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ROVIDITESEK JEGYZEKE

avr avirulencia

BR altalanos rezisztencia

c¢DNS RNS-rél készitett DNS masolat
CDPK kalcium fliggd fehérje kinaz

cfu taptalajon koloniat képzo sejtek szama
CHI kitindz

DAB diamino-benzidin

DNS dezoxiribonukleinsav

DTT dithiotreitol

EBR korai altalanos rezisztencia

EPS a baktériumok kiilsé poliszaharid burka
HR hiperszenzitiv reakcid

hrp hiperszenzitivitas és patogenitas

IWF sejtkozotti jaratokbol izolalt folyadék
LAR lokalis szerzett rezisztencia

LBR késoi altalanos rezisztencia

LC-MS/MS liquid chromatography of mass spectrometry, azaz

folyadékkromatografiahoz kapcsolt témegspektrometriai analizis

LEA jellemzden az embriogenezis késdi szakasza soran képzddo fehérje
MAPK mitogén aktivalt fehérje kinaz

mRNS hirvivé RNS

PAGE ploiakrilamid—gélelektroforézis

POX peroxidaz

PR korfolyamatokkal kapcsolatba hozhato

R a novények ellenalloképességét meghatarozéd gének vagy géntermékek
RNS ribonukleinsav

SAR szisztemikus szerzett rezisztencia

SDS natrium-dodecil-szulfat

T-DNS transzfer DNS, az Agrobacterium tumefaciens novényi sejtbe athelyez6do

DNS szakasza

™V dohdnymozaik virus
TTSS a korokozo baktériumok harmadik tipusu kivéalasztod rendszere
uv ibolyantuli



1. BEVEZETES

A baktériumos novénybetegségek gazdasagi kartételének mértéke elmarad a virusok ¢és a
gombak altal okozott betegségekétol. Jelentoségiik mégis felértékelodik, mert a
novénykorokozo baktériumok elleni védekezés napjainkig megoldatlan maradt.

A kereskedelmi forgalomban még elérhetd antibiotikum hatéanyagi novényvédo szereket
fokozatosan visszavonjak, mert haszndlatuk antibiotikum rezisztens korokozok
megjelenéséhez vezet, ¢és ez hatastalannd teheti egyes hatdanyagok humdan- ¢és
allatgyogyaszati alkalmazasat.

A baktériumok téptalajon konnyen tenyészthetd mikroorganizmusok, a tesztndvények
fertézése egyszeri. Igy a baktériumok és a novények kozotti kapesolat, a novények
védekezésének tanulmanyozasa az ¢élettani €s a molekularis novénykoértani kutatasok kedvelt
tertiletévé valt. Az ellenalloképesség bioldgiai folyamatainak megismerése mellett a kutatok
legfobb célja a korokozd baktériumokkal szemben ellenalld ndvények, fajtak létrehozésa.
Korabbi nézet szerint azok a fajtdk mindsiilnek ellenallonak, melyek a vizsgalt kérokozo
fert6zésére hiperszenzitiv médon valaszolnak.

A ndvények ¢€s a szervezetiikhoz tarsult baktériumok kolcsonhatdsdban kiilonds jelentdsége
van az els6, ugynevezett felismerési reakcioknak. Az ,idegen” anyagok, molekuldk
felismerése vagy a felismerés elmaradasa donti el, hogy a névények védekeznek vagy sem az
Oket taplalékként felhasznalni szdndékozo baktériumok ellen. Az ,,idegen” felismerése utan a
novények Osszetett, lokalis ¢és szisztemikus védelmi rendszert mozgositanak a szdvetekbe
keriilt baktériumok semlegesitésére. Kémiai ,fegyverzettel” (oxigén szabadgyokok ¢s
antimikrobialis fehérjék termelése), illetve szerkezeti gatak kialakitasaval (sejtfal
megszilarditasa, ligninképzodés és a sejtfalfehérjék immobilizacidja) akadalyozzédk a nem
koérokozo és a korokozo baktériumok tamadasat.

A ndvények altaldnos rezisztenciaja (BR) az ,,idegen” felismerésére hivatott védelmi rendszer
egyik leggyorsabban kialakulo eleme. A bakterialis eredetii elicitor molekulak, konzervalt
részeinek novénybeni felismerésén alapul. Igy nem meglepd, hogy betegséget nem okozod
szaprotrof baktériumok is aktivaljak. A ndvénykortani mikologidban elterjedt szaprotrof
megnevezést a Dbakteriologidban eddig szokasos szaprofiton / szaprofita fogalom
szinonimjaként alkalmazom. A ,,szapro” gorog eredetii kifejezés jelentése elkorhadt, a ,,troph”
jelentése kedveld. A szaprotrof szervezetek tehat az élettelen szerves anyagok lebontasabol

nyernek energiat.



Az opportunista patogének ,alkalomra var6”, polivirulens korokozok, melyek idedlis
koriilmények kozott nem karositjdk gazdanovényeiket, de adott, a ndvényeket gyengitd
tényezoket kihasznalva mar sulyos betegséget okoznak gazdaszervezeteiknek. Opportunista
patogén példaul a kajszi, a dinnye és a paprika jarvanyos pusztulasat okozo Pseudomonas
syringae pv. syringae. A korokozé fert6zése szamara a hiivos tavaszi id6jaras biztositja a
,.kedvez6 alkalmat™.

A ndvények kdrnyezetében, sot feliiletén €16 mikrobdk, koztiik a baktériumok tobbsége rajuk
nézve nem artalmas, azonban ezek koziil egyes fajok ¢loskodd életmodra tértek at. Az €16
tényezOk mindségét egyrészt a mikroorganizmusok életstilusa (szaprotrof, szimbionta vagy
¢loskodod), masrészt a taplalékul szolgaldo novények genetikai tulajdonsagai hatarozzak meg.
Ennek kovetkezménye, hogy minden ndvénynek specidlis kérokozd kore van és minden
korokozo sajat gazdandvény-korrel bir. A védekezési mechanizmusok segitségével pedig a

novények a legtobb korokozo fertdzését tulélve alapvetden egészségesek maradnak.



Célkituzések

A novények altalanos rezisztenciajat a szaprotrof baktériumok is aktivaljak, és ezen a tényen
alapul az a feltételezés, hogy az altalanos védekezés korlatozza a ndvényi szdvetbe keriilt
szaprotrof baktériumok szaporodasat. A gazdanovények alacsony hémérsékleten torténd rovid
idejii inkubacidja elésegiti az opportunista patogén Pseudomonas syringae pv. syringae (P.
syringae) kolonizaciojat. Ugyanez a korokozd 25-30 °C hoémérsékleten viszont nem okoz
betegséget. Vajon ezt a jelenséget magyarazhatja-e az altalanos védekezés vagy esetleg a
hiperszenzitiv reakcié (HR) miikddése? Jelenleg kevés az informacié a ndvényi védekezések
miikddésének homérsékleti feltételeirdl.

A dolgozat témaja egyrészt a hdmérséklet — mint a novények fizioldgiai allapotat
meghatarozo egyik legfontosabb élettelen tényez6 — hatasanak vizsgélata az altalanos novényi
védekezés mikodésére. Masrészt a szaprotrof Pseudomonas fluorescens (P. fluorescens) és az
opportunista patogén P. syringae baktériumok altal a paprikandvények szoveteiben provokalt
valtozasok, aktivalt védekezési mechanizmusok makroszkopikus ¢és molekularis szinti

tanulmanyozasa. A kettds téma a kovetkezd felvetések részletes elemzését igényli.

o A hdvel elolt és €16 korokozok aktivaljak a dohany lokalis védelmi rendszereit (Hevesi et
al. 1981, Klement et al. 1999). Az a kérdés azonban nyitott, hogy miikddik-e a védelmi
rendszer, ha a ndvényeket a szamukra optimalisndl alacsonyabb hdémérsékleten
inkubaljuk. Ezért célom az, hogy megallapitsam, hogyan modosul alacsony
homérsékleten az altalanos védekezés ¢és a hiperszenzitiv reakcidé dohdny—
tesztnovényekben. A tiineti vizsgéalatok eredményeit a baktériumszaporodas mértékével
¢s novényi markergének kifejez6désével tdmasztom ald, majd paprika—tesztnovényeken
is ellendrzom, amely azért sziikséges, mert a paprika az opportunista patogén—gazda

kapcsolat j6 modellndvénye.

e A tartésan alacsony homérséklet hatasa az eltéré hidegtiir6—képességii baktériumok in
vitro és egy-egy sajat gazdandvényében kimutathatd szaporodasara jelenleg még szintén
nem tisztazott. A szaprotrof P. fluorescens, a széles gazdandvénykorrel rendelkezo,
opportunista Pseudomonas syringae pv. syringae 61 vagy 2214, és a sziik gazdakori
valodi patogén Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola S 21 baktériumok in vitro és in
planta szaporodasa Gsszevetésre keriil az altalanos védekezés €s a hiperszenzitiv reakcio

mukddésével.



Az altalanos rezisztencia molekularis szintii elemzéséhez a BR aktivitdsaval parhuzamba
allithat6 jelzdé (marker) fehérjék kimutatasara és azonositasara torekszem. A markereket
paprikandvényekben a baktériumokkal kdzvetlen kapcsolatot 1étesité apoplaszt—fehérjéi
kozott keresem. A BR—marker jeloltek specifikussagdnak meghatarozasahoz ismerni kell
a homérséklet, a fény ¢és a biologiailag aktiv molekuldk hatasat a jelzd fehérjék
megjelenésére. Ezek a tényezOk a BR kialakulésat is segitették vagy gatoltdk dohanyban,

igy amennyiben a markerként azonositandé fehérjék termelésére is hasonld hatasuk van,

azok mint, specifikus BR—markerek azonosithatok.

A specifikus markerek lehetdvé teszik az 4ltalanos védekezés biztos, HR-gatlas
jelenségétdl fiiggetlen kimutatasat paprikaban. Segitségiikkel tobb informéci6 nyerhetd a
novényi védekezési mechanizmusok szerepér6l a hidegtlird, opportunista patogén
Pseudomonas syringae pv. syringae vagy a szaprotrof Pseudomonas fluorescens

baktériumok és a paprika névények kolcsonhatasaban.



2. TIRODALMI ATTEKINTES

2.1. A novények védelmi rendszere (mechanizmusok felosztasa, jellemzése)

A novények passziv ¢és aktiv eszkozokkel védik szervezetiket a tdmado
mikroorganizmusokkal szemben. A korokozok fert6zését elsd 1épésben passziv, a fertdzés
bekovetkezése eldtt eldallitott anyagok (kutikula, kéreg, masodlagos metabolitok)
korlatozzak. Az aktiv védekezés lényege, hogy a ndvények képesek megkiilonboztetni
egymastol sajat anyagaikat az ,,idegen” szervezetek (virusok, baktériumok, gombak stb.)
molekulditél, majd a felismerés utdn beinditani azt a rendszert, amivel az ,idegent”
hatastalanitjak. Minden olyan esetben, amikor ez a felismerés késik vagy elmarad, a betegség
tiinetei jelentkeznek.

A patogenitas legfontosabb feltétele a korokozo tomeges felszaporodasa a gazdandvényben,
ezért a hatékony és azonnali valasz, azaz a koérokozod kezdeti megfékezése, a novények

egyetlen lehetdsége a tilélésre.

