodott és egymassal funkciondlisan azonos alléljeirdl
vagy egy géncsalad két egymassal nagyon hasonld tagjarol szarmazik.
Elképzelheté ugyanakkor az is, hogy a kloénok ugyanazon gént
reprezentaljak, és a koztik 1évé kiilonbségek a cDNS klontarkészités
soran lezajlott in vivo, illetve in vitro DNS szintetizalasi folyamatokra
vezethetok vissza. A klonok szekvencidjanak elemzésével megallapi-
tottuk, hogy a megfelel6 ORF-ben egyik sem tartalmaz transzlacids
startkodont. Az adatbankokkal tortént Osszehasonlitds soran kapott
szamos homolog cDNS elemzése alapjan ugy becsiiltiik, hogy a hosszabb
csonka cDNS (TB21) 5° végérol mintegy 40-45 aminosavnyi (120-135
nt) kodold rész hianyozhat. A kovetkezd 1€pés tehat a teljes cDNS

szekvencijjanak meghatarozésa volt.
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4.1.2.3. A TB215 izolalasa a ¢cDNS klontarbol

Mivel a teljes cDNS méretét a homolog szekvenciak alapjan az 5’
nem-kddolo rész nélkiil kb. 750 bp-ra becsiiltiik, a klontar atlagos
inszertméretének ismeretében valdsziniinek tlint, hogy a csonka cDNS-ek
altal reprezentalt gén teljes hosszliisagu valtozata is megtalalhaté a cDNS
klontarban. A hidnyzo6 rész izoldlasdhoz a PPRGI esetében alkalmazott
5’-RACE technika egy mddositott valtozatat alkalmaztuk. A két csonka
cDNS szekvencidja alapjan két 5° vég felé iro primert (PR1 és PR2)

terveztiink (10. 4bra).

10. abra. A PPRG2 klénozasa. A ¢cDNS klontarbol izolalt két fragmentum homolog
részei alapjan 5° iranyba ir6 nested primereket (1,2) terveztiink. Ezek felhasznalasaval
izolaltuk a TB215-6t, majd a teljes hosszusagu szekvenciat az atfedd részek
segitségével illesztettiik 6ssze. A nyillal jelolt primerek: PR1 (1), PR2 (2), SK

A két fragmentum kozotti erés homoldgia miatt feltételeztiik, hogy a
cDNS-ek egyetlen, vagy két nagyon kozeli rokon gént reprezentalnak és
ezért ezek hidnyzo 5° végei is nagyfokt azonossagot mutatnak. Igy e
primereket ugy terveztik, hogy azok mindkét cDNS-hez teljes
homolégiat mutassanak. A bankot alkoté klonok fragmentjeinek azonos
iranyultsaga miatt (1d. 4.1.2.1. fejezet) szembeir6 primerként cDNS-ek 5’
végénél taldlhatdo SK primert hasznaltuk. A mésodik ,,kor” PCR reakcid
utdn a vart mérettartomanyban talalhatd fragmentumokat klénoztuk és a
két leghosszabbat (291 és 343 bp) szekvenaltuk. A fragmentumok teljes
szekvencia-azonossagot mutattak egymassal és a hosszabbon (TB215)

megtalaltuk a transzlacios start helyet is. A csonka cDNS-ekkel vald
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atfedés alapjan Osszedllitott teljes hossziasagh cDNS-t PPRG2-nek
neveztiik el (Génbanki azonositd: AJ320476).

4.1.2.4. A PPRG?2 jellemzése elsodleges szerkezet alapjan

A teljes hosszusagti PPRG2 cDNS 800 nukleotidbol all és egy 157
aminosav hosszu, 16,6 kDa nagysagu peptidet kodol. A ¢cDNS 5° végén 73,
37 végén 239 bp-nyi nem-kddolo rész talalhatd. Ez utobbin két AAUAAA
poliadenilécids szigndlt (758. és 763. bazisoknal) illetve egy DST-szerl
motivumot (657-663 bp) azonositottunk (II1. fiiggelék).

A kddolo rész elemzése soran egy Betvl motivumot talaltunk (88-120
as), amelyet elészor a nyirfa (Betula pendula) pollenjében talalhatd
allergén hatasu fehérjéknél irtak le (Breiteneder €s mtsai 1989). Ez a
motivum szadmos, egymadssal szerkezetileg sok hasonlosdgot mutatd
novényi fehérjében fellelhetd, amelyek mindegyikérdl ismert, hogy a
patogén tamadasokra beinduld védekezd reakciok soran halmozddnak fel
(Breiteneder és Ebner 2000). Mivel a PPRG2 megnovekedett expresszios
szintjét mi is egy biotikus stressz hatdsara mutattuk ki, feltételeztiik, hogy
a PPRG2 fehérje rokonsagban allhat a Betvl motivumot tartalmaz6 mas
fehérjékkel. Ezt az adatbankokkal tortént Osszehasonlitas is igazolta:
aminosav szinten nagyfoku (55-76%) homologiat kaptunk kiilonbdzo
novényfajokbol  szarmazd6 PR proteinekkel (IV.  fiiggelék).
Megallapitottuk, hogy a PPRG2-vel legnagyobb azonossagot mutatd
fehérjék a PR proteinek 10-es csaladjaba tartoznak.
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11. abra. A PPRG2 fehérje és homologjai. Roviditések: MsPR10-1 (Breda és mtsai
1996) MtPR10-1 (Gamas és mtsai 1998), Srgl (Truesdell és Dickman 1997), Drrg49-c
(Chiang és Hadwiger 1990), Sam22 (Crowell és mtsai 1992), AB17pea (Iturriaga és
mtsai 1994), Luplul8 (Sikorski és mtsai 1998)

Mivel e géncsalad tagjai tobbek kozott az altaluk kédolt peptidek hossza
(155-160 as) és a Betvl motivum révén a tobbi PR csaladtdl jol
elkiilonithetek, valdszintinek latszik, hogy a PPRG2 protein e géncsalad

uj tagja (11. abra).

4.2. A PPRG gének jellemzése
4.2.1. A PPRG gének kopiaszamanak meghatarozasa

A PPRG gének expresszidjanak vizsgalata elott a génekkel els6
Iépésben Southern hibridizaciot végeztiink. A kisérletnek kettds célja
volt. Egyrészt meg kivantuk dallapitani, hogy azok melyik
partnern6vénybdl szdrmaznak, masrészt valaszt kivantunk kapni arra is,
hogy e gének hozzavetdleg hany kopiaban vannak jelen a genomban. A
hibridizaciét az anyag és modszer fejezetben leirtak szerint végeztikk. A
PPRGI-re specifikus probaként a TB16, a PPRG2 esetében pedig a
TB21 klonok inszertjeit alkalmaztuk. Mindkét hibridizacio esetében t6bb
hibridizal6 jelet kaptunk a kiilonb6zé enzimekkel emésztett lucerna
0sszDNS mintdkhoz (12. dbra). Egyik esetben sem lattunk hibridizaciot
az arankabol szarmazd 6sszDNS-hez. Ez alapjan megallapitottuk, hogy
mindkét ¢cDNS a lucernabol szarmazik, amelyet mar a northern

hibridizaciés eredmények alapjan is valoszintsithettiink.
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A lucerna 6sszDNS mintdkhoz kapott szdmos hibridizalo jel azt
jelenti, hogy a PPRG géneknek tobb homoldgja is taldlhaté a lucerna
genomjaban. Mivel a fenti kisérlet alapjan a hibridizalé fragmentumok
homolégiajanak fokat nem tudjuk megallapitani, azt sem lehet eldonteni,
hogy a PPRG gének tobb kopidban, vagy géncsaladok tagjaként vannak
jelen a genomban. Utdbbi a PPRG2 esetében valdsziniinek latszik, mivel
eddig a PR10 géncsalad tobb tagjat (MsPRI10-1, Srgl, pUMY0-1) is
leirtdk mar lucerndban és igazoltdk, hogy azok egy géncsalad tagjai

(Truesdell és Dickman 1997).

12. abra. A PPRG gének Southern analizise. A TB16 (PPRG1) és TB21 (PPRG2)
probaval kapott hibridizacids képek. Alkalmazott enzimek (a) [-EcoRV, II-EcoRl, 111-
HindIIl (b) I-EcoRI, 1I-HindIll. Mindkét esetben szamos hibridizalé fragmentumot
mutattunk a lucerna genomikus DNS-ben. Az EcoRI enzimmel emésztett aranka DNS
(Cus) nem adott hibridizaciés jelet. Az autoradiogrammon el6forduld sotét
elszinez6dések a proba DNS aspecifikus kétédésének eredményei.

A PPRGI gén esetében nem ismeriink olyan megfeleléen homolog
lucerna (és pillangos) géneket, amelyek a géncsalad tagjai lehetnének.
Emiatt elképzelhetd az is, hogy a PPRG1 gén tobb kdpiaban fordul eld a
tetraploid genomban, illetve, hogy egy uj, néhany tagot szamlald

géncsalad els6 izolalt képviseldje a lucernaban.

