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Harpin fehérjék a novényvédelemben

Czobor Ad4m — Hajdinék Péter

Osszefoglalis

A mezdgazdasdg szdmdra jelentds problémat okoz a
ndvények bakteridlis, gombds, virdlis és egyéb kdrte-
vOkkel torténd fertézddeése. Ezek ellen jelenleg foleg
kémiai novényvéddiszerekkel védekeziink, amelyek egy
része sulyos és hosszui tavii kérnyezeti hatasokat okoz-
hat. Tobb torekvés iranyul arra, hogy a hagyomdnyos
novényvéddszereket kornyezetbardt biopeszticidekre
cserélfiik. A kdrnyezetkiméls megolddsok egyik igére-
tes vonala lehet az elicitor (aktivdcios szignal) hatasu
harpin fehérjék alkalmazdasa. Harpin fehérjék segitsé-
gével szamos noveényben ki lehet valtani rezisztencict
rovarokkal, vagy éppen bakteridlis ervedetii fertdzések-
kel szemben, de alkalmasak lehetnek a névények no-
vekedésének, termés hozamdnak javitdsdra is. Ennek
hatterében az elicitor dltal kivaltott biotikus stressz
all, amely soran a szigndlként is funkciondlo reaktiv
oxigénvegyiiletek mennyisége hirtelen megemelkedik,
ezzel beinditva a novényi immunvalaszt, igy a kdrnye-
zet elhanyagolhato mértékii terhelése mellett fokozha-
t0 a noveény vitalitasa.

A ROS és az antioxidans rendszer egyenstlya

A molekularis oxigén szamos biokémiai reakcioban
elektron akceptorként vesz részt, igy fontos szerepet
jatszik az aerob él6lények metabolizmuséban. Fel-
hasznaldsa azonban veszélyeket is rejt, mivel a nové-
nyek altal felhasznalt oxigén kozel 1%-abdl reaktiv
oxigénvegyiiletek (Reactive Oxygen Species, ROS)
keletkeznek (Bhattacharjee, 2012). A reaktiv oxigén-
vegyliletek oxigéntartalma molekuldk és szabadgyo-
kok, amelyek erdsen reaktivak, ¢€s ezaltal toxikusak
az élélények szamara. Legfontosabb képviseldi a
szuperoxid gyok (O,*), a hidrogén-peroxid (H,0,), a

hidroxilgydk (OHe), valamint a szinglet oxigén ('O,).
Reaktiv oxigénvegyliletek keletkezhetnek a novényi
sejtek normalis mikodése soran, példaul a fotoszin-
tézis és a glikolizis melléktermékeként, valamint abi-
otikus €s biotikus stressz hatasara. Akkumulacidjuk
oxidativ stresszt okoz a sejtekben, amely soran karo-
sodhatnak a sejt fehérjéi, lipidjei, szénhidratjai, vala-
mint DNS allomanya (Gill & Tuteja, 2010).

Fotoszintetizald ndvényekben, vilagosban a ROS
legfébb forras helye a kloroplasztisz €s a peroxiszoma,
mig s6tétben és nem-z6ld szévetekben a mitokondrium
(Foyer & Noctor, 2003; Rhoads et al., 2006; Schmitt et
al., 2014; Tripathy & Oelmiiller, 2012). Ezeken kiviil
keletkezik ROS az endoplazmatikus retikulumban, a
glioxiszomaban, a membranlipidek peroxidacidjaval, a
sejtmembranban talalhaté NADPH-oxid4z, valamint a
sejtfalbanlévdoxidazokésperoxidazokmiikodéserévén
is (Bhattacharjee, 2012). Fontos, hogy a névényi sejtek
képesek legyenek védekezni mind a nyugalmi allapot-
ban keletkez6, mind a stressz hatasara megnovekedett
mennyiségli ROS karos hatédsai ellen. Ilyen védelmi
mechanizmusok megtalalhaték mind az egyes ROS
termeld organellumokban (pl.: mitokondrium), mind
sejt szinten. A fent emlitett feladatot az agynevezett
antioxidans védelmi rendszer latja el, melynek tagjai
két f6 részre oszthatok: enzimatikus antioxidansok €és
nem enzimatikus antioxidansok (1. tablazat). A ROS
és az antioxidansok adott koriilmények kozti megfeleld
egyensulya létfontossagll a novények szamara (Gill &
Tuteja, 2010).

