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1. A MUNKA ELOZMENYEIL A KITUZOTT CELOK

A novényeket életiik soran rengeteg biotikus €s abiotikus stressz éri. A helyhez kotott letmod
miatt nem térhetnek ki a stresszhatasok elol, ezért kiillonb6zé védelmi mechanizmusokat
kellett kifejleszteniiik, hogy kivédjék azokat. Kedvezdtlen kdrnyezeti hatasokra és korokozok
tamadéasara a novények magas reaktivitasu, oxigéntartalmu szabadgyokok és molekuldk
termelésével védekeznek, az ugynevezett reaktiv oxigén szdrmazékokkal (ROS). A hirtelen
nagy mennyiségben felhalmozodd reaktiv oxigén szarmazékok az oxidativ robbanas
jelenségét idézik eld (Daudi és mtsai 2012). A ROS tébbféle modon karosithatjak a behatold
koérokozokat, okozhatnak anyagcsere gatlast, védekezési jelatviteli utakat aktivalhatnak és a
novényi szovetkarositas altal kialakult nekrotikus 1éziokban a korokozok tovabbi
tapanyagfelvételét is korlatozhatjak (Baker és Orlandi 1995). A ndvényi szdvetkarositds
révén gatolt anyagfelvétel hatékonynak bizonyulhat kiilonféle biotrof életmodu patogénekkel
szemben, ugyanakkor nekrotréf gombak tamadasakor, példaul Alternaria fajok fertézése
soran az oxidativ robbands okozta ndvényi szovet karosodds eld is segitheti a korokozo
kolonizacigjat, mivel ezek a fonalas gombdk képesek az elhalt ndvényi szovetekbdl is
tapanyagokat kinyerni (Glazebrook és mtsai 2005). A ndvényi sejtkozotti jaratokban torténd
reaktiv oxigén szarmazékok felhalmozddasa kiilonféle enzimrendszerek mukddésének
kovetkezménye, ilyenek egyebek mellett a NADPH-oxidazok, a sejtfal-peroxidazok ¢és a
poliamin-oxidazok.

A leginkabb tanulmanyozott enzim, mely a névényi sejtkozotti jaratokban felhalmozddé ROS
termelddésért nagyban felelds, a plazmamembranban lokalizalt NADPH-oxidaz (RBOH,
respiratory burst oxidase homolog) (Frederickson ¢és Loake 2013; Liu és He 2016). E fontos
enzim mellett a sejtfal-peroxidazok és poliamin-oxidazok szerepe és jelentésége patogénekkel

szemben még nem kell6képpen ismert, kevés tanulmany foglalkozik veliik.

Mindezek miatt, doktori dolgozatom célkitlizései a kovetkezok voltak:

1. Az AtPRX33 (At3g49110) és AtPRX34 (At3g49120) sejtfal-peroxidazok szerepének
igazolasa az extracelluldris oxidativ robbandsban és a ndvényi rezisztenciaban
Arabidopsis thaliana-Alternaria brassicicola novény-korokozo kapcsolataban.
Szerepiik tisztazdsa érdekében célunk SALK T-DNS inszercids, valamint
transzgénikus novények felhasznalasa, benniik a vizsgalt sejtfal-peroxiddzok hianyara

kialakulo tiinetek vizsgélata gombafertdzés hatasara.



2. Célunk volt olyan szabalyozd géneknek a leirdsa, melyek a novény, fertdzésre adott
valaszaban szerepet jatszanak és hatdssal vannak a PRX33 és PRX34 gének
miik6désére, aktivalodasara.

3. A PRX33 és PRX34 sejtfal-peroxidazok egyiittes vizsgalatdhoz TRV alapu virus-
indukalta géncsendesités adaptalasa Arabidopsis novényre, majd a PRX33 és PRX34
sejtfal-peroxidazokat kodolo gének csendesitése egy novényen belil.

4. A génsebészeti munkak soran gyakran alkalmazott Agrobacterium tumefaciens
(Rhizobium radiobacter) baktérium elektroporacios modszerének optimalizalasa a

laboratoriumi munkék hatékonyabba tétele céljabol.