2.1.1. Passziv védelem

A baktériumok a névényi borszovetet kozvetleniil nem tudjak attérni (ez csak egyes korokozéd
gombdk tulajdonsiga). A blrszovet, az azt boritdé kutikula, a kéreg rétegei, valamint a
masodlagos anyagcseretermékek fizikailag gatoljdk a korokozod bejutasat a ndvények
szoveteibe. fgy a novények feliiletén epifiton életmoda baktériumpopulaciok a viz
segitségével jutnak be a nyitott 1égzényildsokon vagy lenticelldkon, esetleg a bibén vagy
sebzéseken keresztiil a szovetek sejtkozotti jarataiba. A ndvényi sejtbe torténd behatoldst a
sejtfal gatolja meg. A ndvénykorokozo baktériumok mindig csak a sejtkozotti jaratokban
szaporodnak (Anderson, 1982), ahol a sejteket burkolo intercellularis folyadékban talaljak
meg a kezdeti szaporodasukhoz sziikséges tapanyagokat.

A ndvények a fizikai gatak mellett a korokozok megfékezésére alkalmas vegyliletek széles
skalajat vonultatjdk fel. A szovetekben folyamatosan képzddd -cianogén-gliikozidok,
terpenoidok, fenol-tartalmu anyagok, alkaloidok és peptidek alkotjadk a ndvények kémiai

fegyvertarat (Menezes ¢és Jared, 2002).



2.1.2. Aktiv (indukalt) védelem

2.1.2.1. Az altalanos novényi védekezés, basal resistance (BR)

1. Abra. A BR és a HR szoveti szintii megjelenése
dohanylevélen

A kezelések kovetkeztében a levél bal felén a BR, jobb
felén a HR alakult ki. A levél bal felét hovel eldlt
Pseudomonas syringae pv. syringae 61 szuszpenzidjaval
(4x10° sejt/ml), jobb felét vizzel injektaltam. A levél
mindkét felét az elsd injektalas utan 6 oraval él6, HR-t
okoz6 Pseudomonas syringae pv. syringae 61
szuszpenzidval (10° sejt/ml) fertéztem feliil.

Ha a dohany vagy barmely mas ndvény levelét valamely HR-t nem indukalé baktériummal
vagy baktérium eredetli anyag szuszpenzidjaval kezeljik eld, majd ugyanezt a levélrészt
késobb inkompatibilis (,,nem megfeleld’), HR-t indukal6 baktériummal feliilfert6zziik, akkor
az inkompatibilis kapcsolat nem eredményez HR-t. A HR elmaradésa az eldkezelés
eredménye. Ez a kozvetett modon, HR-gatldssal kimutathatdo valasz a fertdzést kdvetden
legkorabban észlelt, a szoveteket tdmadod baktériumsejtekkel szemben kialakuldé ndévényi
védekezés (1. abra).

A novények altalanos védekezését a szaprotrof (Hevesi et al. 1981), a gazdandvényre nézve

idegen patogén, inkompatibilis baktériumok és a patogenitasukat vesztett (hrp) mutansok is

indukaljak (Klement et al. 1999). Ez a valasz a bakteridlis eredetii elicitor molekulak
novénybeni felismerésén alapul. Elicitoroknak a mikroorganizmusokban felleheté novényi
rezisztenciat vagy betegséget kivaltd anyagokat nevezziik. A BR elicitorai kozé olyan,
tobbségiikben extracellularis és esetenként sejten beliil elhelyezkedd molekuldk tartoznak,
amelyek mind a szaprotrof, mind a korokozd baktériumokban megtalalhatok. A ndvények
altal felismert részeinek szerkezete pedig erésen konzervalt. Az ebbe a csoportba tartozo
bakterialis eredetli molekulakat, agymint a lipopoliszaharid (LPS) (Newman et al. 2002), a
flagellin (Felix et al. 1999) vagy a peptidogliikan (Felix és Boller, 2003), 6sszefoglald néven
az angol kifejezés roviditése alapjan PAMP-nak (pathogen associated molecular patterns)
nevezik (Gomez-Gomez és Boller, 2002). De elicitor aktivitasa van egy Pseudomonas—fajbol
szarmaz6 hideg-sokk fehérjének (Felix és Boller, 2003) vagy az EF-TU elongacioés faktornak
is (Kunze et al. 2004). A gazdandvényre specializalédott (kompatibilis) koérokozo eldlt
formaja aktivalja az altalanos védekezést, az azonos €16 patogén viszont annak ellenére, hogy
hordozza a ra jellemzé PAMP-okat, mar a védekezés korai szakaszaban (korai altalanos

rezisztencia, EBR) visszaszoritja a BR-t (Ott et al. 2006).
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Lovrekovich és Farkas (1965) kisérlete elsoként iranyitotta a kutatok figyelmét az altalanos
rezisztencia jelenségére. A Pseudomonas syringae pv. tabaci sejtek hével elolt
szuszpenzidjaval kezelt dohanyndvényeken a korokozoval késdbb végzett méasodik fertdzés
tiinetei nem jelentek meg. Tobb mint egy évtizeddel késébb Burgyan és Klement (1979)
bizonyitottdk, hogy az altalanos rezisztencianak egy korai (EBR; korabban: early induced
resistance, EIR) ¢és egy kés6i formaja (LBR; kordbban: late induced resistance, LIR)
kiilonithetd el. Optimalis koriilmények kozott az EBR a fertdzést kovetd néhany ora alatt
kifejlédik, de sotétben tartott ndvényeken bizonyitottdk, hogy aranylag rovid ideig nyujt
védelmet a baktériumokkal szemben. Ennek a szerepét veszi 4t az LBR, amely viszont
hosszabb idon at, 6-7 napig is aktiv marad.

A BR makroszkopikus szinten tiinetmentes folyamat, ezért csak kozvetett moédon mutathatd
ki. Erre alkalmas moddszer egy masodik fert6zés lokalis gatlasa, vagy a HR elmaradasa. A
HR-gétlas jelensége az inkompatibilis korokozo6 I11. tipusu szekrécids rendszerének (TTSS) és
szaporodasanak gatlasara utal (Klement et al. 2003, Ott et al. 2006). A kifogéastalanul miik6do
TTSS feltétele a HR kialakuldsanak vagy a betegség okozéasnak. A BR részletes vizsgalata
eddig a kovetkezod, eltéré rendszertani csaladba tartoz6 novényekben tortént meg: Nicotiana
tabacum (Lovrekovich és Farkas, 1965; Burgyan és Klement, 1979), Capsicum annum
(Keshvarzi et al. 2004) Arabidopsis thaliana (Bozso et al. 2002), Medicago truncatula (Bozsé
et al. 2005 b). Az altalanos rezisztencia tehat ,kétszeresen altalanos” mivel sem kivaltoit

tekintve, sem a ndvényekre nézve nem specifikus.

2.1.2.1.1. Az altalanos rezisztencia dohanyban azonositott molekularis markerei

Az egyes novényi sejteket a sejtfaluk és membranjuk vélasztja el a kiilsé kornyezett6l. A
sejtmembran az ionok, fehérjék ¢és mas makromolekuldk szamara atjarhatatlan, csak
kismérettii, vizoldékony, polaros molekuldk (széndioxid, viz), illetve kisméretli elektromosan
semleges (elektron hiannyal vagy tobblettel nem rendelkezd) lipid molekuldk (alkoholok)
juthatnak keresztiil rajta (Isenman et al. 1995). Ezért az extracelluléris térben bekovetkezd
valtozasokat (legyen az biotikus vagy abiotikus eredetil) a sejtek mindig a membran feliileti
receptor molekulaival érzékelik. Jo példa erre az Arabidopsis FLS2 flagellint felismerd
receptora (Gomez-Gomez ¢és Boller 2002). A receptor az altala felismert molekulardl jelet

tovabbit a sejt belseje felé. A jelatviteli folyamat érintheti a mitogén aktivalt protein kindzok

(MAPK) kaszkadjait, ahol a jel foszforilacidval jut elére. A foszforilacié masik utvonala

kiilonb6z6é ioncsatorndkhoz és az aktiv oxigénformak termelésért felelds NADPH-oxidéaz
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komplexhez vezet. Az eddigiekben a baktériumok felismerésérdl €és a sejt belsejében zajld
halozatos dsszekapcsolt jelatviteli rendszerrdl ejtettiink szot.

Részletesebben ismert a ndvényi szovetek gyors, 3-6 oOrdn beliil a BR-el dsszhangban
kimutathat6 - a HR megjelenését megel6zé - valasza, védekezési reakcidja a sejtkdzotti
jaratokba keriilt baktériumok ellenében. Szatmari et al. (2006) az altalanos rezisztenciaval
Osszhangban 1év0 transzkripcios valtozasokat mutatott ki dohanyndvények szubtrakcios

hibridizaciéval készitett cDNS konyvtardban. A sejtfalak erdsitését szolgalo fahéjsav-

hidroxilaz, ortometil-transzferaz enzimeket kodold szakaszok mellett hidroxi-prolinban vagy
glicinben gazdag sejtfalépitd molekuldk szekvencia—részletének atirddasa is novekedett az
indukciot kovetd 3-12 oraban. A baktériumokkal szemben védekezd ndvényben egy glutation-
S-transzferazt és egy epoxid-hidrolazt koédold gén transzkripcidja szintén emelkedett (Bozso
et al. 2005a; Szatmari et al. 2006). Ezek az enzimek a ndvényekben keletkezett toxikus
anyagok semlegesitésében vesznek részt.

A hidrogén-peroxid az ¢éldvilagban azonositott aktiv oxigén molekuldk egyik tagja. Fokozott

termelddése egyiitt jarhat a novények katalaz (hidrogén-peroxid semlegesités) és peroxidaz
(hidrogén-peroxid termelés vagy semlegesités) aktivitdsanak emelkedésével. A BR-t aktivald
baktérium—szuszpenzi6 injektalasa utdn 3-4 6raval mind a hidrogén-peroxid mennyisége,
mind a peroxiddz-enzimek aktivitdsa emelkedett (Ott 2002, Bozso et al. 2005a). A dohanyban
a BR miikddésével 6sszhangban tpoxN1 peroxidaz enzim génjének fokozott kifejezddését és
Uj izoenzimek megjelenését is kimutattak (Bozso et al. 2002, Klement et al. 2003). Klement et
al. (2003) elektronmikroszkopos felvételein jol lathatd, hogy a BR-t aktivalo kezelések
hatasara termel6dott hidrogén-peroxid egyrészt a sejtfalban koncentralédik, masrészt a
sejtfallal érintkezd baktériumsejteket veszi koriil. A sejtfalban felhalmozodott hidrogén-

peroxid keresztkotések képzOdését katalizalja a hidroxi-prolinban gazdag sejtfalfehérjék