ROS a patogének elleni kiizdelemben

Novény-patogén  kolesonhatas  esetén  1étrejovo
biotikus stressz soran az egyik legkorabbi sejtvalasz
az ugynevezett oxidativ kitdrés (oxidative burst),
amely a reaktiv oxigénvegyiiletek szintjének hirtelen

1. tablazat: A névényi antioxidans rendszer elemei

Enzimatikus antioxidansok

Nem enzimatikus antioxidansok

szuperoxid diszmutaz

C-vitamin (aszkorbinsav)

katalaz glutation
aszkorbat peroxidaz prolin
monodehidroaszkorbat reduktaz o-tokoferol
dehidroaszkorbat reduktaz karotinoidok
glutation reduktaz flavonoidok

glutation peroxidaz
glutation S-transzferaz
gvajakol peroxidaz
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1. abra: ROS forrasok a névényi sejtekben

emelkedésével jar. A folyamatért f0ként a plazma-
membranban elhelyezkedé6 NADPH-oxidazok miiko-
dése felelds (1. abra) (Bhattacharjee, 2012). A kit6-
rés soran keletkezd reaktiv oxigénvegyiiletek kettds
védelmi szerepet toltenek be. Akkumulaciojuk nagy
reaktivitasuknak koszonhetden kozvetlentil karositja
a patogént, ezen felil szignalmolekulaként is funkci-
onalnak, ezaltal részt vehetnek tovabbi védekezd me-
chanizmusok beinditasdban, amelyek tovabbi ROS
képzbdéssel jarhatnak. A szignalok hatdsara induka-
16d6 valtozatos természetli reakciok iranyulhatnak a
homeosztazis visszaallitasaban segédkezd enzimek
(antioxidans termeld és regeneralo, javito és védo ha-
tasu enzimek) expresszio-, illetve aktivitas ndvelésé-
re, megfelelden magas ROS szint esetén a programo-
zott sejthalalhoz vezetd kaszkad beinditasara, illetve
a fiziol6gidstol eltérd, magas ROS szint fenntartdsara.
A reaktiv oxigénvegyiiletek emelkedett szinten tarta-
sa segit a novénynek a patogén elleni kiizdelemben,
mig a programozott sejthalal beinditasa igen fontos
védelmi eszkoz erdteljes stresszhatas esetén. Azzal,
hogy a stressznek leginkabb kitett sejtek ,,elpusztitjak
magukat”, a névény egészére nézve csdkkenthetdk
az elszenvedett karok. A védelmi szerep ellatasahoz
elegendd, de a gazdasejt szamara nem fatalis mennyi-

ségli ROS szint fenntartasahoz az antioxidans rend-
szernek reagalnia kell (Bhattacharjee, 2012; Gill &
Tuteja, 2010).

A névényi immunvalasz

A novények — csakigy, mint minden mas tébbsejti
organizmus a Foldon — kiilonféle fertdzéseknek van-
nak kitéve, amelyekkel szemben elengedhetetlen a
védekezés. A n6vények immunrendszere két védelmi
vonallal rendelkezik, és mindkettében fontos szerep
jut a mar emlitett oxidativ kitorésnek (Bhattacharjee,
2012).

Az els6 védelmi vonal a patogénekben 1€v6 bizonyos
molekularészleteknek, az tn. MAMP/PAMP-oknak
(microbe/pathogen-associated molecular patterns,
mikrobdhoz/patogénhez kapcsolt molekularis min-
tazat) a novény altali felismerése révén kivaltott im-
munreakcié. A MAMP megfelel6 receptorok (pattern
recognition receptor, PRR) altali érzékelése utan igen
gyorsan beindul a ROS termelés, és kis amplitiddval,
viszonylag r6vid ideig tart. Szerepe kettds: az ekkor
termelt ROS egyrészt szignalként funkcional a tovab-
bi immunreakciok beinditdsdhoz, masrészt karositja a
patogént. Ilyenkor a ROS termelésért foleg a plazma-
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2. abra: A névényi immunrendszer két védelmi vonala