2. ANYAG ES MODSZER

A felhasznalt novények és a fertézésre hasznalt kérokozo

Kisérleteinkhez Arabidopsis thaliana cv. Columbia (Col-0) vad tipus ndvényeket és
kiilonb6z6 SALK T-DNS mutans, valamint transzgénikus Arabidopsis ndvényeket
hasznaltunk. A felhasznalt SALK T-DNS vonalak minden esetben homozigétak voltak a T-
DNS inszerciora.

Fertéz6anyagként az Alternaria brassicicola MUCL20297 torzset hasznaltuk, mely egy
kaposztardl izolalt nekrotrof gomba korokozé (Thomma és mtsai 1998).

Fert6zéshez 5-6 hetes, rovidnappalon (12h fény/12h s6tét) nevelt novényeket hasznaltunk,

melyek levélfeliiletét 5 x 10° konidium/ml gomba konidium szuszpenzioval permeteztiik.

Mutacié és transzgén hatasanak igazolasa qPCR-rel

Prx33 Salk T-DNS inszercios Arabidopsis névényiinkben a mutacidé hatasanak igazolasara,
valamint H4 transzgénikus Arabidopsis-ban a PRX33 és PRX34 gén csokkent mitkodésének
kimutatasara valds idejii kvantitativ PCR-t (real-time, qPCR) hasznaltunk, mellyel
Osszehasonlitottuk a mutans €s transzformans novényekben mért relativ génexpressziot a vad
tipustt (Columbia, Col-0) Arabidopsis novényekben mérhetdvel. Vizsgalatunkhoz 6 hetes
novényeket hasznaltunk, mind a prx33 mutans, a H4 transzformans és a Columbia névények
esetében. A mérést 3 fiiggetlen bioldgiai ismétlésben végeztiik és minden biologiai

ismétléshez 3-3 db egész, gyokér nélkiili Arabidopsis nvényt dolgoztunk fel

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

A PRX33 és PRX34 gének egyiittes vizsgalatihoz a Tobacco Rattle Virus (TRV) alapt
géncsendesitési technikat hasznaltuk, mely fiiggetlen mdédszer a SALK T-DNS inszercios
mutansokkal végzett kisérletekhez képest. Virus-indukalta géncsendesitéssel csokkentettiik az
mRNS termékének szintjét a két kérdéses génnek egy ndvényen beliil egyszerre. Ehhez
pTRV1 és pTRV2 virusvektrotokat (Arabidopsis Biological Resource Center, STOCK: CD3-
1039) modositottunk és hasznaltunk.

A PRX33 és PRX34 géneket csendesité plazmidokat (TRV-GFP-PRX) Agrobacterium
tumefaciens MOG301 (Hood és mtsai 1993) baktériumba transzformaltuk elektroporalassal.

Az elektroporalashoz sajat, altalunk optimalizalt protokollt hasznaltunk.



A VIGS plazmidokat tartalmazd Agrobacterium torzsekkel agroinfiltraciot végeztiink zold
fluoreszcens fehérjét kodoldé MGFP-ER gént (Haseloff és mtsai 1997) expresszalod
transzformans, hosszi nappalos koriilmények kozott nevelt Arabidopsis-okon. Az
agroinfiltraciot Burch-Smith ¢és mtsai (2006) modszere alapjan végeztiik, kisebb
valtoztatasokkal.

A géncsendesités sikerességét a novényeken UV lampaval ellendriztiik, a géncsendesités
mértékét pedig valds idejii PCR-rel hatdroztuk meg, ahol a célgének mRNS szintjét mértiik

MOCK és A. brassicicola fertézést kovetben.