kozott. Ez a folyamat ott erdsiti a sejtfalak szerkezetét, ahol a baktérium megjelenik az
intercelluldris térben. A hidrogén-peroxid a legstabilabb molekula az aktiv oxigénformak
koziil, mely magas koncentracioban szdmos ¢lettani szempontbol jelentds makromolekulat
(membranokat, fehérjéket, aminosavakat, nukleinsavakat, stb.) képes karositani. Célzott
felszaporodasa a baktériumsejtekkel érintkezé helyeken baktériumdld hatast is lehet (Baker
¢és Orlandi 1995, Klement et al. 2003). Kozvetlen antimikrobidlis hatdsa (Peng és Ku¢ 1992,
Kirdly et al. 1993) és a szOveti szilardsagot erdsitd szerepe (Brown et al. 1998) mellett
alacsony koncentracioban nélkiilozhetetlen jelatviteli molekula. At tud hatolni a
membranokon, mivel kisméretii, elektromosan semleges, vizoldhatdé molekula. Més ismert
masodlagos hirvivé molekuldkkal egyiitt (szalicilsav, jdzmonsav, etilén) az ellenalloképesség

kialakitdsaban részt vallalo, a korfolyamatokkal kapcsolatba hozhatd un. ,.pathogenesis-
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related” (PR) fehérjék szintézisét inditja el a novényekben (Low ¢és Merida 1996, Orozco-
Cardenas et al. 1999, Gechev et al. 2002).
A hidrogén-peroxid katalizalta keresztkotések kialakuldsa mellett a sejtfalakat erdsiti a

szerkezetébe beépiild lignin és kalléz is. A lignin szintézise a fenil-propanoid bioszintézis

uton keresztiil torténik. Ennek tobb kulcsenzimét kodold génrdl — Gigymint a fenil-alanin
ammonia lidaz (PAL) (Bozso et al. 2005a), fahéjsav-hidroxilaz €s az ortometil-transzferaz
(Szatmari et al. 2006) — bizonyitott, hogy atirdédasuk a BR kialakuldsaval Osszhangban
fokozodott. A sejtfalak megerdsitése, a papillak képzddése lassithatja a koérokozok tdmadasat,
tovabba csokkentheti a tdpanyagok kiaramlasat a citoplazmabol az intercellularis térbe.

A dohéanyban kimutatott *215° és 250’ jelt extracellularis kitindzok a patogenitasat vesztett
€16 vagy a hovel eldlt korokozok, valamint a szaprotréfok induktiv hatdsara is megjelentek
(Ott et al. 2006). A hével eldlt korokozok vagy a patogenitasukban sériilt (hrp) mutansok
fokoztak egy kitindz enzimet kodolo gén kifejezddését babndvényekben (Jakobek és Lindgren
1993). Figyelemre méltd parhuzam, hogy a *215” és *250’ jelti dohanykitindzokhoz hasonléan
kompatibilis kapcsolatban a fent emlitett bab esetében a kitindztobblet termelddése szintén
elmaradt (Jakobek et al. 1993). A koérfolyamatokkal parhuzamosan megjelend ndvényi
glilkanazok és kitinazok kiilon-kiilon is gatoljak a korokoz6d gombak ndvekedését, egylittes
alkalmazasuk pedig szinergisztikus hatasu (Mauch et al. 1988). Ugyan a ndvényi kitinazok
kozvetlen, in vitro baktériumgatld hatisa még nem bizonyitott, de egyes kitinazokkal
kapcsolatban lehetséges, hogy a baktériumok elleni védekezés egyik fontos tényezdi. Ennek
egyik in vivo bizonyitékat szolgaltatta Hong ¢s Hwang (2006), amikor az altaluk korabban — a
paprika Xanthomonas vesicatoria fertézése utan — izolalt CaChi2 bazikus kitinazt
tultermeltették ludfii- (Arabidopsis thaliana) névényekben. A kitinazt taltermeld vonalakban
a Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 sejtszama szignifikansan alacsonyabb volt, mint
a vad tipusu ludfli szovetében. Ismert néhany kitindz megjelenése virusfertézés (Trudel et al.
1989) és stressz—érzékenység esetében is.

A BR miikddésének bizonyitdsa utan szamos kutatd foglalkozott az altalanos elicitorok
novényi felismerésével. A BR jelentdségét azonban eltérden értékelik. Abramovitch és Martin
(2004) szerint a BR gyenge, a HR-nél lassabb felismerési reakci6. Mig masokkal
egyetértésben csoportunk szerint a BR gyors, elsé vonalbeli védekezési valasz. Az els6 aktiv
1épés a lehetséges korokozok novénybeni felismerésére (Gomez-Gomez 2004) és hatékony
eszkdz a korokozok tapanyaghoz jutdsdnak, illetve elterjedésének megakadalyozédsara
(Keshvarzi et al. 2004). A fent 0sszefoglalt eredmények képezték a hipotézisiink alapjat: az
altalanos rezisztencianak koszonhetd, hogy a szaprotréf mikroorganizmusok az €16 névények

szoveteiben nem tudnak megtelepedni és azokat tapanyagforrasként felhasznalva szaporodni.
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2.1.2.1.2. A kornyezeti tényezok hatasa a BR kialakulasara

A genetikailag meghatarozott tulajdonsagok mellett a novények fizioldgiai allapota is
befolyasolja védekezésiik felépitését. Az optimalis hdmérséklet, tapanyag- és vizellatottsag
valamint a fényviszonyok a legfontosabb élettelen tényezdk, melyek a novények élettani
allapotat és ellenalld képességét biztositjak. Ha ezek koziil barmelyik eltér az optimalistdl a
novényeken — korokozo fert6zés hidnyaban is — az eltérés mértékének megfeleld szimptomak
jelentkeznek.

A kiils6 kornyezet valtozdsa éppen ugy befolyasolja a ndvények fehérjeszintézisét, mint az
altalanos fehérjeszintézis—gatld fizikai modszerek és kémiai anyagok. A fehérjeszintézist
gatlo hésokk— (50 °C, 13 s) vagy cikloheximid—kezelés késlelteti, vagy lehetetlenné teszi az
altalanos rezisztencia kialakuldsat ¢s kimutatasat (Klement et al. 1999). Ennek
kovetkezménye, hogy a ndvények védtelenné valnak a szoveteikbe jutott baktériumokkal
szemben. Ezért okozhat a Pseudomonas syringae pv. syringae hrpK, egyébként HR—negativ
mutans, hésokk— vagy cikloheximid—kezelést kovetéen HR-t (Bozs6 et al. 1999). Ezzel
Osszhangban az extracellularis kitindzok megjelenése (Ott et al. 2006) és a hidrogén-peroxid
felhalmozddasa is elmarad a dohanyban (Ott 2002).

Burgyan és Klement (1979) és Hevesi et al. (1981) kisérletei szerint a korai szakasz, az EBR
kialakulédsa fiiggetlen a fényt6l, viszont a késéi szakasz (LBR) sotétben tartott ndvényekben
nem alakult ki. A hémérséklet valtozasa szintén jelentdsen modositotta a BR kialakulasi idejét
(Klement et al. 1999 és 2003). Mig 20 "C-on az eldkezelés és a BR miikodését igazold
feliilfert6zés kozott 68 oranak kell eltelnie, addig 30 °C-on a BR gyorsabb, s6t hatékonyabb
is. Ez a tendencia olyan magas homérséklet eléréséig folytatddhat, amely nem hat hatranyosan

a ndvények ¢€lettani allapotara.

2.1.2.2. A hiperszenzitiv reakcio (HR)

A novények gyors sejtelhalassal kapcsolatos védekezési mechanizmusa a hiperszenzitiv
reakcié (HR) (2. abra). A baktériumok altal indukalt HR felfedezése oOta a klasszikus— és a
molekuléaris novénykortan, valamint a ndvénynemesités teriiletén alapvetd tesztelési eljarassa
valt. Az elmult évtizedekben szamos kutatasi teriileten foglalkoztak elicitorainak és gatld
tényezoinek felderitésével. A dohanyon okozott HR vizsgalatanak nagy hagyomanya van a

koérokozd baktériumok azonositasaban és az ellenalloképességet okozo tulajdonsagok
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felderitésében. A HR korlatozza a patogének tovabbterjedését a ndvényi szovetben, és ezaltal
meggatolja a betegség kialakulasat. Novénykorokozo baktériumokkal kapcsolatos elso leirasa
Klement Zoltdn nevéhez flizddik (Klement 1963, Klement et al. 1964). A hiperszenzitiv
reakciot az €16 baktériumok koziil csak a patogének képesek indukalni, a szaprotrofok nem.
Amennyiben egy adott kérokozé nem a sajat gazdanovényét fert6zi, hanem mas novényfajt
(példaul a bab korokozodja a dohanyt) akkor nem-gazda (non-host) rezisztenciarol beszéliink.
Ha ez a koérokozo a sajat gazdandvényének rezisztens valtozatat fertdzi, azt specifikus, ,,gene-
for-gene” (gén a génnel szemben) rezisztencidnak nevezik.

A HR folyamataban a BR miikddéséhez hasonld biokémiai valaszokat irtak le. Hatdséara aktiv
oxigén formak halmozodnak fel, mind lokalis mind szisztemikus szinten. A ndvénysejtek
papillat képeznek a korokozd kornyezetében ¢és a ndvények hidroxi-prolinban gazdag
fehérjék, lignin és kalloz termelésével igyekeznek megerdsiteni a korokozokkal kapcsolatba
keriilo sejtfal részeket. Fenol tartalmi mikrobagatld vegyiiletek, Gn. fitoalexinek, és mas
kisméretli antimikrobidlis peptidek — igymint defenzinek, lipidszallitd fehérjék €s tioninok —

képzddnek (Castro és Fontes 2005).

2.1.2.2.1. A ,,gén a génnel szemben” elmélet

A ,,gene for gene”, az avr for R” vagy ,,guard hipotézis” néven is emlitett elméletet, mely
magyarazatot ad a faj— és fajtaszintii specifikussagra, a koérokozas jelenségének genetikai
modellezésére dolgoztak ki (Flor 1971). A patogenitds a korokozd avirulencia— (avr) és a
novény rezisztenciagénjeinek (R) kolcsonhatasaval magyarazhat6. A baktériumok avr génjei
olyan termékeket kddolnak, amelyek alapjan a ndvény megfeleld R génjei hiperszenzitiv
nekrozisba torkolld védekezési reakciot inditanak a betolakodo6 ellen.

Ha a génpar tagjai koziil az egyik, vagy mindkettd hianyzik (akar a gazda, akar a kérokozo
részérol), a novény képtelen korokozoként azonositani a baktériumot, igy nem kovetkezik be
a HR, ¢s kialakul a betegség. Ez a fogékony reakcid, a kompatibilis kapcsolat. A kompatibilis
kapcsolat magaban foglalja a baktérium szaporodésat a gazdaban, tovabbterjedését a kornyezd
szovetekbe, a makroszkopikus tiinetek kialakulasat, valamint a betegség karakterisztikus
megjelenését. Mivel a rezisztencia és az avirulencia gének dominansan 6rokldédnek, a legtobb
ndvény—mikroba kapcsolat inkompatibilis lesz (Collmer 1996).