membranban elhelyezked6 NADPH-oxidazok fele-
16sek, amelyek a sejtben 1év6 NADPH oxidaciojaval
¢és az apoplasztban taldlhaté molekuldris oxigén re-
dukciojaval szuperoxid gyokoket allitanak eld, ame-
lyek gyorsan hidrogén-peroxidda alakulnak spontan
modon vagy szuperoxid- diszmutaz enzim katalizalta
reakcioban. Bzt az immunreakciot ,pattern-triggered
immunity (PTT)”-nek nevezziik (2. abra).

Az evolucié sordn bizonyos patogének alkalmaz-
kodtak ehhez a védekezési mechanizmushoz, és olyan
effektorok termelésébe kezdtek, amelyek a sejtbe jutva
elnyomjak a PTI-t. Ennek ellenstlyozasara méasodik
védelmi vonalként megjelentek az R fehérjék (plant
resistance proteins, R proteins) a ndvényi sejtekben,
amelyek feladata a patogének altal termelt effektorok
felismerése, és ezaltal a megfeleld valaszreakciok
beinditasa, amelyeket egyiittesen ,.effector-triggered
immunity (ETI)”—nek nevezink (2. dbra). Ilyen eset-
ben kétfazisu oxidativ kitorés figyelhetd meg. Az
els6 fazis gyors, kis amplitadoju (feltehetdleg szintén
MAMP felismerése valtja ki), mig a masodik szakasz

hosszl idStartamt €s magas intenzitasti. Az ETI soran
a NADPH-oxidazok mellett az egyéb intracellularis
ROS forrasok is szerephez jutnak. Az effektorok altal
kivaltott reakciosorozat leggyakrabban hiperszenzitiv
sejthaldlhoz vezet, amelynek pontos mddja a felis-
mert effektortdl fiiggben mas és mas lehet (de Wit,
2007) plants recognize microbe-associated molecular
patterns (MAMPs).

A harpin fehérjék

A bakterialis virulencia faktorok genetikai elemzése
kimutatta, hogy a patogén baktériumokat az kiilon-
bozeti meg nem patogén tarsaiktol, hogy ugyneve-
zett patogenitasi géneket tartalmaznak. Ezek a gének
gyakran ugynevezett ,,patogenitdsi szigetekbe” szer-
vezddve talalhatoak a genomban, amely valoszintileg
annak koszonhet6, hogy az evolucid sordn horizon-
talis géntranszferrel keriiltek az adott baktériumba.
Ezt a feltevést alatdmasztja, hogy egymassal tavoli



Erdekesség: Czobor A. - Hajdindk P.: Harpin fehérjék..

Elelmiszer Tudomany Technologia LXVIIL. évf. 4. szam 21

rokonsagban all6 patogének is hasonld virulencia gé-
neket tartalmaznak.

A leginkabb konzervalt (azaz sok novénypatogén
baktériumban el6forduld), megkozelitdleg husz,
ugynevezett hrp (hypersensitive reaction and
pathogenicity) gén kodolja a I1l-as tipust fehérje szek-
récios rendszert. Ez a rendszer fehérjecsatornat alkot
a novényi célsejt sejtfalaban és membranjaban (3.
abra), igy téve lehet6vé a bakterialis patogéneknek,
hogy effektor fehérjéiket a sejtek citoszdljaba juttas-
sak (Biittner & He, 2009).

A harpinek olyan savas, hdstabil, glicinben és
leucinban gazdag fehérjék, amelyeket Il1-as tipusu
fehérje szekrécids rendszerrel rendelkezd baktéri-
umok, mint pl.: Pseudomonas syringae és Erwinia
amylovora termelnek (Livaja et al., 2008). A harpin
tipust fehérjék patogenitdsban betsltott szerepérol,
molekularis hatasmechanizmusardl egyelore igen ke-
vés ismerettel rendelkeziink. Fertézéskor mikodési
helyiik a fent emlitett I[1I-as tipust szekrécios rendszer
csatorndja, igy feltehetden a bakterialis effektorok no-
vényi sejtbe juttatdsaban vesznek részt.