Alternaria brassicicola fertézést koveté génindukcios idépontok meghatarozasa

A sejtfal-peroxidazok esetében szerettiilk volna megismerni, hogy a ndvényi immunvalasz
mely szakaszaban vesznek részt és pontosan mikor aktivalodnak A. brassicicola fert6zése
soran. Ennek céljabol vizsgaltuk vad tipusu novényekben a PRX33, PRX34 sejtfal-
peroxidazokat kodold gének transzkriptum szintjét A. brassicicola gombaval toérténd fert6zést
kovetden kiillonbozo idépontokban, 2, 6, 12, 24 ¢s 48 ora elteltével. A vizsgalathoz egész,
gyokér nélkiili névényeket hasznéltunk, 3 fiiggetlen bioldgiai ismétlésben és az egyes
ismétlésekhez 3-4 novényt dolgoztunk fel. Kontrollként fertdzetlen novényekben mértiik a
kérdéses gének expresszidjat. A fertdzott novényeket folyékony nitrogénnel eldorzsoltiik,
RNS-t izolaltunk bel6liik, cDNS szintézist hajtottunk végre és végiil valos idejii PCR-rel

megallapitottuk a vizsgalt gének mRNS szintjét.

Kortani vizsgalatok

Az A. brassicicola gombafertézés tiineteinek szamszeriisitésére a klorotikus és nekrotikus
tiineteket mutatd levélfeliiletet viszonyitottuk az egész levélfeliilethez. Ehhez minden
genotipusbol (prx33, rbohd, Col-0, TRV-GFP-PRX és TRV-GFP) 30-30 db kozepes koru (5.-
10. levelig) levelet hasznaltunk, melyeket a fertézés 10. napjan vagtuk le a novényekrdl. A
kisérletet két egymastol fliggetlen id6pontban ismételtik meg. A levagott levelekrdl
fényképeket készitettlink, majd Image)J programmal lemértik a fertézott és teljes
levélfeliiletet, majd a kapott értékekbdl aranyt szadmoltunk, ahol az 1 érték a teljes
levélfeliiletnek felel meg.

A fertézés soran keletkezé hidrogén-peroxid detektalasahoz DAB (3,3'-Diaminobenzidine)
festést alkalmaztunk. Novényanyagként 2 napos, Alternaria brassicicola-val fert6zott egész
novényeket hasznaltunk. A levagott egész, gyokér nélkiili novényekbe DAB festéket (1mg

DAB/ml ioncserélt viz) infiltraltunk vakuum segitségével, majd 2 6rdig szobahdmérsékleten



¢s fényben inkubaltuk oket. Az inkubdlast kovetéen szintelenitd oldatban valé 1 napos
aztatassal eltavolitottuk a szintesteket a novényekbdl, hogy lathatova valjon a DAB festékkel
megfestett hidrogén-peroxid.

A hidrogén-peroxid termel6dési helyének megallapitasa mellett a mennyiségét is szerettiik
volna meghatarozni ¢és Osszehasonlitani a prx33 mutans és TRV-GFP-PRX géncsendesitett
novényekben termelddott HoO,-t a Columbia névényekben tapasztalhatoval. Ehhez a DCFH-
DA (2’,7°-dichlorofluorescein diacetate) festéket hasznaltuk Bozso és mtsai (2005) alapjan. 2
napos A. brassicicola fert6zott névényeket valasztottunk ki, melyeknek 30-30 kozépséd
levélemeletbdl szarmazoé levelet vagtunk le és hasznaltuk infiltralashoz. 20 mM-o0s DCFH-DA
torzsoldatot készitettiink tomény etanolban, majd 0,4 mM-ra higitottuk 10 mM-0S natrium-
foszfat pufferrel (pH 7,4), amivel vakuuminfiltraltuk az Osszes levelet. 10 perc s6tétben
inkubalds utan Alphalmager Mini gél dokumentacidés berendezéssel UV fény alatt
fényképeket készitettiink a levelekrdl, majd a fényképekbdl, a késziilékhez tartozo AlphaView
programmal, Multiplex Band analizissel megallapitottuk minden egyes levél atlagos pixel

fluoreszcencia intenzitdsat. A kisérletet 2 fiiggetlen biologiai ismétléssel végeztiik

Alternaria brassicicola gomba biomassza mennyiségének meghatarozasa

A Kkisérleti novényeinket fert6z6 A. brassicicola biomasszajanak meghatarozasahoz DNS
alapti valds idejii kvantitativ PCR-t alkalmaztunk, hogy igazoljuk, a gomba novekedése
gatlodik a prx33 mutans és TRV-GFP-PRX géncsendesitett Arabidopsis novényekben a vad
tipushoz képest. Az alkalmazott modszeriink lényege, hogy a megfertdzott ndvényekbdl
genomi DNS-t vontunk ki, mely tartalmazta a novényi és gomba DNS-t egyarant. Majd a
valds idejii PCR soran a novényi At4g26410 referencia gén Ct eredményére normalizaltuk a

gomba ITS régiojabol nyert Ct értéket.