A ,,guard modell” szerint az R gének termékei egy-egy Avr fehérje célmolekulajat orzik a
novényekben, vagyis kozvetetten érzékelik az Avr fehérjék jelenlétét (Van der Biezen és

Jones 1998). Bar a baktériumok és a ndvények korabbi evolicids allapotdban az avr gének
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2. Abra. A névények egymasra épiilé aktiv védelmi rendszere

BR: altalanos rezisztencia; HR: hiperszenzitiv reakcid; LAR: lokalis szerzett rezisztencia; SAR:
szisztemikus szerzett rezisztencia

altal kodolt fehérjék valoszintileg a kdrokozasban vettek részt, vagyis Un. virulencia tényezok
voltak, szereplik mara a korokozok gazdanovénykorének meghatarozasara, szikitésére

modosult.
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2.1.2.2.2. A HR szakaszai

A baktériumos HR kialakuldsa harom fazisra oszthatd: (i) indukcids id6, (ii) latencia fazis,
(i11)) a baktérium és a novénysejt kollapszusa (Klement, 1982). A legfontosabb fazis az
indukcid, amelynek hossza a korokozotol és a megtamadott ndvénytdl fiiggden mas €s mas. A
Pseudomonas syringae pv. pisi indukcios ideje szobahomérsékleten dohanyban kb. 1,5 ora,
mig a Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola indukciés ideje ugyanilyen koriilmények
kozott kb. 3 ora. Az indukcios fazisban a HR megjelenése megakadalyozhaté a fert6zott

szovetrészben 1évo baktériumsejtek antibiotikumos gatldsdval. A latencia fazis az indukcio

befejezésétdl a sejtkollapszus kezdetéig tart. Mig az indukcios id6 alatt a kérokozoénak van
elsddleges szerepe, addig a tlinetmentes latencia fazis mar fiiggetlen a kérokozoé jelenlététol,
tehat az antibiotikum—kezelés nem gatolja a sejtkollapszust. A harmadik szakaszban latvanyos

fenotipusos valtozas, a novényi sejt vagy szovet elhaldsa a fertdzéstdl szdmitott hat-

huszonnégy ora alatt kovetkezik be. Alapvetden a baktériumok HR-indukcios idejének hossza
hatarozza meg, hogy melyik lokalis novényi védekezési reakcio fogja a sejtkozotti térbe jutott
baktériumok szaporodasat ¢és elterjedését korlatozni (Bozsoé et al. 1999). A dohanyba injektalt
Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola S21 HR-indukcios ideje 30 “C-on hosszabb, mint a
BR kialakulasahoz sziikséges id6. A BR baktériumszaporodast és hrp génaktivitast gatlo
hatasa révén a Pseudomonas phaseolicola S21 30 °C-on nem okozott hiperszenzitiv reakciot a
dohanyban (Klement et al. 1999, 2003, Besenyei et al. 2005).

2.1.2.2.3. A patogenitasért és a HR kialakulasaért felelés II1. tipusa szekrécios rendszer

A harpinok voltak az els6 olyan fehérjék, melyekrdl bizonyitottak, hogy a korokozo III. tipust
szekrécios rendszere segitségével jutnak ki a baktériumsejtbol. Bar tisztitott formaban a
harpin is képes a HR-t aktivalni (He et al. 1993), természetes koriilmények kozott csak €16,
metabolikusan aktiv baktériumsejt képes a HR kivaltasara. A koérokozo baktériumok hrp
génjeinek aktivalasa és a III. tipust szekrécids rendszer (TTSS, Type III Secretion System)
kiépitése az indukcids id6 alatt torténik. A TTSS-t a hrp (hiperszenzitiv reakcid és
patogenitas) gének kodoljak. Igy a korokozas képességét, csakigy mint a HR kivaltasat, az
un. hrp gének illetve termékeik hatarozzak meg. Feladata abban all, hogy a patogenitassal
kapcsolatos fehérjéket (Hrp és Avr) kozvetleniil a gazdasejtekbe juttassa (Rosquist et al.

1994) az ¢16 ndvényi sejt sejtfalan és plazmamembranjan keresztiil (Alfano és Collmer 1997).

17



A TII. tipust fehérjeszekrécios rendszer egyarant eldfordul allat-, és novénykédrokozod
baktériumokban. Az allatok extracellularis parazitai (Yersinia spp) kivalasztott fehérjéiket
egyenesen a gazdasejtbe juttatjak (Cornelis és Wolf-Watz 1997). A Pectobacterium (korabban
Erwinia), Pseudomonas, Xanthomonas ¢s Ralstonia nemzetségekb6l szarmazo
novénykorokozo baktériumok jelentés homoldgiat mutatnak az allatokban patogén Yersinia,
Shigella és Salmonella nemzetségekkkel a III. tipust fehérjeszekrécios rendszert kodold hrp
gének tekintetében. A hrp clusterek a Pseudomonas- és a Pectobacterium-fajokban is
megtalalt, 9 konzervalt génje a hrc (hypersensitive reaction and conserved) nevet kapta
(Bogdanove et al. 1996). A hrp gének csoportokba (clusterekbe) rendezédnek, és gyakran
eléfordul, hogy a hozzajuk kapcsoldodd avirulencia gének csoportjaival egyiitt plazmidokon
oroklédnek, illetve horizontélis géntranszfer Gitjan szerzett un. patogenitas szigeteket alkotnak
(Hacker és Kaper 2000).

A betegségokozas képessége tehat feltételezi a hrp gének teljes készletének jelenlétét,
amelyek egyben a hiperszenzitiv reakcio kivaltasaért is feleldsek, hiszen e gének effektorok
szintézisét illetve transzportjat iranyitjak. Hatasuk kettds, mivel fogékony ndvényben a
betegség eldidézésében vesznek részt, rezisztens ndvényben HR-t valtanak ki, ezzel

hatarozzak meg a korokozok a gazdanovények korét.

2.1.2.2.4. A kornyezeti tényezok hatasa a HR kialakulasara

A HR latens szakasza érzékeny a magas homérséklet hatdsara. Amennyiben az inkompatibilis
korokozoval fertézott dohanyndvényeket a fertézés utan akar négy ora hosszan 37 “C-os
novényneveld kamraba helyezték, a HR nem alakult ki (Siile és Klement 1971). Hevesi és
Kiraly (1977) a HR gatlasat figyelték meg akkor is, amikor csak az indukcios szakaszt
kovetden a latens periodus elején helyezték 37 °C-ra a dohanynovényeket. Romero et al.
(2002) szerint pedig egy kereskedelmi forgalomban 1évé avrBs3 rezisztenciagént hordozo
paprikafajta fogékonnya valt az inkompatibilis Xanthomonas vesicatoria baktériummal
szemben, ha a ndvényeket 25 °C helyett magasabb hémérsékleten, 32 °C-on inkubaltak.

A HR kialakuldsa nem fiigg jelentdsen a fénytdl. Az indukcids szakasz megvilagitastol valo
fiiggetlenségét Hevesi et al. (1981) bizonyitottak. Kisérleteik szerint a Pseudomonas syringae
pv. syringae szaporodasmenetét nem valtoztatta meg, ha a dohanyndvényeket fényben vagy

sOtétben inkubaltak.
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2.1.2.3. A lokalis szerzett rezisztencia (LAR)

A védelmi rendszer elemeinek egymasra épiilése jol megfigyelhetd a szerzett rezisztenciak
esetében, amikor egy korabbi, nekrozissal jard fertdzéssel szemben a ndévény védelmet
»szerez” és ez a védelem a tlinetek elmaradasaban is megnyilvanul (2. abra). A hiperszenzitiv
reakcid a kornyezd ndvénysejtekben egyrészt hidrogén-peroxid felhalmozodast okoz, mely a
lokalis szerzett rezisztencia (local aquired resistance, LAR) fontos jelatviteli molekuldja
(Costet et al. 1999), masrészt szalicilsav-képzddést inditanak el, amely a szisztemikus szerzett
rezisztencia (systemic aquired resistance, SAR) beinditasaért felelés (Ross 1961). Olyan
szovetek sejtjeit késziti fel az esetleges késobbi fertdzések lekiizdésére, melyeket nem ért
kozvetlen fertdzés.

Novacky (1973) kimutatta, hogy az ¢él6 Pseudomonas pisi alacsony sejtszamu
szuszpenzidjaval (5x10° sejt/ml) kezelt dohdnyndvények képesek meggatolni ugyanazon
baktérium siiriibb szuszpenzidja (5x10° sejt/ml) altal kivaltott, a teljes szovetrészre kiterjedd
HR-t. A fert6zés hatdsara kialakuld hiperszenzitiv reakcid utdn, a nekrdzist korilvevd
sejtekben (lokalisan) szerzett rezisztencia alakult ki a dohanyban. A rezisztencianak ez a
formaja a nekrozis kozvetlen kozelében elhelyezkedd sejteket teszi ellenallova a késObbi
fertdzésekkel szemben. A HR kialakuldsa utan a kdrnyezd szovetekben nétt a szalicilsav
koncentraciodja, de a szalicilsav nem bizonyult a LAR kialakulasa szempontjabol esszencialis
tényezonek, mert a LAR a szalicilsavat katecholla alakité nahG tipusu, transzgénikus
dohanyokban is kialakult. Costet et al. (1999) kisérletei azt is bizonyitottak, hogy a LAR
kialakuldsanak alapvetd feltétele az elsd kezelés vagy fertdzés kovetkezményeként 1étrejott
HR. A LAR miikddésében nagyobb jelentdséget tulajdonitanak az elsd, HR-t okoz6 fert6zés
aktiv oxigén formak felhalmozodast generdld hatdsdnak, mint a szalicilsav novekvod

szintjének.

2.1.2.4. A szisztemikus szerzett rezisztencia (SAR)

A ndvények szisztemikus, az egész ndvényre kiterjedd valaszt is adnak a lokalis fertézésekre,
amely egy széles spektrumu, hetekig, honapokig fennalld rezisztencidhoz vezet virusok,
baktériumok ¢és gombdk ellen egyarant (Ryals et al. 1996). A SAR kialakulasa a sikeres
indukcio utdn néhany napot vesz igénybe (Ross 1961). A rezisztenciat kivalto jel a fert6zott
levélbdl indul ki és a hancsrészben terjed a felsobb levelek felé (Guedes et al. 1980). A

kiilonb6z6é korokozok okozta fertdézések ugyanazt a tipusu szisztemikus rezisztenciat idézik
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elé, ami azt tdmasztja ala, hogy a novény valasza a kiilonféle korokozokkal szemben egy
kozos utra terelédik (Dangl és Holub 1997; Ryals et al. 1996). A SAR érdekessége, hogy
oltassal is atvihetd egyik novényrdl a masikra (Jenns és Ku¢ 1979). Az ellenallé uborka
alanyra oltott uborka, sargadinnye és gorogdinnye egyarant ellenallova lett.

A SAR kialakuldsdban nagy jelent6sége van a szalicilsavnak. Kozvetlen antimikrobialis
elengedhetetleniil sziikséges a SAR kialakulasdhoz (Delaney et al. 1994, Gaftney et al. 1993).
A szalicilsav-hidroxilaz enzimet termel6 transzgénikus dohany (nahG) és ludfiindvényekben a
fertzések nem indukdltak SAR-t, s6t a ndvények védekezoképessége oly mértékben
leromlott, hogy sok, egyébként inkompatibilis korokozoval szemben fogékonnya valtak.

A korokozok mellett szamos abiotikus, oxidativ stressz, pl. paraquat, 6zon, tdmény séoldat

képes a SAR indukalasara (Kiraly et al. 1991, Sandermann et al. 1998, Strobel és Ku¢ 1995).