A harpinek hiperszenzitiv sejthalalt valtanak ki
a nem-gazda nodvényekben (amelyekben az adott
harpint termeld baktérium nem okoz megbetegedést).
Szerepiik a gazda novényekben egyelore tisztazatlan
(Livaja et al., 2008).

A harpineket a n6vényi sejtek receptorai PAMP-ként
ismerik fel, miutdn a fehérje a plazmamembranhoz
kotodott. A sejthalalhoz vezet6 reakcidkat ezt kove-
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toen egy receptor-medidlt MAPK (Mitogen-activated
proteinkinase) figgd szignalrendszer inditja. Ennek
soran megnovekedett ROS termelés, erds pH valtozas,
megnovekedett kalcium bearamlas a citoszolba, és az
immun-valasz gének megnovekedett expresszidja fi-
gyelhetd meg (Livaja et al., 2008).

A valaszreakciokban fontos szerep jut a
mitokondriumnak. Megndvekedik a mitokondrialis
ROS termelés, csOkken a mitokondrialis membran-
potencial (A¥m), ebbdl kifolydlag az ATP termelés.
Ezen feluil megfigyelhetd a citokrom ¢ gyors citoszolba
juttatasa a mitokondriumbdl, amelyet a programozott
sejthalal eldszobdjaként tartanak szamon (Reape &
McCabe, 2010).

A harpinek novényvédelmi szerepe

Kisebb koncentracidban (nM), a tisztitott (a termeld
térzsbol kinyert) harpinek hatasara nem kovetkezik
be sztikségszertien a sejthalal, de ugyantigy megnd az
immunvalasz-gének expresszdja, amelynek hatasara
a novény ellenallobba valik a patogénékkel szemben.
Ez a hatds hasonlatos az allatoknal és az emberek-
nél alkalmazott aktiv immunizalashoz. A piacon mar
megjelentek ilyen jellegli termékek, példaul az Eden
Bioscience Messenger® STS nevii ngvényvédo szere,
amely 3% harpin fehérjét tartalmaz aktiv Gsszetevo-
ként (Livaja et al., 2008). A patogén tdmadassal szem-
beni védelmen feliil a harpinekkel kezelt n6vényekben
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3. dbra: A IlI-as tipusu szekrécios rendszer (T'TSS)
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szamos elény0s hatés figyelheté meg, mint példaul a
névény nagyobb terméshozama és intenzivebb nove-
kedése, amely a gyartok altal megadott adatok szerint
akar 10-30% ndvekményt is jelenthet. A fent emlitett
hatédsok miatt a harpinek igéretes biopeszticidek le-
hetnek.

A harpin tartalmd permetszerek az Amerikai Kor-
nyezetvédelmi Hatosag (United States Enviromental
Protection Agency) tantisitvanyai szerint nem karosak
kornyezetre €s az emberi egészségre, valamint gyors
felszivodasuknak koszonhetben akar 24 oraval a be-
takaritas eldtt is alkalmazhatéak. Tovabbi eldnye a
hagyoméanyos peszticidekkel szemben, hogy az aktiv
osszetevd (harpin fehérje) a ngvény immunrendszerét
indukalja, nem pedig a patogént timadja, igy a rezisz-
tencia kialakulasanak esélye joval kisebb.
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Harpin proteins in plant protection
A. Czobor — P. Hajdinak

The infection of plants by bacterial, viral and fungal
agents or other pests is still a severe problem in the
agriculture. Presently, the main method to protect
the plants, are the chemical pesticides, which could
have serious and long term environmental effects.
There are many attempts to change these traditional
chemicals to biopesticides. The promising, environ-
mentally friendly PAMP-effect harpin proteins could
be a great solution for this.Resistance against insects
or bacterial infections could be achieved by these
harpin proteins, moreover the growth and yield of
the plants could be also enhanced. The background
of this reaction is the elicitor induced biotic stress, in
which the level of reactive oxygen species (ROS) is
increased suddenly. These ROS act as signalling mol-
ecules, which can induce the plant immune response,
mentioned above. The application of these proteins
grants increased vitality and viability to plants with
negligible effects to the environment.
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