4.2.2. A PPRG gének alapexpresszidja a lucerna széveteiben

Az PPRG gének expresszids analizisének megkezdése elott
meghataroztuk e gének alapexpresszids szintjét lucerna szévetekben. A
mintakat novényhazban, stresszmentes korilmények kozott nevelt

lucernakrol gytijtottik. A PPRGI alacsony transzkripcids szintet mutatott
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a szarban, levélben ¢€s virdgban, gyokérben és zold csigdban (a lucerna

éretlen termése) pedig a kimutathatdsagi hatar kozelében volt (13. dbra).

13. abra. A PPRG gének expresszidja az alapallapotd lucerna széveteiben. Szoveti
mintak: Gyokér (Gy), Szar (Sz), Levél (L), Virag (V), Z6ld csigatermés (T).

A PPRG2 probaval ugyancsak alacsony mRNS szintet detektaltunk
szarban, levélben és virdgban, de viszonylag magas értékeket kaptunk a
gyokér és zold csigatermés esetében. Eddig mar tobb PR10 génrdl irtak
le hasonlo expresszidos mintdzatot. A PPRG2-h6z magas homologiat
mutatd, levélben patogén-indukalhatonak bizonyult MtPR10-1 (Gamas ¢s
mtsai 1998) és MsPRI0 gén (Breda és mtsai 1996) esetében, valamint a
szoja SAM?22 génjének (Crowell €s mtsai 1992) vizsgalatakor mutattak ki
magas expressziot gyokérben. Ugy ttnik tehat, hogy a géncsalad mas

tagjaihoz hasonldéan a PPRG?2 szervspecifikus megnyilvanulast is mutat.

4.2.3. A PPRG gének expresszidja a lucernaban arankafert6zés

hatasara

A PPRG géneket aranka fert6zés hatdsara megemelkedd
expresszidjuk alapjan izolaltuk (5. és 9. dbra). Mivel akkor célunk csupan
a megemelkedett mRNS szint kimutatasa volt, az ellen6rzé northern
hibridizaciékhoz 3-14 napos parazita régiokbol izolalt RNS-t
hasznaltunk. Ezek kisérletek azonban nem nyujtottak tdmpontot a PPRG
gének expresszios kinetikajat illetéen. Ezért a PPRG gének expresszios
analizisének elsd 1épéseként arankafertdzést kovetden vizsgaltuk e gének

kifejezodésének idoébeli valtozasat. Azt tapasztaltuk, hogy a parazita
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tdmadasanak hatdsara mindkét gén expresszioja mar a harmadik napon
jelentésen megemelkedett és a vizsgalt iddszakban tartésan magas

maradt (14. dbra).

14. abra. A PPRG gének id6beli indukcidja aranka fertdzés hatasara. A parazita tamadas
soran mindkét gén expresszidja konstansan magas marad. A szamok a parazitakapcsolat
kialakulasatol eltelt napokat jelolik.

A folytonosan magas mRNS szint jelzi, hogy a lucerna szamara a PPRG
gének termékeinek jelenléte fontos lehet a parazita tdmadas észlelése

¢s/vagy a védekezési folyamatok soran.

4.2.4. A PPRG gének expresszios analizise
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A novények kornyezeti stresszekre szdmos gén indukalasaval
valaszolnak. Ismert azonban, hogy a kiilonb6z6 stresszekre adott
valaszfolyamatokban sokszor ugyanazon gének vesznek részt. Ennek
tobbféle oka is lehet: egyrészt a kiilonbozd stresszek hasonld fizioldgiai
valtozasokhoz vezethetnek a ndvényben (szarazsag €s sostressz vagy
sebzés és rovarrdgas), masrészt eredhet abbdl is, hogy a novényi
stresszgének tarhaza véges és igy szamos gén altal kodolt peptid tobbféle
védekezési ut része is lehet (Baron és Zambryski 1995). Ezek kozé
tartozik a Ca’"-kotd fehérjék €s a PR proteinek nagy része is. Mindezek
alapjan feltételeztiik, hogy a PPRG gének expressziojanak emelkedését
nem csak az arankafert6zés, hanem az azt kisérd, és mas abiotikus
stresszek, valamint az ezekkel 6sszefiiggd jelmolekulak is indukalhatjék,

ezért megvizsgaltuk azok hatdsat a PPRG gének transzkripcidjara.

4.2.4.1. Mechanikai stresszek hatiasa a PPRG gének

transzKkripciojara

Irodalmi adatok alapjan mar szdmos gén ismeretes, amelynek
expressziojat a kiilonb6z6 mechanikai hatasok befolyasoljak (Leon és
mtsai 1998). A PPRG génekkel nagyfoku hasonldésagot mutatdo gének
kozott is taldlunk ilyeneket. Tobbféle mechanikai hatéasra is indukéalodik
példaul a PPRGI-gyel rokon TCH2 (Braam ¢s Davis 1990), vagy a
PPRG2-vel azonos géncsaladba tartozo Srgl (Truesdell és Dickman
1997) és Sam22 (Crowell és mtsai 1992) gén. A PPRG gének expresszios
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valtozésait négy, a természetben gyakran el6forduldé mechanikai
stimulus, a szél, esd, sebze€s €s érintés hatasara vizsgaltuk.

A PPRGI gyors és erds indukcidjat tapasztaltuk esd, sebzés €s érintés
hatasara (15. abra). Eltéréen azonban a TCH?2 géntdl, a szélkezelésre nem
tudtunk megvaltozott expressziot kimutatni. Megfigyeltiik tovabba, hogy
a PPRGI indukcidja az egyes kezelésekre eltérd kinetikat mutat. Mig
sebzés hatasara az mRNS szint mar 15 perccel a kezelés utan eléri
maximumat, az érintést és az esét kovetden ez 30 illetve 60 perc mulva
kovetkezik be. Kiilonbséget taladltunk az mRNS-szint csokkenésében is.
A maximalis indukciét kovetden leggyorsabban (30 perc) az esd kezelés
utan csokken alapszintre a PPRG1 mRNS mennyisége. Erintés esetében a
csOkkenés mértéke lassubb, a leghosszabb lecsengési id6t pedig sebzés

hatasara észleltiik.

15. abra. Mechanikai ingerek hatasa a PPRGI expresszidjara. A szamok a kezelés
kezdetétdl eltelt orakat, a csillagok az mRNS felhalmozodasanak maximumat jeldlik.

Hasonldéan a PPRGI-hez, a PPRG2 sem mutatott indukciot szél
hatasara (16. dbra). Gyors mRNS-szint emelkedést tapasztaltunk azonban
esd €s sebzés hatdsara, mig az érintés utani expresszidé emelkedés csak
hosszabb id6 (1 dra) elteltével kovetkezett be és az a vizsgalt id6szak
alatt alland6 magas szinten maradt.

A fenti kisérletek azt mutatjdk, hogy az altalunk alkalmazott
mechanikai stresszek koziil a szél kivételével mindegyik befolyassal volt a
PPRG gének expresszidjara. Az mRNS szint valtozasanak kinetikdja a
kiilonbozd kezeléseket kovetden azonban felting eltéréseket mutatott.

PPRGI esetében mind az mRNS szint emelkedésének gyorsasagdban, mind
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lecsengésében Gsszefiiggést ismerhetiink fel a kezelések ndvényi szovetekre
gyakorolt karositd hatdsaval. A legkisebb karosité hatdsi szél nem
befolyasolta az expresszidt, a hasonléan kis hatassal bird esé utan az
indukcid maximuma a kezelést kovetd 60 percnél figyelheté meg. A
viszonylag erés behatdst jelentd érintést illetve a lathatdo szoveti
karosodasokat okoz6 sebzést kovetden az indukcidé maximuma 30 illetve 15
perc elteltével kovetkezik be. Hasonlo, de ellenkezd eldjeli folyamatot
latunk az indukciot koveté mRNS szint csokkenésben is: leggyorsabban az
es6 kezelés utan 4ll vissza az alapszintli PPRGI mRNS szint, mig érintés és
sebz¢s hatdsara mindez egyre lassabban kovetkezik be.

Tobb esetben is leirtak mar, hogy bizonyos Ca®"-kots fehérjék
expresszidja fligghet a kornyezeti hatds erdsségétdl. A PPRGI-gyel
kozeli rokonsagot mutatd érintés-indukalhato 7CH2 génrél Braam ¢s
Davis (1990) megallapitottak, hogy expresszidjanak mértéke ardnyban
van az ¢rintések szamaval. Azota vilagossa valt, hogy a legtobb ndvényi
sejt nem a ,mindent vagy semmit” elvét alkalmazza a kornyezeti
stimulusok érzékelésében, hanem a valaszok erdssége szamos esetben
korrelaciét mutat a behatds nagysagaval (McAinsh és Hetherington
1998).