A génaktivitas és a szeneszcencia kapcsolata

Osszefiiggést feltételeziink a levelek kora és az altalunk vizsgalt gének (RbohD, PRX33,
PRX34) expresszios aktivitasa kozott, igy megmértiik az Arabidopsis Col-0 novények RbohD,
PRX33, PRX34 génjeinek transzkriptum szintjét fertdzés hatdsara, a novény 3 kiilonbozo
levélemeletében, azaz kiillonbozo kort leveleiben. Mintavételi idépontnak a fert6zést kovetd
24. orat valasztottuk. Kontrollnak Col-0 MOCK nodvényeket hasznaltunk. A méréshez 3
fliggetlen biologiai ismétlést végeztink 3 levélemeletben, felsd-fiatal levelek, kozépsd €s
also-Oregebb levelek. Egy méréshez 10-10 db levelet dolgoztunk fel, melyek koriilbeliil 15

kiilonbozé ndvényrdl szarmaztak. A relativ génexpresszié méréséhez qPCR-t hasznaltunk



Agrobaktérium elektroporalasanak optimalizalasa

Az elektroporalas optimalizalasahoz az Agrobacterium tumefaciens MOG301 (Hood és mtsai
1993) torzsét hasznaltuk. Adott mennyiségli elektrokompetens baktérium szuszpenzidhoz
kiilonb6zé mennyiségli plazmid DNS-t adtunk, hogy meghatarozzuk azt a legalacsonyabb
plazmid mennyiséget, amivel még sikeres a transzformacio. 1, 5, 10, 25, 75 és 100 ng pTRV2
plazmiddal (Arabidopsis Biological Resource Center, STOCK: CD3-1043) végeztiik az
elektroporalast..

A leghatékonyabb elektroporacid elérése érdekében kiilonb6zo bedllitdsi modokat
hasznaltunk. Harom fesziiltséget, 1, 2 ¢és 2,5 kV/cm-t teszteltiik 200 Ohm ellenallas és 25 puF
mellett. Ezen kiviil az ellenallast is valtoztattuk, 400 és 800 Ohm ellenallas hatasat vizsgaltuk
meg 2,5 kV/cm fesziiltség €s 251 F mellett.

Az elektroporacids hatékonysag novelése céljabol tobbszori elektroporalast is végeztiink
Mahmood ¢és mtsai (2008) alapjan. Egyszer, kétszer és hdaromszor elektroporadltuk a
mintainkat 2,5 kV/cm fesziiltségen, 200 Ohm ellenallason és 25 pF mellett.

Kétféle taptalaj, a SOC és LB folyékony taptalajok hatasat hasonlitottuk ossze.

Az elektroporalt mintdkat 1, 2 valamint harom 6ran at inkubaltuk 27 °C-on razatva, ezaltal
teszteltiik a hosszl inkubacids 1d6 sziikségességét.

Minden bedllitasi mod esetében hasznaltunk negativ kontrollt, mely templat nélkiili
elektroporalast jelentett.

A legmegfelelébbnek itélt beallitasi modszerrel transzformaltunk két masik Agrobacterium
torzset, az LBA4404 (Hoekema ¢s mtsai 1983) ¢s EHA105 (Hood ¢s mtsai 1993) torzset és
transzformalhatosagukat a MOG303 baktériumhoz hasonlitottuk.

A kinétt telepeket megszamoltuk és transzformacids hatékonysagot szamoltunk beldliik,

melyet a CFU (colony forming unit)/pg plazmid DNS formaban tiintettiink fel.