2.2. A Pseudomonas—fajok csoportjai és tilélési stratégiai

A novények feliletérél altaldban sok eltérd ¢letmodu baktériumfaj (kozottiik tobb
Pseudomonas sp.) izolalhatoé. A szaprotrof vagy korokozo baktériumok epifiton modon a
levelek, hajtasok ¢és a gyokérzet felszinén vészelik at a tapanyagszegény éldhelyet és a
szamukra kedvezodtlen iddjarasi koriilményeket. Szaprotrof Pseudomonas fluorescens
torzseket, melyek elhalt szerves anyagokat hasznositanak, mind a ndvények feliiletérél, mind
a talajbol izolaltak. Mivel ezeken a korokozok szdmara kedvezotlen éldhelyeken jo
kompeticidos képességgel rendelkeznek, bioldgiai védekezésre is alkalmasak lehetnek
(Gamalero et al. 2004).

A novénykorokozo baktériumok szinte valamennyi gazdasagi novénylinket képesek
megbetegiteni. A betegség tiinetei azonban mar csak akkor jelentkeznek, amikor a
koérokozoknak sikeriilt attdrni a novény védekezési mechanizmusait, vagy kiillonb6zo
,trilkkoket” alkalmazva kikeriilték azokat.

Az opportunista kérokozok gazdandvénykdre rendkiviil széles, nem specializdlodtak néhany

novény karositasara. Fert6zésiikhoz specialis kornyezeti koriilményekre van sziikség, ezért
ezeknek a specidlis, adott korokozo6 szamdra kedvezd koriilményeknek az elkeriilése védelmet
jelenthet a fertézésiikkel szemben. Az opportunista patogén Pseudomonas syringae pv.
syringae korokozo—képességének eléfeltétele a magas relativ paratartalom mellett a fagypont
feletti alacsony homérséklet. A lagyszari novények fertdézése altaldban a vegetacios

idészakban eléforduld rovid idejl, ciklikusan ismétldddé hiivos iddjarasi periodusokat kdveti
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(Hevesi 1986). Ezek a kornyezeti feltételek biztositjdk a magas inokulum-koncentracid
kialakulasat a novények feliiletén. A Pseudomonas syringae pv. syringae alapvetéen a
novények feliiletén él, ezért az epifiton populacié koncentracidja nagy jelentdségii a késdbb
fellépd betegség kialakulasaban (Hirano és Upper 2000). Az 0j-zélandi székhelyli nemzetkozi
torzsgyljtemény (Culture Collection of Plant Diseases Division) 1997-es katalogusa a
kovetkez6 fajokrol szarmazoé izolatumokat tartalmazta: Abelmoschus esculentus, Allium cepa,
Alnus cordata, Bellis perennis, Beta vulgaris, Bromus willdenowii, Camellia sinensis,
Centrosema pubescens, Citrullus lanatus, Citrus aurantium, Citrus limon, Citrus reticulata,
Citrus sinensis, Corylus avellana, Cotoneaster sp., Cucumis melo, Cucumis sativus,
Cucurbita maxima, Diospyros kaki, Euonymus japonica, Forsythia sp., Hordeum vulgare,
Juglans regia, Lycopersicon esculentum, Magnolia sp., Malus X domestica, Medicago sativa,
Oryza sativa, Panicum miliaceum, Pennisetum americanum, Persea americana, Phaseolus
lunatus, Pinus radiata, Pisum sativum, Populus deltoides, Populus trichocarpa, Populus X
euramericana, Populus X generosa, Prunus armeniaca, Prunus avium, Prunus cerasus,
Prunus domestica, Prunus dulcis, Prunus laurocerasus, Prunus persica, Prunus salicina,
Pyrus calleryana, Pyrus communis, Rosa sp., Salix fragilis, Salix matsudana, Salix X
erythroflexuosa, Sorghum bicolor, Syringa vulgaris, Triticum aestivum.

Gazdasagi szempontbol elsddleges, hogy leginkabb csonthéjas novényeken okoz rakos
sebeket, de almatermésii gyltimolcsfakon képzett sebekbdl is izolaltak (Mansvelt és Hattingh
1987; Malvick és Moore 1988). Gyakori gazdandvényei a cseresznye (Latorre et al. 2002),
meggy (Siile és Seemiiller 1987), szilva, kajszi (Klement et al. 1984), orgona (Pirone 1978) és
a citrus félék (Ballio et al. 1990). De Pseudomonas syringae pv. syringae fert6zést mar
mangotltetvényben is kimutattak (Cazorla et al. 1998).

A beteg paprikandvények levelén a hlivos periddust kdvetden un. zsirfoltok jelennek meg,
majd a koérokozo baktériumok a virdgok ¢és hajtdscsucsok elhaldsat okozzak. Azonban ha a
lehiilés elmarad, akkor kizardlag jelentéktelen nekrotikus foltokkal taldlkozhatunk. A
Pseudomonas syringae pv. syringae termesztett lagyszartakon, paprika (Hevesi és Ledo
1997) ¢és gordgdinnye (Hevesi, M. szobeli kozlés) kultirdkban is okozott mar jarvanyokat
Magyarorszagon. A kiilonféle novényfajokrol szdrmazo izolatumok gazdandvénykdre
azonban nem egységes. Hevesi (1986) kimutatta, hogy a paprikar6l szarmazo6 izolatumok a
csonthéjas novényeket is fertdzték, mig a kajszirol és a cseresznyérdl szarmazo izolatumok
nem korokozdi a paprikanak.

Mas Pseudomonas-fajok, ugymint a lagyrothadast okozé Pseudomonas viridiflava (Klement
1956) vagy a Pseudomonas syringae pv. aptata (Riffaud et al. 2003) betegségokozo—

képessége szempontjabol szintén a hiivos iddjaras a kedvezo.
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A ,,valédi patogén”, azaz kompatibilis korokozonak két aktiv védekezési vonalat kell attornie.

Az elsO az altalanos, a masodik a hiperszenzitiv rezisztencia. Az Avr és R fehérjék szabjak
meg a gazdakort faj-faj és rassz-fajta szinten egyarant. Feladatuk lehet a gazda védekezésének
meghiusitdsa, az apoplaszt modositdsa a kolonizacid eldsegitéséhez és a gazda
anyagcseréjének atalakitasa. Jakobek et al. (1993), Klement et al. (2003), valamint Keshvarzi
et al. (2004) is megallapitottak, hogy a kompatibilis, gazdandvény—specifikus korokozdok
képesek meggatolni az altalanos rezisztenciat. A baktériumok III. tipusu szekrécids rendszere
olyan effektor fehérjéket juttat a ndvénybe, amelyek azzal, hogy a jelatvitelben fontos
szerepet jatszO MAPK jelatviteli kaszkad-rendszer gatlasat okozzék, megakadalyozzak az
altalanos védekezés és a hiperszenzitiv reakcio kialakulasat (Abramovitch €s Martin 2004). A

rrrrr

aktivalasat a hrp gének iranyitjak.

2.3. A baktériumos novénybetegségek tiinetei

A sejtkozotti térben egyre nagyobb szamban jelenlévd korokozd baktériumok szabad
szemmel jellegzetes tiineteket alakitanak ki a novényeken. A tiinetek tipusa a baktériumfajok
altal termelt virulencia—faktoroktol fiigg. A  virulencia—faktorként ismertté valt
baktériumeredetii toxinok tobbsége klordzist vagy nekrozist, a pektolitikus enzimek
lagyrothadast, a cellulotikus enzimek hervadasokat, a novényi hormont termeld baktériumok
tumorokat okoznak.

A Gram—negativ baktériumokban termelddé masodlagos metabolitok, toxinok nem gazda—
specifikusak. Klorézist okoznak, de altalaban nem jarulnak hozza a baktérium novénybeli
szaporodasdhoz (Bender et al. 1999). A toxinok tobbnyire kisméretii peptidek, melyek
diffazi6 utjan gyorsan terjednek a szovetekben (Gross 1991). A bakteridlis toxinokat
virulencia—faktoroknak tekintjiikk, de szerepiikk eddig csak részben tisztazott, hiszen a
toxintermelés kimutathatdé néhany nem patogén Pseudomonas syringae torzs esetében is
(Adetuyi et al. 1995). Szamos toxinnak antimikrobialis hatasa is ismert, amely kompetitiv
elényt jelent a mikroba szamdara (Gross 1991, Bender et al. 1999). A syringolin ellenallova
tette a kezelt rizsnovényeket Pyricularia oryzae fertézéssel szemben (Waspi et al. 1998).

A lagyrothadast kivaltd baktériumok (Pectobacterium carotovora, Pectobacterium
chrysanthemi és a Pseudomonas viridiflava) korfolyamataban a II. tipust szekrécios

rendszerben kivalasztott pektinbontd enzimeké a fészerep. Ezek az enzimkoplexek

hidrolizaljak (poligalakturondzok), vagy B-eliminacioval (pektat-lidzok) elhasitjak a ndvényi

sejtfal fontos szerkezeti elemeit, az a-1-4 poligalakturon polimereket (Perombelon és Kelman
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1980, Barras et al. 1994). Ezek a széles gazdakdrrel bird koérokozok leginkabb a husos,
parenchimaszdvetben gazdag novényeket karositjak.

Nulla és 5 °C kozott a baktériumok az elsddleges jégmagképzdk a ndvényekben (Hirano és
Upper 2000). A Pseudomonas syringae pv. syringae torzsekben kimutatott jégmagképzo
fehérjék (pl.: Ina Z) szintén virulencia—tényezok. Kiilonféle méretti aggregatumokat hoznak
létre a baktériumsejt membranjanak kiils6¢ feliiletén, ezaltal eldsegitik a jégkristalyok
képzédését a sejtkozotti térben. Igy a szovetek mér az indokoltnal magasabb hémérsékleten is
sériiléseket szenvednek, illetve fokozzak a fagykarokat a fert6zott ndvényekben (Siile és
Seemiiller 1987).

A baktériumnyalka vagy —burok anyagdban jelenlevd extracellularis poliszacharidok (EPS)

teremtik meg az intercelluldris kornyezet vizzel telitettségét, azaz kialakitjak a zsirfoltossagot,
valamint a viz— és tdpanyagmozgas gatldsaval a hervadast. Az EPS két {6 alkotorésze az
alginat és a levan. A burok fizikailag gatolja a novényi sejtfal és a baktériummembran kozotti
kozvetlen érintkezést, és ezzel elkeriilhetd a ndovény hiperszenzitiv védekezési valaszanak
aktivalasa. Masrészt EPS-t a szaprotrof baktériumok éppen Uigy termelnek, mint a patogének.
Az EPS védi a baktériumsejteket a kiilonb6zd kdrnyezeti stresszhatasoktol, példaul az UV—
sugarzastol és a kiszaradastol (Penaloza-Vazquez et al. 1997). Tovabba ndveli a baktérium
sejtek tliroképességét a hidrogén-peroxiddal €s egyéb antimikrobidlis anyagokkal szemben
(Kiraly et al. 1993, D’Haeze 2004), vagy megvaltoztatja a gazda védekezd—reakceiodit kivalto
szignalokat (de Pinto et al. 2003, D’Haeze és Holsters 2004).

A virulencia—faktorok termelése, ennek kovetkezményeként pedig a tlinetek megjelenése
jelentésen fiigg a kornyezeti homérséklettl és a levegd relativ paratartalmatol. A nedves,
paras id6jaras mindenképpen eldsegiti a kérokozo baktériumok megtelepedését, a betegség

kialakulasat.