A PPRG1 fehérjét korabban mint lehetséges Ca’'-kotd fehérjét
jellemeztik (4.1.1.3. fejezet). Irodalmi adatok alapjan szamos hasonld
fehérje ismert, amelyek génjének expresszidja kilonféle mechanikai
hatasokra megnovekedik (Braam és Davis 1990; Gawienowski €s mtsai
1993; Bergey ¢€s Ryan 1999). Mas kisérletek ugyanakkor fényt deritettek
arra is, hogy a novényi sejtek citoplazmajaban a Ca®* szintje mechanikai

stresszek kovetkeztében hirtelen és jelentdsen megemelkedhet (Knight és
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mtsai 1991; Knight és mtsai 1993). Mindezek fényében nem meglepd,
hogy a PPRGI indukciodja kivalthatdé mechanikai stresszekkel. Mint a
korabbiakban is emlitettiik, a Ca’"-kotd fehérjéknek legalabb kétféle
szerepe lehet a sejtben: funkcionalhatnak jelatviteli utak alkotorészeként
(Zielinski 1998), valamint kézremiikodhetnek a stresszhelyzetek miatt
felborult homeosztatikus Ca”*-szint helyreallitdsaban (Gilroy €s mtsai
1987). Jelenleg nem tudjuk megmondani, hogy a PPRG1 fehérjének van-
e szerepe a jelatviteli utak beinditasdban, vagy a sejt mas egyéb
folyamataiban. A PPRG1 gén stresszeket kovetd gyors és nagymértékii
indukcidja azonban sejtetni engedi, hogy e fehérje fontos szereppel birhat
a sejtek mechanikai stresszek hatdsara lezajlé folyamataiban és felveti
annak valoszinlségét is, hogy az arankafertézés mechanikai stresszet is
jelent a lucerna szdmara.

Hasonlbéan a PPRG1-hez, a kiilonb6z6 hatasokra a PPRG?2 is eltérd
indukciot mutatott. Ez esetben azonban sem az indukcidban, sem az
mRNS-szint cs6kkenésében nem tudtunk az el6zéekhez hasonlo, a
stresszek feltételezett szovetkarositdo hatasaval Osszefiiggd, korreldciot
kimutatni. A PPRG2 mRNS-szint véltozdsai nagyon hasonld képet
mutattak esd és sebzés hatdsara. Mindkét esetben gyors indukcidt, majd
szintén gyors mRNS-szint csokkenést tapasztaltunk (16. abra).

E jelenségre jelenleg még nem tudunk részletes magyarazattal
szolgélni. Elképzelhet6 viszont, hogy a PPRG2 regulacidjat nem a stressz
szovetkarositd hatasa, hanem annak jellege befolyasolhatja. Az es6 és
sebzési stressz k6zos vondsa, hogy a behatast kivaltd inger a kezeléssel
nem szlnik meg teljesen: a ndvény egész feliiletén vizcseppek maradnak,

illetve a leveleken ejtett sebek is sokdig lathatéak. Mindez hozz4jarulhat
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a PPRG2 gyors mRNS-szint emelkedéséhez. Ugyanakkor érintés esetén,
amikor a kivaltd inger mar a kezelés befejezésével egyidében megsziinik,

a PPRG2 indukcidja idében eltolédva kdvetkezik be.

16. abra. Mechanikai ingerek hatdsa a PPRG2 expressziojara. A mintavételek idépontjat
orakban adtuk meg.

A novényi stresszgének expresszids vizsgalatanal szamos alkalommal
megfigyelték, hogy azok indukcidja a kiilonboz6 stresszek hatasara mind
idében, mind mértékében jelentds eltéréseket mutathat (Baron és
Zambryski 1995). Yamaguchi-Shinozaki ¢s Shinozaki (1993) az
Arabidopsis  dehidratdciora  indukdlédd (rd) génjeit  vizsgélva
kovetkeztettek arra, hogy e gének eltérd indukcidja a kiilonbozo
jelatviteli utakkal van Osszefliggésben. Hasonlo jelenséget irtak le Leon
¢s mtsai (1998) a sebzés- és jazminsav-indukalhatdé gének vizsgalatakor.
Mindezek alapjan lehetséges, hogy a PPRG?2 eltéré indukcios mintazata
is a kiilonb6zé mechanikai stresszek kovetkeztében bekapcsolo, eltérd

szabalyozasi utvonalakra vezethet6 vissza.

4.2.4.2. Szignalmolekulak és abiotikus stresszek hatisa a PPRG1
transzKkripciojara

A novények és parazitdik kozotti kolesonhatasok kialakuldsa soran
szamos jel utal arra, hogy mindkét partnerben hormonalis valtozasok
zajlanak. Az aranka szardn példaul citokininnel hausztériumfejlodés
indukélhat6, mig a folyamatot méas hormonok (auxin, gibberellinsav,

abszcizinsav) gatoljak (Ramasubramaniam és mtsai 1988). A citokininek
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¢s auxinok nagy valoszinliséggel szerepet jatszanak a gazdandvény
kortikalis sejteinek xilém elemekké torténd differencidlédasaban, amikor
a parazita fertdzés soran a partnerndvények szallitonyalabjai kozott
kialakul a vizben oldott tapanyagok folytonos aramlasat biztositd
csatorna (Aloni 1995). Ismert ugyanakkor, hogy az aktiv hausztérium
igen nagy koncentracidban tartalmaz abszcizinsavat, amely valdszintileg
a gazdanovénybol szarmazik ¢és nagyban eldsegiti a parazita hatékony
szacharozfelvételét (de Bock és Fer 1992). Az abszcizinsavnak fontos
szerep juthat tovabba a gazdandvényben a parazita altal okozott
vizveszteség érzékelésében is. A jazminsav (JA) illetve annak
szarmazékai (pl. MeJA) sebzés ill. parazita tamadas hatasara a sériilt
részen de novo szintetizalédnak (Creelman ¢€s mtsai 1992; Albrecht és
mtsai 1993) €s a sebzésre adott valaszfolyamatok szabalyozasaban birnak
fontos szereppel (Hildmann és mtsai 1992; Seo és mtsai 2001), a
szalicilsav (SA) pedig a parazitdk behatolasat kovetdéen szabadul fel és
kozponti szerepet jatszik a helyi védekezd reakcidkban, valamint tobb
patogenezisre valaszold (PR) gén expresszidjat szabalyozza (Durner €s
mtsai 1997).

E hormondlis valtozdsok valdsziniileg szdmos gén expressziojara
hatassal vannak. Megvizsgaltuk e fitohormonok hatasit a PPRGI
kifejezodésére. Kisérleteinkben hasznalt szignalmolekuldk koziil
expresszids valtozast csak abszcizinsav (ABA) kezelés hatéasara
tapasztaltunk, auxin (2,4-D), citokinin (kinetin), valamint SA és MeJA
hatasara nem mutattunk ki emelkedett mRNS szintet (17. &bra).

A PPRGI gén a sebzésindukalhatd gének kozé tartozik (15. abra). E

gének vizsgalata a kiilonb6zd novényfajokban az utobbi években
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megerdsitette azt a korabbi feltételezést, hogy indukciojuk tobb jelatviteli
utvonalon keresztiil is bekovetkezhet. Mind paradicsomban, mind
Arabidopsisban tobb sebzés-indukalhato gént is leirtak, amelyek nem
mutatnak indukciot JA hatasara (O’Donnel és mtsai 1998; Titarenko ¢&s
mtsai 1997). Tovabbi megtigyelés, hogy a sebzett paradicsom névénykék
génexpresszios mintazata eltér a helyi és szisztemikus szovetekben,
amely nem magyardzhatdé egyetlen JA-fliggd utvonallal (Lightner és
mtsai 1993). A sebzés-indukalhaté gének szabalyozasa e novényekben
tehat legalabb két eltérd (JA-fiiggd és JA-fiiggetlen) utvonalon keresztiil
torténik (Leon és mtsai 1998; Leon és mtsai 2001). Lucerna esetében
mindeddig nem azonositottak olyan sebzés-indukalhat6 géneket, amelyek
indukcioja bizonyitottan JA-fiiggetlen utvonalakon valosulna meg.
Kisérleteink alapjan tgy tlinik, hogy a PPRGI az elsd, lucerndban leirt
sebzés-indukalhaté gén, amelynek indukcidjdban a JA nem jatszik

szerepet.

17. é&bra. A PPRGI expresszidjanak valtozdsai abiotikus stresszek és
szignalmolekulak hatasara. A szamok a kezelés kezdetét6l a mintavételig eltelt orakat
jelolik. Hibridizacios probaként a TB16 szolgalt.