3. EREDMENYEK

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

A prx33 Salk T-DNS inszerciés mutans Arabidopsis novényekkel torténd vizsgalataink
megkezdése elott igazolni szerettiik volna, hogy az At3g49110 génbe beépiilt T-DNS valoban
megakadalyozza, vagy csokkenti a 33-as sejtfal-peroxidaz gén mRNS transzkripciojat.
Eredményeink alapjan a prx33mutans egy knock down mutans, melyben az altalunk vizsgalt
sejtfal-peroxidaz gén igen alacsony szinten miikodik a vad tipushoz képest.

Az asFBP1.1, vagy H4 nevii transzformans Arabidopsis Bindschedler és mtsai (2006) altal
létrehozott és leirt novény, mely a Phaseolus vulgaris peroxidaz génjét expresszalja
antiszensz orientacioban. Sajat eredményeink alapjan a H4 transzgénikus Arabidopsis-t nem
tartottuk a legmegfeleldbbnek vizsgalatainkhoz, mivel a PRX34 gén transzkriptum szintje

nem csokkent statisztikailag szignifikdnsan a vad tipushoz képest.

PRX33 és PRX34 gének csendesitése VIGS médszerrel

Virus-indukalta géncsendesitéssel (VIGS) sikeresen létrehoztunk PRX33 és PRX34 géneket
csendesité konstrukciokat és géncsendesitett Arabidopsis novényeket. A VIGS miikodését a
novények mRNS szintjének megmérésével igazoltuk kontroll koriilmények kozott és
Alternaria brassicicola fert6zés utan 24 oraval is. A géncsendesitésnek koszonhetéen minden
koriilmény kozott joval alacsonyabb volt a PRX33 és PRX34 gének mRNS terméke, mint a
kontrollként hasznalt TRV-GFP névényekben.

Alternaria brassicicola fertozésre kialakulé génindukciok
Eredményeink azt mutatjak, hogy a két sejtfal-peroxidaz miitkodése mar a fertdézés utani korai
id6épontokban beindul (6 6ra), az 1d6 elérehaladtaval pedig fokozatosan nd a génexpresszid €s

végiil 24 ora elteltével tet6zik. 24 ora utan viszont csokken a génaktivitas.

Alternaria brassicicola gomba okozott tiinetek értékelése

A prx33 és rbohd mutans Arabidopsis novényeket, valamint a TRV-GFP-PRX géncsendesitett
Arabidopsis novényeket és a kontrolljaikat (Columbia, TRV-GFP) A. brassicicola nekrotrof
gombakorokozoval fertdztiik és a fertdzést kovetd 10. napon értékeltiik a tiineteket. A 33-as
sejtfal-peroxidaz mutans novényeinken a kontrollokhoz képest kevesebb nekrotikus 1éziot és
kevesebb sejtelhalast tapasztaltunk. Hasonld tiineteket mutatott a TRV-GFP-PRX
géncsendesitett Arabidopsis is, azaz a kontrolljahoz képest (TRV-GFP) lathatéan kevesebb



tinet alakult ki gombafert6zés hatasara. A latottakat igazolta a 1€zi6 szamszerisités
eredménye is, miszerint a PRX33 és PRX34 gén csokkent miikodésének kdszonhetden

kevesebb roncsolddott szovet keletkezett a kontrollokhoz képest.

Alternaria brassicicola fertézés hatasara Kkeletkez6 hidrogén-peroxid kimutatasa
Arabidopsis novényekben

A DAB festésnek koszonhetden megallapitottuk, hogy a 33-as sejtfal-peroxidaz enzim
valoban hozzajarul a fert6zés hatasara indukalodd extracellularis hidrogén-peroxid
termelddéséhez, mivel hidnyaban, a prx33 mutansnal alacsonyabb szintii DAB festddést
tapasztaltunk, valamint a fest6dott sejtek és sejtcsoportosulasok szama is kevesebb volt
Columbia vad tipushoz képest, a fertézést kovetd 2. napon. Hasonld eredményt lathatunk
TRV-GFP-PRX géncsendesitett Arabidopsis novények esetében is, ahol kevesebb fest6dott
sejtet talaltunk a kontroll névényekhez képest

DCFH-DA fluoreszcens festéket hasznalva meghataroztuk a keletkezett hidrogén-peroxid
mennyiségét is Alternaria fertézés utani 2. napon. A prx33 mutansban és a TRV-GFP-PRX
géncsendesitett novényekben a kontrollokhoz képest alacsonyabb fluoreszcens jelet tudtunk

kimutatni, ezzel megegyezden tehat alacsonyabb hidrogén-peroxid mennyiséget is.