24. Az alacsony, fagyhatar folotti homérséklet élettani hatiasa a mezofil
baktériumfajok anyagcseréjére, kiilonos tekintettel a virulenciat fokozo tényezék

szintézisére

A novények életét, mint ahogy minden éldlényét az €16 (virusok, baktériumok és gombak
fertdzése) és élettelen kornyezet (hOmérséklet-valtozas, viz- és tapanyag-ellatasi zavarok,
1égszennyezddés, UV—sugarzas) szamos tényezdje befolyasolja (1. tdblazat). Ezek a hatasok
valaszlépésekre késztetik a novényeket. A valasz €s az ¢l kornyezet viszontvalaszanak

rendszere a kdlcsonhatéas. Az élettelen tényezdk esetében a hatas erdsségétol, €16 tényezdk
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1. Tablazat. A novények fiziologiai allapotat befolyasolo €16 és élettelen tényezok

ELETTELEN TENYEZOK
HOMERSEKLET hideg-sokk, fagyas
hé-sokk
viz szarazsag
tulzott viztartalom
TALAJ tulzott/ alacsony tapanyagtartalom
magas sotartalom
FENY UV—sugarzas
SZEL fizikai sériilések
TERMESZETIDEGEN ANYAGOK |novényvédé szerek, nehézfémek

ELO TENYEZOK
KOROKOZOK virusok, baktériumok, gombék
KARTEVOK rovarok, fonalférgek, puhatestiick,
ragcesalok és mas novényevok, €l6skodo
névények
KOMPETICIO gyomndvények, allelopatia

Mahajan ¢és Tuteja (2005) nyomén

esetében a mindségtdl és erdsségtdl fliggden megvaltozik a novények anyageseréje, akar
lathato tiinetek is megjelenhetnek rajtuk.

Minimalis, optimalis és maximalis novekedési homérsékletiik alapjan a baktériumokat harom,
(1) a melegkedveld (termofil), (i1) a mezofil és (iii) a hidegkedveld (psychrofil) baktériumok
csoportjaba sorolhatjuk (Berchet et al. 2000). A mezofil baktériumokon beliil kiilon csoportot
képeznek a hidegtlirdk (psychro-tolerans), melyek novekedési optimuma ugyan 20-30 °C
kozott van, de barmely 0 °C feletti hdmérsékleten képesek a szaporodasra (Sands et al. 1970).

A homérsékletcsokkenés hatdsdra a baktériumok novekedése lelassul, esetenként — fajtol

figgden — elpusztulnak. Az ¢él6 sejtek membranjaiban emelkedik a telitetlen zsirsavak

mennyisége, azaz a membran szerkezeti stabilitasat a folyékonysaganak novelése biztositja.
Sakamoto és Bryant (1997) két, telitetlen zsirsavakat képz6 enzim génjét (desA és desB)
azonositottak a Synehococcus sp. egyik torzsében. A csokkend hémérséklet nemcsak a

baktériumok membran szerkezetét modositja, hanem meginditja a hidegsokk fehérjék (CSP)

¢s az alkalmazkodashoz sziikséges fehérjék (CAP) szintézisét is. Szamos CSP ¢és CAP
fehérjét mutattak ki Esherichia coli (CspA-G) és Bacillus subtilis (CspB) fajokban, melyek a
DNS replikdcioban vagy az RNS szerkezetének stabilizalasdban, illetdleg a transzlacioban
vallalnak részt (Panoff et al. 1998). Fang et al. (1997) szerint a baktérium folyamatosan,
minden hémérsékleten szintetizdlna a CspA fehérjét, de az atirodott mRNS csak alacsony
homérsékleten stabilizalodik. Mas elképzelések szerint a CSpPA promoteréhez alacsony

hémérsékleten kotddd transzkripeids faktor aktivalja a gén atirodasat. A CspA szamos
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jellegzetes, konzervalt DNS-koté helyet (CCAAT) tartalmazd gén aktivatora (hns és gyrA
gének), melyek tovabbi Csp fehérjék szintézisét serkentik.

Alacsony hémérsékleten nemcsak a sejtet burkold, hanem a belsd, riboszoma membranok
szerkezete is megvaltozik. Specidlis RNS-kotd, transzlaciot kezdeményezd és a duplaszala
RNS szerkezetét megbontd fehérjék képzddését mar bizonyitottdk (Jones és Inoyue 1996,
Jones et al. 1996).

A homérséklet csokkenése a baktériumfajok altal termelt virulencia—faktorok eldallitasat,

valamint a III. tipusu szekréciés rendszer mitkddését is modositja. A novénykorokozd
baktériumok tobbségérdl elmondhatd, hogy a virulencidjukat elésegité anyagokat 16-24 °C
kozott valasztjak ki a legnagyobb mennyiségben (Smirnova et al. 2001).

Az alacsony homérséklet aktivalja az Agrobacterium vir génjeinek kifejezodését, a t-DNS
gazdasejtbe juttatasat, a IV. tipusu szekrécids rendszert. A vir operon miitkddése a Vir A/ Vir
G szabalyozo6 rendszer befolyésa alatt all. A VirA pedig Jin et al. (1993) szerint 32 °C felett
inaktiv. A T-DNS-t atjuttaté komplex 11 VirB fehérjébdl 4all €s valamennyi kifejezoddéséhez a
20 °C koriili hdmérséklet az optimalis.

A lagyrothadast okoz6 Pectobacterium carotovora, Pectobacterium chrysanthemi fajok

25 °C-on termelik maximalis szinten a tiinetek kialakitasaban f0 szerepet jatszo extracellularis
pektinbont6 enzimeket. Hasonlé tendenciat figyeltek meg a cellulozbonté enzimek
kivalasztasaban is (Smirnova et al. 2001).

A Pseudomonas-fajok altal kivalasztott, klorozist el6idéz6é toxinok szintézisében részt vevo
gének magas homérsékleten gatldédnak (phaseolotoxin), vagy a toxin bioszintézisében részt
vevo enzimek 28-30 °C-on nem stabilak (coronatin). Ezzel ellentétben maés, szintén
Pseudomonas-fajok altal termelt toxinok (tabtoxin, syronomicin, syringolin) bioszintézisének
tanulmanyozasakor hasonld hdmérséklet—fiiggést nem tapasztaltak (Bender et al. 1999).

Az alacsony homérséklet segiti még a jégmagképzd fehérjék szintézisét is, amely lényegesen
magasabb volt a 16 °C-on, mint a 24 °C-on inkubalt Pseudomonas syringae
baktériumsejtekben (Smirnova et al. 2001).

A hoémérséklet, mint szabalyoz6 tényezd fajonként eltérden hat a vizsgalt novénykorokozod
baktériumok EPS szintézisére. A Pseudomonas syringae levantermelését nem befolyasolja a
hémérséklet—valtozas, mig az alginat szintézise alacsony hoémérsékleten gyenge volt
(Penaloza-Vazquez et al. 1997, Smirnova et al. 2001). Ugyanakkor a Hettwer et al. (1998)
altal vizsgalt Pseudomonas syringae fajok levanképzése mégis 18 “C-on volt a legmagasabb.
Wei et al. (1992) és Van Dijk et al. (1999) kimutattak, hogy az Erwinia amylovora illetve a

Pseudomonas syringae pv. syringae 61 III. tipusu fehérje-szekrécids rendszere 18 °C-on joval

aktivabb, mint a baktérium in vitro novekedése szempontjabol kedvezébb 28 °C-on.
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2.5. Az alacsony, fagyhatar folotti hémérséklet élettani hatasa a magasabb rendi

novényekre

Régota ismert az a tény, hogy a hideg—, a szdrazsdg— és a sostressz hasonld novényélettani
valtozasokat vonnak maguk utan (Thomashow 1998; Van Breusegem et al. 1999). A
feliiletireceptorok altal fogott jelek a sejten beliil tobb ttvonalat érintenek. Ennek keretében
megemelkedik a sejteken beliil a Ca®*, az aktiv oxigén molekuldk és az inozitol-foszfatazok
szintje. A normal értéknél magasabb Ca® —szintet intracellularis Ca*"—koté fehérjék érzékelik,
majd a jel foszforilacios kaszkddokon (MAPK, CDPK) és foszfatdzokon keresztiil jut a
célgénekhez. A novény két szakaszban Un. ,korai”’, majd az un. ,,kés6i” gének atirdsaval
valaszol az abiotikus természetli kihivasokra. A ,korai” gének kozé azokat a transzkripcios
faktorokat soroltdk, melyek a ,kés6i”, a sejt kozvetlen védelmében részt vevd gének
atirodasat szabalyozzadk. A jellemzd stresszérzékeny gének termékei tobbek kozott az
antioxidansok, a membranok szerkezetét stabilizald fehérjék, chaperon-ok, az embriogenezis
késdi fazisaban, a mag kiszaradésa elott termel6dé LEA—fehérjék (late embriogenesis protein,
LEA) (Mahajan és Tuteja 2005).

Az alacsony, de még fagyhatar feletti hdmérséklet egyes fajokat karosit, masokat nem. A
karosodas mértéke els6sorban a ndvényi sejtfalat alkotd telitett és telitetlen zsirsavak
egymashoz viszonyitott aranyan mulik. A hidegre érzékeny (ezért feltehetden fagyérzékeny)
novények sejtfaldban nagyobb ardnyban lelhetdk fel a telitett zsirsavak, mint a telitetlenek.
Ennek kovetkezménye, hogy ezekben a novényekben a membranok magasabb hémérsékleten
valnak félfolyékonybol félkristalyos allapotiiva, mint kevésbé melegigényes tarsaik. A

10-15 °C alatti hdmérséklet a levelek hervadasat, klorozist, sz€lsdséges esetben az érzékeny
novények szdveteinek elhalasat okozhatja.

A homérséklet csokkenése megemeli a telitetlen zsirsavak ¢€s a glicerol-lipid észterek ardnyéat
a membranokban. Az Arabidopsisban azonositott fad8 gén egy telitetlen zsirsavakat képzo
enzimet kodol (Gibson et al. 1994). A Brassica napus extracellularis fehérjéit hsp 90
chaperonok termelésével védi meg az alacsony homérséklet denaturald hatdsatdl (Krishna et
al. 1995). Az alacsony homérséklet ezeken feliill még szdmos gén kifejezddését fokozza,
ugymint dehidrinek, lipidtranszfer fehérjék, transzlaciot eldsegité faktorok €s a mar emlitett
LEA—fehérjék. A Ca®" jon—csatornak aktivalodnak, tovabba megemelkedik az apoplaszt

szénhidrat— és poliamintartalma is.
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A hémérséklet csokkenése moddositja a novényeken beliili cukorforgalmat. A sejtkdzotti
térben megemelkedik a cukrok koncentracidja (Knight et al. 1996). Igy alacsonyabb
hémérsékleten kezdddik el a jégkristalyképzddés az apoplasztban. A ndvény egyes
poliaminok, chaperonok termelésével extracellularis fehérjéit is megvédi a denaturalodas
veszElyétol. Ez a tény, illetve a novekvo telitetlen zsirsavszint egylittesen megdvja a sejtfal és
a membranok szerkezetét (Mahajan és Tuteja 2005). Ez magyarazatot ad arra, hogyan
akklimatizal6dnak a névények és miért fokozhatd egyes ndvények fagytlirése edzéssel.
bizonyitottan segitdé rendszereket befolydsolja. A hideg hatasara feltehetéen az optimalis
koriilmények kozott szintetizalt fehérjék egy része visszaszorul a hidegsokk fehérjék
termelddése miatt. A fenil-propanoid bioszintézis utvonalhoz tartozo fenil-alanin-ammonia-
liaz (PAL), és a szinanyagok eldallitasaban szerepld kalkon-szintdz (CHS) enzimek atirodasa
is fokozodott a 4 “C-on inkubalt Arabidopsis névények szoveteiben. Fokozott miikddésiik és a
novények fagytiird képessége kozott azonban nem talaltak osszefiiggést (Leyva et al. 1995).