Az ABA kezelés a PPRGI tranziens expresszidjat okozta. Bar a
novények a kezelés teljes ideje alatt érintkeztek a hormonnal, mégsem
tapasztaltunk folyamatos emelkedett expresszidt. A kezelést kezdetét
kovetd fél 6ra mualva az mRNS szint a kontrollhoz képest jelentdsen
megnétt, majd fokozatosan az alapértékre csokkent. Ez a megfigyelés
jelzi, hogy egyediil az ABA jelenléte nem elengendd a magas expresszios

szint fenntartasahoz.
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A PPRGI proteint elsédleges szerkezete alapjan Ca®"-kotd
fehérjeként valoszintsitettiik. Ismert ugyanakkor, hogy az ABA hatéssal
van a sejtek citoszolikus Ca”'-szintjére. Bar kisérleteinkben nem mértiik
kozvetleniil a sejtek Ca®'-szintjét, szamos irodalmi adat utal ra, hogy
ABA megjelenésének hatasara a szabad Ca* mennyisége atmenetileg
sokszorosara néhet a citoszolban (McAinsh €s mtsai 1992; Curvetto €s
mtsai 1994; Leung és Giraudat 1998). Mivel a hormon folyamatos
jelenléte is csak tranziens expresszio-emelkedést okoz, elképzelhetd,
hogy a PPRGI indukcidjat nem kozvetleniil az ABA jelenléte valtja ki,
hanem az az ABA kezdeti koncentracidvaltozésa 4ltal a sejtekben
elidézett Ca’* felszabadulas kovetkezménye. Az indukciot kovetd
allandoan magas ABA koncentracié mar nem jelent kérnyezetvaltozast a
sejt szamara €s a homeosztatikus értékre visszaalld citoszolikus Ca*'-
szint nem teszi sziikségessé a Ca> -kot6 fehérjék de novo szintézisét.

Mivel az ABA a novényekben szamos kornyezeti stressz hatasara
felszabadulhat, a PPRG1 ABA indukalhatdsaga a gén mas stresszek, igy
a kedvezoétlen ozmotikus viszonyok irdnti érzékenységét is eldrevetiti. A
vizhidny, amely talan a leggyakrabban el6forduld stressz a novények
szdmara, a parazita tamadasanak is velejaroja. A rovid életli parazitak —
akarcsak az aranka — nem érdekeltek gazdanovényiik fenntartasaban.
Gyors terjedésiik €s rovid életciklusuk révén gazdajuk gyors pusztuldsa
alatt is elegend6 idejiikk van arra, hogy ujabb novényeket tdmadjanak
meg, illetve életciklusukat befejezzeék. E parazitak ezért ,,takarékoskodas
nélkiil” hasznaljak fel gazdanovényeik erdforrasait, mindent csakis
onnon reprodukcios eredményességiik novelésének szolgalataba allitva

(Press és Graves 1995). Igy az arankak gyors novekedésiik és intenziv
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¢letfolyamataik révén nagy mennyiségben vonjak el gazdandvényiiktdl a
vizet és az abban oldott dsvanyi sokat. Mivel a szdrparazitdk minden
vizhez gazdandvényiikbdl jutnak hozza, az arankafert6zés kovetkeztében
a lucernaban vizhiany 1ép fel, amit a gyokerek megndvekedett
vizfelvétele sem képes kompenzélni. A vizhidny hatdsit a PPRGI
transzkripcidjara lucerna novénykék 2%-os NaCl-dal, valamint
polietilén-glikol (PEG6000) kiilonb6z6 koncentracioju oldataival vald
kezelésével modelleztiik.

A northern blot analizis az ABA kezeléshez hasonld, tranziens
kinetikdt mutatott: a PPRGI mRNS szintje a PEG kezelés hatasara
tobbszorosére emelkedett, majd visszatért az alapszintre (17. abra).
Ugyanezt tapasztaltuk NaCl hatasara is. E két stressz indukcios képét
Osszehasonlitva az ABA kezeléssel, kiilonbséget taldlunk az indukcid
gyorsasagaban. Mig ABA kezelés hatdsara a maximalis mRNS szintet a
kezelés kezdetétol eltelt 30 perc mulva észleltiik, ugyanezt a vizhaztartast
érintd stresszek esetében mintegy 30 perccel késébb, az 1 oras
iddmintaban tapasztaltuk.

Jol ismert jelenség, hogy a vizhaztartast kedvezdtleniil befolydsold
hatasokra a novény endogén ABA szintje megemelkedik (Shinozaki €s
Yamaguchi-Shinozaki 1997). Ezért elképzelhetd, hogy a PPRGI
indukcioja nem kozvetleniil a vizveszteség, hanem a PEG és sokezelés
hatdsara megemelkedé endogén ABA szint kovetkezménye. Ez
magyarazatul szolgalhat az mRNS felhalmozodasanak eltolodéasara is:
mig a PEG és sokezelés altal indukalt endogén ABA-szint emelkedés
csak idében késve jelentkezik, az exogén uton alkalmazott ABA azonnal

kifejtheti hatasat. Az ABA kozvetlen részvételét tamasztja ald az a
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megfigyelés is, hogy a PPRGI indukciojdban sem mennyiségi, sem
idébeli kiilonbség nem mutatkozik a kiilonb6z6 koncentracigju PEG
oldatokkal torténd kezeléseket kovet6en; mivel mindharom kezelést
ABA felszabadulas kovet, a hormon altal kivaltott indukcio is minden
esetben egységes képet mutat.

Mint a fenti kisérletekbdl is kitlinik, a PPRGI indukcidjat szamos
abiotikus hatas és fitohormonok is eléidézhetik. E stresszek dontd
tobbsége bizonyitottan kapcsolatba hozhatdo a sejtek megemelkedett
citoszolikus Ca** szintjével (Knight 2000), amelynek - a Ca*"-koto
fehérjéken keresztiil - kulcsszerepe van a kornyezetbdl érkezd szigndlok
felerdsitésében és tovabbitasaban. Szamos kisérlet bizonyitotta, hogy a
stresszvalasz kivaltasahoz a novényben nem kell feltétlentiil a stressznek
bekovetkeznie, hanem az a sejtek Ca* szintjének mesterséges
megemelésével is kivalthato (Braam 1992b; McAinsh és mtsai 1995). Ez
a megfigyelés vezetett benniinket arra, hogy megvizsgaljuk a PPRGI
mRNS  szintjének  valtozasat  kiviilr§l adott Ca®"  hataséra.
Lucernanévénykéket 100 mM-os CaCl, oldattal kezeltiink, majd
idomintakban néztiik az mRNS szint valtozdsat a kezelt novények
leveleiben.

A PPRGI indukciodja 1 ora elteltével volt észlelhetd, amely a kezelés
ideje alatt folyamatosan - a felvett Ca’* mennyiségének emelkedésével
fokozatosan - er6sodott. Kordbban emlitettik, hogy a Ca®* -kotd
fehérjéknek a jelatviteli utak szabdlyozdsan kiviil a sejtekben tobbféle
szerepe is lehet (1.7.1. fejezet). A PPRGI fokozatosan és tartosan
megndvekedé mRNS szintje azt sejteti, hogy a Ca’'-koncentracié

megemelkedésével aranyban a sejtekben nagyobb mennyiségli PPRG1
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fehérjére van sziikség. Ezért valdszinli, hogy a PPRGI1 fehérje a
sejtekben a szabad Ca’" ionok mennyiségének szabalyozasaban, annak
homeosztatikus értéken tartasaban birhat fontos szereppel.

A PPRGI abiotikus hatasokra mutatott érzékenysége azt sugallja,
hogy e génnek A4ltalanos szerepe lehet a kornyezeti hatasok
érzékelésében. Ezért a PPRGI expresszidjat az arankafertézést nem
kisér6é, de természetes koriilmények kozott gyakran eléforduld
stresszekre — hideghatasra és emelt hémérsékletre - is megvizsgaltuk.
Ismert, hogy a novények kornyezetik hdémérsékletének valtozasara
szdmos gén expressziojanak megvaltoztatasaval reagalnak (Mohapatra és
mtsai 1988; Mohapatra és mtsai 1989). Ez tbbek kozott szamos Ca®'-
kotd fehérjét (Braam 1992b; Polisensky €s Braam 1996) és PR proteint
(Tronsmo és mtsai 1993; Hon és mtsai 1995; Antikainen és Griffith
1997) koédold gént is érint. Kisérleteinkben a lucerna ndvénykéket
fitotronban hideg (4°C) és meleg (42°C) kezelésnek vetettiink ald, és 6
oran keresztiili mintavételezéssel kovettik nyomon a PPRGI
expresszojat. Hidegkezelés hatasara - hasonléan mas stresszekhez (pl.
sebzés, érintés) - rendkiviil gyors expresszid-emelkedést tapasztaltunk: a
gén indukcidja mar a kezelés kezdetétdl szamitott 15 perc mulva lathatd
volt (17. abra). Eltéréden azonban a mas abiotikus stresszeknél tapasztalt
kinetikatol, hidegkezelés hatdsara nem tranziens emelkedést
tapasztaltunk, hanem a PPRGI mRNS szintje a kezelés kezdetét
kovetden 6 6ra muilva is magas szinten maradt.