Alternaria brassicicola gomba biomassza mennyiségének meghatarozasa

A novényeket kolonizadld gomba biomasszajanak mennyiségét szamszerlsitd valds idejil,
gomba genomi DNS-specifikus PCR vizsgalatokat végeztiink a prx33 mutans és a TRV-GFP-
PRX géncsendesitett Arabidopsis noévényeken, a fertézés 10. napjan. A csokkent
génmiikodésnek koszonhetden, a prx33 és TRV-GFP-PRX esetében alacsonyabb volt az A.
brassicicola relativ biomassza mennyisége a kontrollokhoz képest tehat a gomba

kolonizéciojaban gatlas lépett fel.

Génmiikodés és a levél életkoranak kapcsolata

Mind a harom altalunk vizsgalt gén (PRX33, PRX34 ¢és RBOHD) alapexpresszioja (fert6zés
nélkiili allapotban) az 6regedd levelekben volt a legmagasabb, a legfiatalabb levelekben pedig
a legalacsonyabb. Fert6zés hatdsara viszont a harom levélemelet koziil a kdzépsd szintben
mértiik a legmagasabb génaktivitast az RBOHD és PRX33 gének esetében, a PRX34-nél pedig
az also és kozépso levélemeletben mért transzkriptum szint azonosan magas volt. Ugyanakkor
azt tapasztaltuk, hogy noha a harom levélemelet koziil fertézésre a legfiatalabb levelek relativ

génexpresszios szintje a legalacsonyabb, a fertézetlen novények kozott mért



alapexpresszidhoz képest ezeknek a fiatal leveleknek né meg ugrasszertien a génaktivitasa. A
két mérés (mock ¢és fertdzott mintdk) ardnya alapjan tehat, a fiatalabb és kdzepes koru

levelekben aktivalodnak leginkabb az altalunk vizsgalt gének.

A PRX33 és PRX34 génekkel kolcsonhaté gének

10 eldzetesen kivalasztott SALK T-DNS mutans Arabidopsis vonal koziil, A. brassicicola
gombaval torténd fert6zés soran 6 genotipust valasztottunk ki, melyek fogékonyabbnak
bizonyultak a gombafertézésre Columbia vad tipushoz képest. Ezek az ein2, nia2, nhol, jarl,
mpk6 és nprl mutansok voltak. A hat kivalasztott mutansban a PRX33 és PRX34 gének
transzkriptum szintjét mértiik és hasonlitottuk Ossze a vad tipusban mért eredményekkel
MOCK ¢és 24 oras fertézéses koriilmények kozott. A megvizsgalt mutansok koziil az nhol és
jarl mutansokban mért génexpresszios szint tért el jelentds mértékben a Columbiatdl a
PRX33 és PRX34 gének esetében.

Egy masik megkozelités soran olyan géneket valasztottunk ki, melyek fehérje termékérol
megallapitottak, hogy fizikai kdlcsonhatast 1étesitenek az RBOHD-vel (Geisler-Lee és mtsai.
2007, Jones és mtsai. 2014).Két kivalasztott mutans esetében jelentds eltérést tapasztaltunk az
A. brassicicola gomba tiineteiben a vad tipussal Osszehasonlitva, melyeknél a mutacid
ugyanazt a lo6kuszt érintette, az At2g26330-at, ami az ERECTA (Quantitative Resistance to
Plectosphaerella 1) kifejezddéséért felelés. A két erecta mutans fertézésre adott tlinete
megegyezett az rbohd mutanssal, mivel 7 nappal az A.brassicicola fert6zése utan

nagymeértékil sejtelhalds volt megfigyelhetd a leveleken.

e re s

Munkénk soran sikeriilt kidolgoznunk egy modszert, melyben a korabbi protokollokhoz
képest jelentdsen lecsokkentettiik az elektroporalas idejét, de az egyszeriiség €s rovidség
ellenére hatékonyan és megbizhatéan végezhetd.