A dohany (Nicotiana benthamiana) héigénye szempontjabol mar alacsonynak tekintett 15 “C-
os homérséklet gatolta a ndvény—virus kolcsonhatasra jellemzé védekezési mechanizmust, az
un. ,,gén-csendesitést” (Szittya et al. 2003).

A melegigényes novények (pl.: paprika, paradicsom, kukorica, sdrgadinnye) alkalmazkodasa
a hideg 1éghdmérséklethez sok energiat emészt fel. Ezért a fagyponthoz kozeli hdmérsékletre
jellegzetes tiinet-egylittessel valaszolnak: torpiilés, klordzis, antocianok felhalmozodasa,
hervadas és a korokozokkal szembeni fokozott érzékenység (Korkmaz és Dufault 2003,
Mahajan ¢és Tuteja 2005). Hazank kertészeti termesztését a zoldségnovények korai
hajtatasakor, korai kiiiltetésnél vagy a gyiimolcsfa iiltetvényekben (foleg a csonthéjas fajok
esetében) a vegetacios periddus alatt fellépd hideghatds veszélyezteti. Ha a novényeket a
hideghatas egyedfejlédési vagy termesztéstechnologiai szempontbol kedvezdtlen allapotban
(pl. virdgzas, palantak kiiiltetése) éri, akar 10-90 %-os terméskiesést is okozhat (Korkmaz és

Dufault 2003, 2004).

2.6. A paprika okologiai igényei, taplalkozasi és gazdasagi jelentésége

A Markov—Haev féle osztalyba sorolds alapjan 25 +7 °C hémérséklet igényli ndvény. Azaz
csirazaskor 30-32 °C, szikleveles allapotban és az elsd kotddések idején 18-20 °C az

optimalis hémérséklet. A szélséségeket tekintve 10 °C alatt egyaltalan nem fejlédik, mig
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35 °C felett nincs terméskdtddés. Vizigényesnek mondhatd, mivel szabadfoldon altalaban
600-700 mm vizadag mellett termeszthetd eredményesen. A tulzott mértékii Ontdzését
azonban el kell keriilni, mert a talontézés szamos mikroelem relativ hidnyat okozhatja. Az
enzim— és kloroplasztiszt alkotd mikroelemek hidnya pedig kedvezdtlen iranyban befolyasolja
a novények élettani allapotat.

Taplalkozasi szempontbodl legfontosabb az étkezési paprika valamint a fiiszerpaprika
C—vitamin tartalma, amelybdl 150-250 mg/100 g mennyiség taldlhato a bogyodban. A
hajtatasbol szarmazé paprika C—vitamin tartalma kisebb, mint a szabadfoldié. A bogydk
karotin—tartalma jelentés (10 mg/100 g), tovabba magas B1— és B2—vitamintartalommal is
rendelkeznek.

Magyarorszagon évente kb. 4000 ha-on folyik szabadf6ldi étkezési paprika és tovabbi

5-6000 ha-on fiiszerpaprika termesztés. FEtkezési paprikabol kb. 60000 t, mig
fliszerpaprikabol 45-55000 t/év nyers termést takaritanak be. Ezzel hazank a vilag
legjelentdsebb paprikatermesztd orszagaihoz tartozik. Az étkezési paprika szabadfoldi
termesztoteriilete folyamatosan csokken, mig a hajtatd feliilet novekszik. Ez a tendencia

varhatoan a jovében is folytatodni fog.

2.7. A paprika korokozoi

A vilagon termesztett Capsicum-fajokat az Amerikai NOvénypatologiai Tarsasag
nyilvantartasa szerint 18 novénykorokozo virus, 21 gomba és 4 baktérium faj, a Xanthomonas
vesicatoria, Pseudomonas syringae pv. syringae, Ralstonia solanacearum, Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis karositja. Ezek koziil hazankban eddig a kovetkezo két
faj karositasaval talalkozhattunk.

A Xanthomonas vesicatoria fertézésének tiinetei a paprika levelén, szaran és bogydjan
megjelend, majd egyre ndvekvd, eldszor vizenyds, majd fokozatosan beszaradd foltok
(Klement és Kappeler 1967). A koérokozd szaméra a 30 °C koriili léghdmérséklet és rovid
ideig tart6 magas relativ paratartalom a kedvezo.

Ezzel ellentétben a Pseudomonas syringae pv. syringae fert6zés hirtelen
hémeérsékletcsokkenés (kb. 15 °C-ra) kovetkeztében 1ép fel. Tiinetei levélfoltossag,
levéltorzulas, hajtascsucsok, viragok és a fiatal, apr6é bogyok elhalasa (Hevesi 1986).

A Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis baktériumot hazankban még nem izolaltak

a paprikar6l. A paradicsommal ellentétben a paprika szaran nem okoz hervadast €s rakos
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sebek sem jelennek meg. Ez a korokozd rendkiviil nagy sebességgel terjed az
edénynyalabokban. Viszont a levélen és a termésen kifehéredd foltok jelennek meg.

A Ralstonia solanacearum melegkedvelé korokozo. Magyarorszagon jelenleg karantén
karosito, paprikarél még nem izolaltdk. A talajban hossz tavon fennmarad. A paprikén
hervadast, a levelek sargulasat, 6sszesodrodasat okozza. A hervado novények edénynyaldbjai

sargasbarnara szinezddnek. A levelek végiil lehullanak a beteg novényekrol.

2.8. Paprikaban azonositott korfolyamatokkal kapcsolatba hozhaté (pathogenesis-
related, PR) fehérjék

Jelenleg kilenc novénycsaladban, kétszikiekben ¢és egyszikiieckben egyarant ismert a
korfolyamatokkal kapcsolatba hozhaté fehérjék eléforduldsa (Linthorst 1991, Ryals et al.
1996, van Loon 1997).

Korfolyamatokhoz kapcsolhatd (PR) fehérjéket TMV-vel fertézott hiperszenzitiven valaszolo
dohanyokban mutattak ki el0szor (van Loon és van Kammen 1970). ElsOsorban az
extracellularis térben ¢és a vakudlumokban halmozodnak fel. Tobbségiik tomege 15-43 kDa
kozott valtozik. Biokémiai funkcidjuk alapjan tobb mint tizennégy csoportjuk ismert,
melyeket savas €s bazikus tulajdonsagu fehérjékre osztottak fel (Linthorst 1991). A PR—1 és a
PR-5 a sejtmembranban talalhato ismeretlen funkcioju fehérjék, a PR-2 B-1,3-gliilkanaz, a
PR-3, 4, 8, 11 kitinazok, a PR-9 peroxidaz ¢s a PR—10 ribonukledz aktivitassal rendelkezik
(van Loon és Strien 1999) (2. tadblazat). A PR—17 szintén ismeretlen feladati molekula
(Okushima et al. 2000). Az tGjabban felfedezett antimikrobidlis fehérjék (antimicrobial
peptides, AMPs) alacsony molekulatomegli (< 5 kDa) koérfolyamatokhoz kapcsolhatd
fehérjék. Ilyenek a PR—12 defenzin, PR—13 tionin és a PR—14 lipid-transzfer fehérjék (Castro
¢s Fontes 2005).

A korfolyamatokhoz kapcsolhat6 fehérjek koziil tobb, igy a PR—1 (Caruso et al. 1996), a PR—
2 (B-1,3-gliikkanaz) (Mauch et al. 1988), a kitinazok (Ponstein et al. 1994, Schlumbaum et al.
1986) és a PR—5 (Liu et al. 1994) in vitro gombagatl6 aktivitassal rendelkeznek. A gombak
sejtfalanak bontdsa soran olyan elicitorokat képeznek, melyek aktivaljadk a novény
védekezését (Keen ¢és Yoshikawa 1983). A korfolyamatokkal kapcsolatba hozhatd fehérjék
kozvetlen baktériumgatlod és virusellenes aktivitasarol nem szamoltak be eddig (Linthorst et
al. 1989).

A legtobb PR fehérje (illetve mRNS-iik) szalicilsav kezeléssel is indukdlhato (Ward et al.

1991). Az indukcidhoz szalicilsavat nem igényld PR fehérjék jazmonsav és etilén termelddés
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hatasara jelennek meg. A koérfolyamatokhoz kapcsolhatdé fehérjék meglepden magas
koncentraciot is elérhetnek a szovetekben. Tipusonként akar a levél oldhatd sejtfehérje-
tartalmanak 1%-at is megkdzelithetik (van Loon 1997).

Tobb korfolyamathoz kapcsolhatd fehérjét mutattak ki Capsicum-fajok és Xanthomonas
vesicatoria, Phytophtora capsici vagy Colletotrichum coccodes korokozok kompatibilis és
inkompatibilis kapcsolataban (2. tablazat). Az izolalt PR fehérjék valtozatos tulajdonsaguak,
illetve egy résziik szerepe ismeretlen (STH2) (Hwang et al. 2005). Vannak kozottik a
fertézést kovetden rovid idon beliil aktivalodo transzkripeids faktorok (CaZFP1, CaRAV1)
(Kim et al. 2004, Kim et al. 2005), a szisztemikus rezisztencidhoz kapcsolhatd késébbi
idépontokban aktivalodo fehérjék (Sar8.2, PR—1) (Kim és Hwang 2000, Lee ¢s Hwang 2003,
2005, Kim et al. 2004, Hong et al. 2005), feltételezett protedz enzimek (NtPrp27 (PR-17))
(Christensen et al. 2002) és defenzinek (CaDEF1) (Do et al. 2004). A Xanthomonas,
Phytophtora fert6zést kovetden vagy higany-klorid kezelés hatasara er6s gombadlé hatasu
kitinazok ¢és gliikkanazok jelentek meg a paprika levelek, illetve a szarak széveteiben (CaChi2
(class II), b1, b2, CaCbpl (class I), CaBGLU) (Lee és Hwang 1996, Hong et al. 2000, Kim és
Hwang 1996, 1997, Lee et al. 2001, Jung és Hwang 2001). A baktérium és gomba
koérokozokkal fertézott paprikandvényekben harom peroxiddz enzim (CaPOA1, CaPOTI,
CaPO1) mRNS-¢t is kimutattdk. Aktivitasuk szintje korfolyamat-fiiggd volt (Do et al. 2003).
Az azonositott fehérjék tobbsége a paprika szallitoszoveteiben helyezkedik el (2. tablazat).