Régota ismert, hogy a hidegkezelés a novényekben az endogén ABA-
szint novekedését idézi eld (Chen ¢€s mtsai 1983; Mohapatra és mtsai

1987), valamint hatassal van a Ca®-fliggd jelatviteli utakra is (Minorsky
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1985; Knight és mtsai 1991; Monroy és Dhindsa 1995; Knight 2000).
Mivel azonban a kiils inger hatasara bekovetkezd endogén ABA-szint
emelkedéséhez el kell telnie bizonyos idének, a PPRG1 hideg hatasara
bekovetkezd  gyors  expresszio-emelkedése  valoszinlleg —nem
magyarazhatdo hormonalis okokkal. Sokkal valdszintibb, hogy a hideg
altal kivaltott indukcié - kdzvetleniil a citoszolikus Ca®'-koncentracio
megemelésével - ABA-fiiggetlen szignalutakon valdsul meg, ahogy azt
mas novényeknél is leirtdk (Shinozaki €s Yamaguchi-Shinozaki 1997).
Ezt a feltételezést latszik alatdmasztani az indukciok kinetikédjanak
Osszehasonlitasa is. A PPRGI hormonadlis indukcioja azt mutatta, hogy
az ABA kezelés csak tranziens expresszio-emelkedéshez vezet akkor is,
ha a novények a kisérlet teljes ideje alatt ki vannak téve a hormon
hatasanak. gy a hideg hatasdra tapasztalt konstansan magas PPRGI
mRNS-szint szintén arra utal, hogy az ABA és a hideg a PPRGI
expressziojat nem azonos jelatviteli utakon keresztiil szabalyozza.
Erdemes megemliteni, hogy a mechanikai stresszek szintén a PPRGI
tranziens expresszio-emelkedésében nyilvanultak meg (15. 4bra).
Dohéanyon végzett kisérleteikkel van der Luit és mtsai (1999) igazoltak,
hogy a hidegkezelés illetve a szél eltérd Ca®'-fiiggs jelatviteli utak
bekapcsolasahoz vezet. Mindezek alapjan valdszintinek tiinik, hogy a
PPRGI szabalyozasa legalabb két jelatviteli utvonalon valdsul meg:
egyikiik a gén tranziens, masikuk annak konstans expresszio-emelkedését
idézi eld. Fontos megjegyezni ugyanakkor, hogy a Southern blot analizis
a PPRGI gén t5bb kopidjat mutatta ki a lucerna genomjaban. gy az
eltérd jelatviteli utak mellett az is elképzelhetd, hogy az indukcios

kiilonbségekért az egyes kopidk eltérd szabalyozésa is felelds.
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Hokezelés hatdsara a PPRGI mRNS szintjében nem figyeltiink meg
szdmottevd valtozast. Irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy hdstressz
esetén szintén megfigyelhetd a citoszolikus Ca** emelkedése (Braam
1992b; Biyaseheva és mtsai 1993; Gong és mtsai 1998). Ismert
ugyanakkor, hogy ez a valtozas nincs feltétleniil hatassal minden Ca-kotod
fehérjére. Tobb szerzd is egyetért abban, hogy e szigndl specificitasa a
Ca®" felszabadulasanak helyétsl, mértékékétdl ill. kinetikajatol is fiigg
(0sszefoglald: Trewavas €s Malho 1998). A PPRGI hideg €s ho hatasara
mutatott eltérd viselkedése dsszhangban van azokkal a dohanyon végzett
megfigyelésekkel, amelyek szerint a ho- €s a hidegstressz kiilonb6zo
jelatviteli utakat hasznél, vagy a stressz soran a sejtben eltéré Ca*-forrast

mobilizalnak (Gong €s mtsai 1998).

4.2.4.3. Szignalmolekulak és abiotikus stresszek hatasa a PPRG?2

transzkripciojara

A PPRG2 fehérje a PR fehérjék kozé tartozik. Mivel e géncsalad tagjait
mar szdmos novényfajban leirtak ¢s jellemezték (Bowles 1990) indukcios
kortilményeikrdl is bovebb ismeretekkel rendelkeziink. Irodalmi adatok azt
mutatjdk, hogy e gének indukcidjat nemcsak kiilonféle biotikus stresszek
(pl. bakterialis és viralis fertézések), hanem abiotikus hatasok széles skalaja
is kivalthatja. Kisérleteinkben - a PPRGI-hez hasonloan - a PPRG2
expresszios valtozasait is megvizsgaltuk abiotikus stresszek és novényi
hormonok hatasara.

Az altalunk vizsgalt n6vényi hormonok koziil csak a MeJA és az ABA

befolyasolta a PPRG2 expressziojat (18. abra). MeJA hatdsara a gén mRNS
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szintje mar fél ora elteltével jelentdsen megemelkedett és 2 6raig magas
szinten maradt, hdrom ora elteltével azonban az alapértékre allt vissza. A
MeJA tehat - a mechanikai stresszekhez hasonloan - képes befolyasolni a
PPRG2 expresszidjat. A MeJA a novényekben a sebzés elsddleges
medidtora, igy elképzelhetd, hogy a PPRG2 sebzést kovetd indukcidjaban
(16. abra) is szereppel bir.

Kisérleteink azt mutatjak, hogy az altalunk izolalt PPRG gének sebzés
hatasara megfigyelhetd indukcidja részben, vagy teljesen eltérd szignalutak
kozvetitésével valosul meg. Béar sebzésre mindkét gén expresszidja
megemelkedik, sebzés nélkiili MeJA kezeléssel csak a PPRG2 indukcidja
valthatd ki. Valdszinii tehat, hogy a PPRGI sebzést kovetd indukcioja
MelJA-fiiggetlen, mig a PPRG?2 indukalasa MeJA-val 6sszefiiggd jelatviteli
utvonal(ak)on torténhet. Az eltérd szabalyozasi utvonalak 1étére utal a két
gén sebzést kovetden mutatott eltérd indukcios kinetikdja is. Ez alapjan
tehat elképzelhetd, hogy a ludfith6z ¢és a paradicsomhoz hasonldan a
lucernaban is tobb jelatviteli uton valosul meg a sebzés-indukalhatd gének

szabalyozasa.

18. abra. A PPRG2 expresszidjanak valtozasai abiotikus stresszek és
szignalmolekulak hatasara. A szamok a kezelés kezdetét6l a mintavételig eltelt orakat
jelolik. Hibridizacids probaként a TB21 szolgalt.

A szalicilsav a novényekben a tobbnyire ¢€l6skodok tamadasanak
kovetkeztében szabadul fel, és hatassal van szamos patogenezissel

Osszefliggd gén expressziojara. A PR10 géncsalad tobb tagjarol - a
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PPRG2-vel nagyfoku homoldgiat mutatd MsPRI10-r6l és a szdja Sam22
génjérél - is ismert, hogy expressziojuk SA kezelésre megvaltozik.
Kisérleteinkben SA kezelés hatdsara nem tapasztaltuk a PPRG2
expresszidjanak megvaltozasat. Ez a megfigyelés arra utal, hogy a
PPRG2 szabédlyozasa SA-fuiggetlen szignalatvonalon keresztiil is
megvaldsulhat, és igy eltérhet a géncsalad mas tagjaitol.

Szamos, a PR10 csaladba tartozé fehérje génjérol irtak le eddig, hogy
ABA hatésara indukalodik (Luo és mtsai 1992; Wang és mtsai 1999). Az
ABA kezelés a PPRG2 transzkripcidjara is hatdssal volt: 30 perc
elteltével emelkedett mRNS szintet tapasztaltunk, amely késdbb
visszaallt az alapszintre. A PPRG2 ABA kezelés hatdsara tehat tranziens
aktivaciot mutatott, ugyanakkor az aranka fertdzés a gén konstansan
magas mRNS szintjét idézte eld (4.2.3. fejezet). Ez a megfigyelés jelzi,
hogy - bar a parazitizmus folyaman a vizveszteség kovetkeztében eldalld
ABA emelkedés szerepet jatszhat a PPRG2 indukcidjaban - a gén
parazita tamadas hatdsara tapasztalt tartosan magas expresszidjanak
fenntartasa mas, ABA fliggetlen jelatviteli utakon valdsul meg.

A parazita novény tamadasanak kovetkeztében fellépd vizhianyt ez
esetben is a PPRGI-nél leirt moédon - PEG és NaCl segitségével -
modelleztiik. Mind PEG, mind NaCl kezelés hatdsara megndvekedett
expressziot tapasztaltunk. A PEG kezelés alatt a PPRG2 mRNS szintje
kiilonb6zé mértékii és gyorsasagu valtozast mutatott. 10 és 20%-o0s PEG
oldat hatdsdra csak 1 ora elteltével tudtunk emelkedett expressziot
kimutatni. A 30%-0s oldat mar 30 perc elteltével lathato indukcidt
eredményezett. NaCl hatdsara a gén indukcidja csak a kezelés kezdetét

kovetd 2 o6ra mulva kovetkezett be, amely 1 ora elteltével tovabb
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erdsodott. A gén indukcidja a vizsgalt id6tartamon (0-3 h) beliil tehat
mindkét kezelést kovetden tartosan magas maradt.