Eredményeink azt mutatjak, hogy az ellenallas ndvelésével nd a transzformans sejtek szama,
ugyanakkor 400 Ohm f616tt mar nem lényeges az emelkedés. A 2 kV/cm fesziiltség is javitja
a hatékonysagot az 1.5 kV/cm-hez képest, viszont ¢ folott mar nem né statisztikailag
szignifikansan a hatékonysag.

MOG301 baktériumtorzson vizsgaltuk a kétszeri valamint haromszori elektroporalast. Azt
tapasztaltuk, hogy a tobbszori elektroporacié nem noveli statisztikailag szignifikans modon a

transzformalt sejtek szamat.



Kétféle taptalaj koziil a SOC taptalaj osszetétele megfelelobb a baktériumok névekedéséhez
elektroporacio utan, mivel az LB taptalajban inkubalt baktérium szuszpenzid szétszélesztése
utan kevesebb transzformalt sejtet tudtunk szamolni.

Az inkubalas hosszanak novelésével ndvekedett a transzformalt sejtek szama, ugyanakkor
mar egy rovidebb, 1 6ras inkubalassal is kell6 mennyiségl transzformalt sejt keletkezett, mely

elegendd lehet a rutinszerii transzformalasi munkakhoz.

UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

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

2. Csokkent prx33/prx34 génmitkddésnek kdszonhetden a ndvények ellenallobba
valnak A. brassicicola gombafert6zéssel szemben. Funkcidjukat tekintve fokozzak
a novény fogékonysagat A. brassicicola fert6zésével szemben.

3. A. brassicicola gomba tamadasa soran az alacsony prx33 és prx34 transzkriptum
szintet produkald ndvényekben kevesebb hidrogén-peroxid képzddik, mint a vad
tipusu fertézott ndvényekben.

4. A PRX33/PRX34 sejtfal-peroxidazok és az RBOHD NADPH-oxidaz esetében
kimutattuk, hogy az Arabidopsis levelek, fejlédési allapotuknak megfelel6en,
eltér6 PRX33/PRX34 és RBOHD génaktivitast mutatnak fert6zetlen koriilmények
kozott és A. brassicicola fertézés hatasara.

5. AJARL1 és az NHO1 géneknek szabalyozé szerepet tulajdonitunk a PRX33 és
PRX34 sejtfal-peroxidazok mitkodésében, az ERECTA gén altal kodolt fehérjét
pedig az RBOHD NADPH-oxidaz miikodését befolyasold kolesonhatd partnerként
irtuk le.

optimalizalt elektroporacios eljarast.



4. KOVETKEZTETESEK

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

Mikroszképos eredményeinkkel szemléltettiik, hogy Arabidopsis névényben PRX33 és
PRX34 gatolt miikodése esetében megvaltozik a ROS termelddése, kevesebb hidrogén-
peroxid keletezik Alternaria brassicicola gomba fertézésére. A gomba fertézése soran a
ndvényi sejthalal kialakuldsat a PRX33 és PRX34 sejtfal-peroxidazok és az altaluk termelt
ROS fokozzdk (szemben az RBOHD NADPH-oxid4zzal, mely a ndvényi sejtek nekrozisat
korlatozza). Az A. brassicicola nekrotrof gomba altali kolonizaciot viszont mind a
PRX33/PRX34, mind az RBOHD egyarant eldsegiti.

A PRX33 és PRX34 gének miikodésében szerepet jatszik a levelek kora is. Kiilonbséget
allapitottunk meg az extracellularis ROS termelédéséért felelds gének miikodésében a levelek
koranak megfeleléen, amibdl azt a kdvetkeztetést vonhattuk le, hogy ezeknek a géneknek a
miikodése nem allando, idével valtozik, befolyasolva a gomba terjedési képességét is.

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

Kutatomunkank soran kidolgoztunk egy olyan elektroporacios protokolt is, mellyel célunk a

transzforméacios laboratdériumi munkak hatékonyabba és gyorsabba tétele.
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