Az arankafert6zéshez hasonldéan a vizveszteség hatasara tapasztalt
konstans expresszido-emelkedés is megerdsiteni latszik, hogy a PPRG2
reguldcidja nincs kizarolagos Osszefiiggésben a megemelkedd endogén
ABA szinttel. Ha a gén szabalyozasa a vizvesztés hatasara kizarolag
ABA-fliggd jelatviteli utvonalakon torténne, PEG kezelést kovetden is
tranziens indukciot tapasztaltunk volna. Valoszind tehat, hogy a PPRG?2
szabalyozasa ABA-fliggetlen utvonalakon is megvaldsulhat. Ezt
tamasztja ald az is, hogy a PPRG2 indukcioja a 30%-o0s PEG kezelést
kovetden mar 30 perc elteltével kimutathat6. Abban az esetben, ha a
PPRG2 gén szarazsagindukcioja kizardlag ABA-fliggd jelatviteli
utvonalon valésulna meg, sziikségképpen az indukcié késébbi
megjelenésével kellene szamolnunk. Az indukcidé gyors megjelenése
tehat szintén egy ABA-fiiggetlen jelatviteli utvonal részvételét sejteti a
PPRG?2 szabalyozasaban.

Bér a napokon 4t tartd vizhiany expresszids hatdsanak vizsgélatara a
fenti kisérletekkel nem nyilik méd, valoszint, hogy a vizhaztartast érintd
stresszeket és az arankafert6zést egyarant a PPRG2 konstans expresszio-
emelkedése kiséri. Igy felvetédik annak a lehetésége, hogy a gén aranka
altal okozott tartdés indukcidja az éldskddés soran fellépd vizhiany
kovetkezménye, és elképzelhetd, hogy a két folyamat altal beinditott
jelatviteli folyamatok egymaéssal azonos, vagy részben azonos
szignalutak mentén valosulnak meg.

A hidegkezelés szintén kivalthatja az endogén ABA szintjének

emelkedését. Hideg hatdsara azonban - a PEG kezeléshez hasonloan -
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tartos expresszid-emelkedést kaptunk, amely az ABA kezeléshez
viszonyitva iddben eltolodva kovetkezett be. Mig ABA hatdsédra mar a
kezelés 30. percében megemelkedett mRNS szintet tapasztaltunk,
ugyanezt a hidegkezelés soran csak két ora elteltével figyeltik meg. A
PPRGI-gyel ellentétben tehat ebben az esetben nem kizart, hogy a
PPRG?2 indukcidjat a hideg hatdsara felszabadulé endogén ABA idézi
el6. Eltérés mutatkozik azonban a két indukcid kinetikajaban: az ABA
atmeneti, mig a hidegkezelés konstansan magas mRNS szintet
eredményez. Ez jelzi, hogy - bar a PPRG2 gén kezdeti indukcidjadban
szerepet jatszhat a megemelkedett endogén ABA szint - a kés6bbi
konstansan magas expresszioért azonban minden bizonnyal mas
mechanizmusok  felelések. Valdszinli  tehat, hogy a PPRG2
reguldcidjaban legalabb két, egymastol részben vagy teljesen kiilonbozd
jelatviteli utvonal vesz részt.

Hostressz esetén az indukcios kép sok hasonlosdgot mutat a
hidegstresszre adott valaszhoz. Egyik kezelés esetében sem tapasztalunk
nagymértékli mRNS-szint emelkedést kozvetleniil az indukciot kovetden,
hanem az mindig iddben eltolodva kovetkezik be. Tovabbi k6zos vonds,
hogy az indukcid egyik esetben sem tranziens, a megemelkedett mRNS
szint a kezelés kezdetétdl szamitott 6 6ra mulva is kimutathato. A két
indukcio  kinetikdjaban  kiilonbséget mindossze az mRNS-szint
emelkedésében taldlunk: a hoékezelés 30-adik percétdl kezdédden a
PPRG2 mRNS szintjében enyhe emelkedés mutatkozik. Az emelkedés
csekély mértéke azonban nem nyujt biztos timpontot arra nézve, hogy ez
esetben valddi expresszio-emelkedésrél vagy csupan az alapallapota

szovetekben eléforduld természetes ingadozasrol van-e sz6. A mindkét
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kezelés hatdsara 3 és 6 ora elteltével kimutathaté erds indukci6é azonban
arra utal, hogy a PPRG?2 regulacidja mindkét stresszt kovetden hasonld
jelatviteli utvonalakon mehet végbe.

A CaCl; kezelés a PPRG?2 tranziens indukcidjat eredményezte: a gén
mRNS szintje a kezelés masodik o6rdjaban emelkedett meg, majd 1 6ra
elteltével visszatért az alapszintre. A PPRG2 gén folyamatos indukciojat
tehat nem tudjuk kivaltani a Ca**-szint megemelésével. Ehhez hasonléan
nem volt képes a konstansan magas expresszid kivaltasara a MeJA ¢s az
ABA kezelés sem (18. abra).

A novényben karosodast okozé stresszek szamos jelatviteli utvonalat
kapcsolnak be, amelyeknek csupan egy szeletéért felelosek a
stresszhatdsra felszabaduld szignalmolekulak. A PPRG2 atmeneti
indukcigjat kivalto ABA, MeJA ¢és CaCl, mindannyian abiotikus
stresszek mediatorai. E jelmolekuldk nem okoznak fiziologiai karosodast
a novény életfolyamataiban, mivel jelenlétiik csupan kozvetetten utal a
stresszek bekovetkezésére. A sOkezelés, szarazsdg, homérsékleti
behatasok, illetve az arankafertézés ugyanakkor kedvezdtleniil
befolyasoljak a novény ¢életfolyamatait és hosszutdvon annak
pusztulasahoz vezetnek. Alkalmazéasuk - szigndlmolekulakkal ellentétben
- a PPRG2 tartésan magas expresszid-emelkedését vonja maga utan.
Ezért elképzelhet6, hogy a PPRG2 tranziens illetve tartésan magas
expresszigjat eltérd szabdlyozasi folyamatok iranyitjdk. Amig a
szignalmolekulak 4ltal beinditott jelatviteli folyamatok csupan a PPRG2
tranziens indukciojat eredményezik, addig az abiotikus stresszek altal

szabalyozott szignalutak a gén tartos indukciojahoz vezetnek, ami arra
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utal, hogy a PPRG2 folyamatos indukcidjanak kivaltdsa az altalunk

vizsgalt szigndlmolekuldktol fiiggetlen jelatviteli tt(ak)on torténik.

4.2.4.4. Patogén fertozés hatasa a PPRG gének expresszidjara

A novényi stresszgének indukcigjat a kiilonbozé abiotikus
stresszeken kiviil szdmos biotikus stressz is kivalthatja. Ezek koziil a
legnagyobb gazdasagi jelent6séggel bird és egyben a legalaposabban
tanulményozott teriilet a ndvényi patogének altal eldidézett valaszok
vizsgalata. Méra mar tobb novényfajbol is szdmos gén (PR gének) valt
ismertté, amelyek expressziojara hatassal van a patogén tamadas. A PR10
csaladba tartozo6 PPRG2 pillangosokban talalhatdé homoldgjai nagy
rész€rél kimutattdk, hogy azok patogén fertdzéssel indukalhatoak
(Chiang ¢s Hadwiger 1990; Esnault és mtsai 1993; Breda ¢s mtsai 1996;
Gamas és mtsai 1998). Kimutattdk azt is, hogy a patogén fert6zés a
kalmodulinok expresszidjara is hatdssal lehet (Heo és mtsai 1999;
Yamakawa és mtsai 2001). Ez alapjan valoszintsitettiik, hogy a PPRG
gének indukcidja nemcsak arankafert6zésre, hanem patogének hatasara is
bekovetkezhet. Kisérleteinkben két baktériumtorzset hasznaltunk: A
Pseudomonas syringae pv. pisi inkompatibilis, mig a Xanthomonas
campestris pv. alfalfae kompatibilis fert6zést képes kialakitani lucernan
(Esnault és mtsai 1993).

A PPRGI mRNS szintjében tobbszori ismétlés eredményeként sem
tudtunk hibridizaciés jelet kimutatni (nem ko6zolt adat). Ez alapjan
elképzelhetd, hogy a patogén fertézés nincs hatassal a PPRGI

transzkripcijara. Mivel azonban az inokuldcid sordn tobbféle
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mechanikai stressz (sebzés és érintés) is éri a novényt, a korai
idémintakban (1 h) joggal vartuk volna a PPRGI gén indukcidjat. Ebbdl
kiindulva lehetséges, hogy az indukcié elmaradésa labortechnikai okokra
vezethetd vissza, és fennall a valoszinlisége, hogy a tovabbiakban a
hibridizacié koriilményeinek valtoztatasaval pontosabb képet kapunk a

patogén fertdzés hatasardl.

19. abra. A PPRG?2 expresszidjanak northern analizise inkompatibilis és kompatibilis
patogén fertdzésének hatasara. Hibridizacios probaként a TB21 szolgalt.

A PPRG2 indukcidjat mindkét baktériummal tortént fertézés
eloidézte (19. 4bra). Legkordbban a kezelést koveté 3 ora elteltével
tapasztaltunk jelentdsen megemelkedett mRNS szintet, ami a kezelés
ideje alatt konstansan magas maradt. Hasonloan tartés expressziot e
patogének hatdsara mar a PPRG2 tobb homoldgjanal is leirtak: Breda és
mtsai (1996) a M. sativa MsPR10 génjének, Gamas és mtsai (1998) a M.
truncatula MtPR10-1 génjének vizsgalatakor.

A PPRG?2 indukcidjanak vizsgalatanal mar korabban felmertilt, hogy
a gén expresszids kinetikdja osszefiiggésben lehet a stresszek jellegével:
az ¢élettani karosodast okozd kezelések hatasara folyamatos expresszio-
emelkedést tapasztaltunk, mig a szignalmolekuldk csak a gén tranziens
aktivaciojat idézték el6. A patogén fertézés a PPRG2 Kkonstans
aktivaciojat okozta, amely szintén alatdmasztja ezt a megfigyelést. A
jelenséget korabban Breda ¢€s munkatarsai (1996) is megfigyelték a
lucerna MsPR10 génjének vizsgalatakor: Pseudomonas fertdz¢és hatasara
a gén konstans, SA kezelésre pedig annak tranziens indukciojat

tapasztaltak.
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A PPRG?2 konstans indukcidja tehat szdmos, az élettani folyamatokat
karosan befolyasold hatasra bekovetkezik. E stresszek egy részének
(sostressz, ho- és hidegkezelés, arankafertézés) kozos vonasa, hogy a
novény vizhaztartasat kedvezotleniil befolyasoljak. Mivel a névényben
fellépd vizhiany (PEG kezelés) egyediil is elegendd a PPRG2 tartos
indukcidjdhoz, elképzelhetd, hogy az e stresszek sordn tapasztalt
konstans  expresszid-emelkedés az altaluk eléidézett vizhiany
kovetkezménye.

Valoszinl, hogy a vizvesztésen kiviil mas folyamatok is szerepet
jatszhatnak a PPRG? tartds indukcidjaban. Erre utal a patogén fertdzes
kovetkeztében fellépd indukcid. Tobb ndvényben is kimutattak, hogy sok
PR gén expresszidja jorészt az edénynyaldbokra korlatozodik (Carr ¢€s
mtsai 1987; Stanford és mtsai 1990; Zhu és mtsai 1993; Breda és mtsai
1996). Ennek oka, hogy néhany novénypatogén baktérium — mint pl. a
burgonyafélék hervadasat és a bandn Moko betegségét okozod
Pseudomonas solanacearum, vagy a Keresztesek feketerothadasat
el6idézé Xanthomonas campestris pv. campestris — a szallitoedény-
nyaldbokban olyan mértékben felszaporodhat, hogy meggatolja a viz és a
tapanyagok transzportjat (Agrios 1997). Bar elképzelhetd, hogy hasonld
fertdzest a fentiekkel rokon baktériumfajok is eléidézhetnek, az altalunk
hasznalt baktériumtorzsek esetében nem irtak le hasonlé jelenséget. A
lucerna levelekbe infiltralt baktériumok mér roviddel a fertdzést
kovetden (3 h) eldidézték a PPRG?2 indukcidjat, amely id6 nem elegendd
a vizhaztartast befolyasold mértékben torténd elszaporodasukhoz. Mivel
a Pseudomonas a lucernaval kialakitott inkompatibilis kapcsolata miatt

nem képes a gazdandvényben szamottevd mértékben elszaporodni, a gén
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kés6bbi magas mRNS szintje szintén nem lehet a megvaltozott
vizhaztartas kovetkezménye. Sokkal valdszintbb tehat, hogy a PPRG2
indukcioja a baktériumok megjelenésének és nem az altaluk okozott
vizhianynak a kévetkezménye.

Bér a baktériumtorzsek egyike kompatibilis, masika inkompatibilis
kapcsolatot alakit ki a gazdanovénnyel, a két patogén altal kivaltott
indukcio kozott nem tapasztaltunk szamottevo eltérést. Patogén fert6zést
kovetden tobb esetben is megfigyelték, hogy szdmos védekezd reakcid
mind kompatibilis, mind inkompatibilis fertézést kdvetden aktivalodik
(Heath 2000). Ugy tiinik tehat, hogy a PPRG2 transzkripcioja elsésorban
a korokozok jelenlététol és nem a parazita kapcsolat jellegétol fligg, ezért
feltételezhetd, hogy a vizsgalt id6 alatt mindkét fertézés azonos, vagy
egymassal kapcsolatban 1évé védekezési tutvonalakon keresztiil
szabalyozza a PPRG2 megnyilvanulasat. Mivel ezek a jelatviteli utak - az
abiotikus hatasokhoz hasonléan - konstans indukcidét okoznak,
elképzelhetd, hogy a patogén- és abiotikus stresszindukalhato szignalutak

egymassal atfedést mutatnak.

Baér a fenti kisérletek nem adnak elegend6 tampontot a PPRG gének
szabalyozasaban  szerepet  jatsz6 ~ mechanizmusok  alaposabb
feltérképezéséhez, annyi bizonyos, hogy expresszidjuk - hasonléan a
legtobb stresszgénhez - tobbféle kontroll alatt all. E rendkiviil érzékeny
mechanizmusok igazitjdk szdmos gén kifejez6dését a folyamatosan
valtozd koriilményekhez, amely a hatékony alkalmazkodas és tulélés

elengedhetetlen feltétele.
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5. OSSZEFOGLALAS

Irodalmi adatok alapjan mindeddig nem ismertiink olyan géneket,
amelyek a gazdandvényben egy parazita novény fertdzésére valaszolnak.
Munkank soran ezért olyan gének vizsgalatat tliztiik ki célul, amelyeknek
expresszidja a fertézés hatasara megvaltozik. Modellrendszeriil a
kisaranka (Cuscuta trifolii Bab et. Gibs.) és a lucerna (Medicago sativa
L.) egytittélését valasztottuk. A dolgozatban szerepld f6bb eredményeket

az alabbiakban foglalom 6ssze:

- Differential display és differencial-hibridizacié segitségével két
gént izolaltunk, amelyek mRNS szintje a parazita régioban

tartosan megemelkedik.

- Megallapitottuk, hogy mindkét gén a lucernabdl szarmazik és

tobb kdpidban talalhato a genomban.

- A PPRGI1 a kalmodulinokkal, a PPRG2 a PR10 csaladba tartozo

fehérjékkel mutat rokonsagot.

- Northern hibridizaciokkal megvizsgaltuk e gének expresszids
sajatsagait. Megallapitottuk, hogy a PPRG gének expresszidjat

szamos hatas befolyasolhatja.

- A PPRGI expresszidja arankafertdzés, illetve hidegkezelés és

CaCl, hatasara tartésan megemelkedik, mechanikai stresszek,
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ABA, vizhidny és sostressz pedig a gén tranziens indukciojat
okozzak. Emelt hdmérséklet és MeJA hatdsara nem tapasztaltunk

expressziovaltozast.

A PPRG2 expressziojat mechanikai stresszek ¢és MelJA is
eloidézik. Kornyezeti stresszekre (sostressz, hd- €s hidegkezelés,
aranka- és patogénfert6zés) a gén tartés indukcidjat, a stresszek
soran felszabadulé szigalmolekuldk (ABA, CaCl,) hatasara pedig

tranziens megnyilvanulasat tapasztaljuk.

A PPRG gének az els6 jellemzett szekvencidk, amelyet

kompatibilis névényi gazda-parazita kapcsolatbol izolaltak.
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Summary

Over 3000 species of flowering plants utilise a parasitic mode of
nutrition, yet basic knowledge about the physiology, biochemistry and
genetic background of their parasitic interaction is limited. Dodder, a
holoparasitic flowering annual plant commonly parasites legume crops
including alfalfa. Our group investigates the molecular background of the
plant parasitism. The model system for studying the plant-parasite
relationship is the dodder-alfalfa interaction, since this host is one of the
most important legumes in Hungarian agriculture.

The aim of my work was: Isolation and characterization of genes/DNA
fragments specifically expressed during the process of parasitism in
haustoria and/or stem cells of host or parasite plant, respectively. To isolate
parasitism-specific clones ¢cDNA library was constructed from poly-A
RNA molecules isolated from the region of alfalfa stem parts where
Cuscuta trifolii had been attached and haustoria developed, and screened by
differential hybridization. In addition differential display was applied on
mRNA samples isolated from (i) alfalfa stem which was never attached by
dodder, (ii) dodder containing no haustoria and (iii) the parasite region,
containing haustoria, alfalfa and dodder stem.

Several fragments were identified and tested in reverse northern and
northern hybridization and two of them were selected for further
experiments. After identifying of 5° regions by RACE, full-length
cDNAs were designated as PPRG for “plant parasite responsive genes”.
Homology searches and secondary structure analysis revealed that the

PPRGI1 shows substantial homology to genes encoding calmodulin-
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related proteins and pollen allergens from various plant species. PPRG2
has high similarity to pathogenesis-related (PR) proteins from different
legumes. Computer analysis of PPRG2 protein detected a Betvl motif
characteristic for the members of PR10 gene family.

Southern hybridization proved that PPRG genes are derived from
alfalfa and several copies are present in the alfalfa genome. Using
northern hybridization low basic transcript levels of PPRGI were
detected in stem, leaf and flower, while considerably lower levels of the
mRNA were found in root and crop. PPRG2 mRNA is also present in
low amount in many of steady-state alfalfa tissues, and in high amount in
root and crop indicating that PPRG2 has an organ-specific regulation.

For detailed analysis of their expression northern analysis was
performed. Results indicated that expression of PPRG genes could be
regulated by a variety of stimuli.

Our experiments showed constant increase of PPRGI mRNA level
following dodder infection, cold stress and CaCl, treatment; however,
transient induction could be observed for mechanical stresses, ABA,
dehydratation and salt stress. No induction was detected following heat
stress and MeJA.

Induction of PPRG2 occurs for mechanical stresses and MeJA as
well. Environmental stresses (dehydratation, salt stress, temperature
changes, infection with dodder and bacteria) trigger a constant increase,
mediator molecules trigger transient increase in PPRG2 mRNA level.

PPRG genes are the first characterized sequences isolated from a

compatible host-parasite plant interaction.
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6. TOVABBI MUNKAK, JAVASLATOK

Munkank soran a novényi parazitizmus genetikai hatterét molekularis
technikdk alkalmazdséaval vizsgaltuk. A lucerna-kisaranka modellrend-
szerben olyan géneket izolaltunk, amelyek expresszidja a lucernaban
aranka fertézés hatdsara jelentdsen megemelkedik, és tartosan magas
marad. Megallapitottuk, hogy e gének tobb kopidban vannak jelen a
lucerna genomjaban €s expresszidjukat az arankafertézésen kiviil még

szdmos mas biotikus €s abiotikus stressz is szabalyozza.

A lucerna-aranka parazita kapcsolat molekularis alapu tanulma-
nyozasanak ez a dolgozat csupéan egyik allomasa. A vizsgalatok jovében
feltehetdleg tobb szalon is tovabb folytatodnak.

A PPRG gének tovabbi vizsgalata soran elsdsorban azok szerepérol
szeretnénk kozelebbi ismereteket szerezni. Bar a gének funkciojat a mas
novényekben taldlhaté homoldgok alapjan bizonyos mértékig
elorejelezhetjiik, valédi bizonyitékot csak az antiszensz novények
vizsgalataval nyerhetiink. Mivel a lucerna hatékony genetikai
transzformécioja mar régota megoldott, ennek segitségével tervezzik a
PPRGI és PPRG2 kilonb6z60 hosszusagli antiszensz fragmentjeivel
stabil transzformans lucerna vonalak 1étrehozasat. E vonalak esetleges
fenotipusos és biokémiai sajatsagai, vad tipustol eltérd vagy azzal
megegyez0 stresszérzékenysége mind tdmpontul szolgalhat a PPRG
gének funkcidjanak karakterizalasaban.

Céljaink kozott szerepel, hogy a dolgozatban is alkalmazott technikak

segitségével tovabbi géneket izoldljunk és jellemezziink. Ezek kozott
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kiilonos figyelmet forditanank a parazitdbdl szarmazd gének vizsgalatara.
Mivel a parazitdban lezajlé valtozasok €s kivalt azok genetikai hattere
mindmaig kevéssé ismert, az arankabdl szarmazo gének vizsgalata
nagyban hozzajarulhatna ezek megismeréséhez.

A parazita génjeinek ismeretében lehetdség kinalkozna a molekularis
bioldgiaban az utébbi néhany évben leirt €s széles korben tanulmanyozott
génszabalyozasi mechanizmusok gyakorlati alkalmazdsara a parazita
elleni  védelemben. Transzgenezissel olyan lucernanévényeket
allithatnank el6, amelyek az aranka szamara Iétfontossagu génekre
specifikus faktorokat (antiszensz, ill. kettés szali DNS darabokat)
termelnek €s azt a parazita szamara felvehetdé formaban szekretaljak. E
molekulak az arankdba keriilve hatékonyan gatolhatjdk az ¢losk6dd
génmiikodését, amely végiil a parazita pusztuldsdhoz vezet. A modszer
egyik eldnye, hogy a génspecifikus faktorok megfeleld kivalasztasaval
képesek lehetiink fajspecifikus gatlas kialakitdsara, igy a novény
felhasznalasa soran nem kell szamolnunk a bioaktiv anyagok
termelésénél fellépd toxicitasi problémakkal.

Az arankabol izolalt gének funkciojanak elemzéséhez elengedhetetlen
azok in vivo tanulmanyozéasa. A vizsgalni kivant, mddositott aranka
gének visszajuttatasanak eldfeltétele azonban egy jol miikodo, hatékony
aranka-transzformacios rendszer kidolgozasa. Ezt a munkat Bakos Agnes
az aranka kalluszkultiara és az in vitro regeneracié folyamatdnak
kidolgozaséaval inditotta el. Kutatocsoportunk azéta mind Agrobakté-
rium-kozvetitette, mind biolisztikus modszerrel sikeres génbeviteli

kisérleteket végzett arankan. E transzformécios rendszer a jovoben
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hatékony segitséget jelent majd az uUjonnan izolalt aranka gének
vizsgalataban.

Az 0j gének izoldldsa mellett a parazita fert6zés mas génekre
gyakorolt hatasat is tanulmanyozzuk. Szamos kiilonb6z6 lucerna gén
(CHS, IFR, MMKH4, stb.) expresszidjanak valtozasat vizsgaljuk az
arankafert6zést kovetden. Mivel e gének tobbnyire jol jellemzettek €s
sokuk funkciojarol is rendelkeziink adatokkal, tanulméanyozasukkal a
gazdanovény ismert védekezési €s anyagcsereutvonalainak a fert6zést
kovetd valaszfolyamatokban vald részvételérdl kaphatunk képet.

Az aranka-rezisztens lucernakultirdk eléallitdsdban nagy eldrelépést
jelenthet az ismert és tijjonnan izolalt gének promdterének vizsgalata. Bar
a PPRG gének aktivaciojat sokféle stressz eldidézheti, promoteriik — ill.
az Ujonnan izolalt gének promdtereinek - vizsgalata és moddositdsa
alkalmassa teheti Oket az arankanak ellenalldé lucernaillomanyok
eloallitasdban torténd felhasznalasra. Arankafertdézésre specifikusan
valaszold promoter(ek) hasznalataval elérhetnénk, hogy a parazita
tamadasanak hatdsdra a gazdanovény fitotoxikus anyagok termelését
inditsa be. Igy - hasonléan a patogén tamadasra bekovetkezd
hiperszenzitiv reakcidhoz - az arankéaval fertdzott lucerna novény még
azelott elpusztulna, miel6tt rajta az aranka megerdsddne, és a szomszédos
novényeket megfertézné. Ily modon az aranka-rezisztens lucernandvény
nemesitésé¢hez sziikséges tovabbi erdfeszitések mellett e ,,populacids
hiperszenzitiv reakcid” segitségével tjabb megoldas kindlkozna a hazai

lucernaallomanyok aranka-mentesitésére.
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Az aranka - és altaldban a parazita novények - elleni védekezési
lehetdségeink jelenleg igen korlatozottak. A ,hagyoméanyos” védekezési
modszereket (pl. kemikalidk alkalmazasa, rezisztens ndvények
keresztezéses nemesitése) a jovOben hatékonyan kiegészithetik a
molekularis genetikai eszkozok segitségével nemesitett novények és az
ezekhez kapcsolodd uj eljarasok. Ezek kidolgozasanak ¢€s hatékony
alkalmazasanak azonban nélkiilozhetetlen el6feltétele a parazitdban és
gazdanovényében bekovetkezé folyamatok megismerése ¢€s megértése.
Jelenlegi kutatdsaink - a partnerndvényekben a parazitizmus folyaman
szerepet jatszd gének izolalasa, expresszidjuk tanulmanyozésa, a kiilonb6zd
szovettenyésztési €s génbeviteli eljarasok kifejlesztése - mind az éléskodés
biologidjanak pontosabb megismerését célozzak és reményeink szerint a
jovében hozzajarulnak a parazitdk elleni sikeres védekezési stratégidk

kidolgozéasahoz.
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