A korfolyamatokhoz kapcsolhatd fehérjék megjelenését nem csak a fertézések, hanem a
kornyezeti tényezdk valtozasa is befolydsolhatja. Hwang et al. (2005) kimutatta, hogy a PR—4,
PR-6, NtPrp27 (PR-17), STH2, Sar8.2, PR-1, PR-10 korfolyamatokhoz kapcsolhatd
fehérjék hideg hatasra is aktivalodnak.
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2. Tablazat. A paprikaban azonositott korfolyamatokhoz kapcsolhato (PR) fehérjék

NEV TiPUS INDUKCIO MEGJEGYZES IRODALOM
RAV1 transzkripcios faktor Xv korai, SA— és E-fliggd Kim et al. (2004)
CaZFP1 transzkripcios faktor Xv, Pf, Ec korai, SA— és E-fliggd Kim t al. (2005)
PR-1 antimikrobialis Xv, Pf,Ec  bazikus, kés6i, SA—fiiggetlen Hong et al. (2005)
PR—4 kitinaz Hwang et al. (2005)
PR-6 proteindz—gatlo Hwang et al. (2005)
PR-17 proteaz Hwang et al. (2005)
CaDEF1 antimikrobialis Xv bazikus,korai Do et al. (2004)
CaBGLU glilkanaz Xv, Pc bazikus, korai, SA—fliggetlen Jung és Hwang (2001)
CaCbpl kitinkotd fehérje (Class I)  Xv, Pc, Cc bazkus, SA—fiiggetlen Lee et al. (2001)
bazikus, nincs kitink6to
CaChi2 kitinaz (Class II) Xv, Pc domén Hong et al. (2000)
b1 kitinaz bazikus, higany klorid Kim és Hwang (1996, 1997)
b2 kitinaz bazikus, higany klorid Kim és Hwang (1996, 1997)
SARS.2 ismeretlen Xv, Pc, Cc bazikus, késoi, SA—fliggd Lee és Hwang (2003)
STH2 ismeretlen Hwang et al. (2005)
CaPOA1 aszkorbat-peroxidaz Xv, Pc bazikus, SA—fiiggetlen Do et al. (2003)
CaPO1 peroxidaz Xv, Pc bazikus, SA—fliggd Do et al. (2003)
CaPOT1 thioredoxin-peroxidaz Xv, Pc bazikus, SA—fiiggetlen Do et al. (2003)

Xv: Xanthomonas vesicatoria
Pc: Phytophtora capsici

Pf: Pseudomonas fluorescens
Cc: Colletotrichum coccodes
Ec: Esherichia coli

SA: szalicilsav

E: etilén

korai (aktivacio): a kezelést kovetd 12 ora elott
késoi (aktivacio): a kezelést kovetd 12 ora utan







3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Novények

A modellnovényeket a magvetéstdl felhasznalasukig tiiveghazban, kb. 20-25 °C
homérsekleten, 16/8 ora valtakoz6 fény/sotét megvilagitassal neveltem. A kisérletek
megvalositdsakor a dohany— és a paprikandvényeket 90, illetve 60 napos, a babndvényeket
primer leveles (kb. 14 napos) korukban hasznéltam fel (3. tabldzat). A tesztndvények
koérokozd baktériumokkal szembeni érzé¢kenységét a személyes kozlésbol szarmazod eldzetes

adatokra alapozva sajat kisérleteinkben is teszteltem.

3. Tablazat. A Kkisérletek soran alkalmazott novények ellenalloképessége

Novények Rezisztencia | Tolerancia Forrés
Nicotiana tabacum (L) cv. *Samsun’ - -
Capsicum annum (L) cv. "Hossza Taltos’ - CMV Varr6 P. (személyes kozlés)
Phaseolus vulgaris (L) cv. *Cherokee’ - - Sardi E. (személyes kozlés)

3.2. Homérséklet

A tesztnovényeket a kisérlet megkezdése elétt 20 “C-os novényneveld kamraba helyeztem.
Egy nap elteltével a kamra hdmérsékletét 5-30 °C kozott a kivant hofokra allitottam, majd
ujabb egy nap elteltével kezdddott el a novények kezelése. A KLT/04 (Ehret Gmbh.,
Németorszag) ndvényneveld kamra 0 és +80 “C kozott hasznalhatd, a beallitott hdmérsékletet
+ 0,1 °C pontossaggal tartja.

A kamra relativ paratartalma 50-60 % kozott mozgott. Ez az érték meglehetdsen alacsonynak
bizonyult az 5 és 10 "C-on inkubalt dohany, paprika és bab szamara. Ilyen koriilmények
kozott a levélfeliileten elparologtatott vizmennyiséget mar képtelenek potolni a hideg,
fiziologiailag szaraznak tekinthetd talajbol. A kamra légterének relativ pdratartalmat
potldlagos parasitassal kb. 90 %-ra emeltem. A 1égtérbe napi két alkalommal aeroszol
formaban adagoltam a vizet, igy megakadalyoztam a ndvények vizhaztartasdnak zavarat,

ozmotikus stressz kialakulasat.
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3.3. Fény

A kisérletek id6étartama alatt a novényeket folyamatos megvilagitasi neveld kamraban
inkubaltam. Ez alol kivétel az Eredmények fejezet 4.5.2.6.1. pontja, ahol a BR fehérje—
markereinek megjelenését vizsgaltuk folyamatosan megvildgitott, illetve sotétben tartott
paprikandvényekben. Hevesi et al. (1981), Lam et al. (1998) és Chandra-Shekara et al. (2006)
kozleményei alapjan a kezelések eldtt 48 oraval folyamatos megvilagitasu, illetve sotét
klimakamraba helyeztem a paprikandvényeket, igy biztositva szamukra az elegendd

adaptacios iddszakot.

3.4. Baktériumok

A 4. tablazatban felsorolt Pseudomonas-fajokat King B taptalajon (King et al. 1954), a
Xanthomonas vesicatoria 72 izolatumot pedig LB (Lennox 1955) agaron tartottam fenn.
Térolasuk hosszi taivon LB tapoldat és 20 % glicerin keverékében -20 °C-on fagyasztva
tortént (Stead, 1990).

folyékony LB téptalajban 28 “C-on 10—12 oran keresztiil acrob koriilmények kozott, razatva
(170 rpm) szaporitottam. A torzsekbdl desztillalt vizben szuszpenzidt készitettem. A

szuszpenziok toménységét spektrofotométerrel 600 nm hulldmhosszon allitottam be.

4. Tablazat. A kisérletek soran alkalmazott baktérium izolatumok

Baktériumizolatumok Rovidités Gazdandvény | Tulajdonsagok Forras
Pseudomonas fluorescens 55 P. fluorescens - Nx" Huang et al. (1988)
Pseudomonas syringae pv. syringae 61 |P. syringae 61 buza, bab vad tipus, Nx" | Baker et al. (1987)

Huang et al. (1988)

GSPB' 2214

Pseudomonas syringae pv. syringae
2214

P. syringae 2214

paprika, bab

vad tipus

Pseudomonas savastanoi pv. P. phaseolicola S 21 bab vad tipus, Rif' | Somlyai et al. (1986)
phaseolicola S 21
Xanthomonas vesicatoria 72 X. vesicatoria 72 paprika vad tipus izolalta Hevesi M.

1972

1 Géttingener Sammlung Phytopathogener Bakterien

Nx' : nalidixin sav rezisztencia
Rif": rifampicin rezisztencia
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3.5. Fertozési modszerek

A fertdzés modjat a tesztnovények hatdroztdk meg. A dohdny— és a paprikandvények
leveleiben a sejtkozotti tér injekcios fecskendd segitségével jol telithetd (Klement et al. 1964).
Az injektalds elonye, hogy a levélszovet lehetd legtobb sejtje egy iddpontban, a
lehetdségekhez képest egyenld stirliségli baktérium—szuszpenzidval keriil kapcsolatba és
emellett nem okoz erés sériiléseket a leveleken. A kisérletek sordn a dohanyndvények
kozépso levélemeletein elhelyezkedd 3— 4, illetve a paprikandvények 4-5 teljesen kifejlett
levelét hasznaltam fel.

A babnoévények primer leveleinek injektalasa nehézkes volt, viszont a levelek magas-nyomasu
telitése a baktérium—szuszpenzidval (high-pressure technique) szintén kielégité eredményt

adott (Klement 1990).

3. Abra. A baktériumok HR-induKciés idejének (A) és a BR kialakulasi idejének (B)
kimutatasi modellje dohanynovényeken

A levéllemezen az erek altal hatarolt egy-egy részteriilet egy-egy kisérleti idépontot reprezental. A
kisérlet 0,5-4,5, illetve 5 oran keresztiil tartott. A, A levéllemez valamennyi részteriiletét azonos
idépontban HR-t okozd baktérium—szuszpenziéval (P. phaseolicola S21 vagy P. syringae 61)
injektaltam, majd kiilonb6zo, az abran feltiintetett idopontokban ugyanezeket a részteriileteket
antibiotikum—oldattal kezeltem, igy in planta gatoltam a baktériumokat. Az antibiotikum—kezelés a
szaggatott vonallal jelolt teriiletre terjedt ki. B, A levéllemez valamennyi részteriiletét hével elolt
baktérium—szuszpenzidval injektaltam, majd idésorban ¢él16 HR-t okozo baktérium szuszpenzidjaval
(P. phaseolicola S21 vagy P. syringae 61) fertéztem feliil. A hovel eldlt baktérium—szuszpenzidval a
szaggatott vonallal jelolt teriilet telitettem.
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3.6. A baktériumok HR-indukcios idejének kimutatasa

Egy-egy dohany-levéllemezt a fo— ¢s mellékerek egymastol jol elkiilonithetd részekre
tagolnak. Azonos idpontban a levéllemez részeibe HR-t okozd 10° sejt/ml toménységii
baktérium—szuszpenziot injekcidoztam.

Ezt kovetden az elézdleg mar injekcidzott teriiletekre kiilonbozd idépontokban kléramfenikol
oldatot (100 pg/ml) injektaltam. Az antibiotikum oldata inaktivva teszi a sejtkozotti jaratokba
injektalt baktériumokat, de az injektalt baktérium indukciés idejét kovetéen mar nem
akadalyozza meg a HR megjelenését (Klement és Goodmann, 1967). fgy a vizsgalt baktérium
HR-indukcids idejének az utolsd olyan antibiotikumos kezelés id6pontjat tekintettem, ahol a

HR nem alakult ki (3. A. ébra).

3.7. A BR kimutatasa, kialakulasi idejének meghatarozasa

A BR tlinetmentes valasz, de kialakuldsidt kovetden gétolja a HR kialakulasat. Ezt a
tulajdonsagat kihaszndlva fenotipusos megjelenését indirekt médon mutattam ki (Klement et
al. 1999). A BR-t hével elolt (4x10° sejt/ml) P. syringae 61 vagy P. phaseolicola S 21
baktériumokkal indukaltam. A baktérium—szuszpenzi6 sirtiségét mar a hokezelés elott
beallitottam. A hdkezelés 70 °C-on 13 percig tartott. A BR kialakulési idejének
megallapitdsdhoz egy teljes dohanylevelet hdvel elolt baktérium—szuszpenzidval injektaltam.
Ezt kovetden az egyes levélerek altal tagolt részeket kiilonbozd idépontokban, 30 perces
eltéréssekkel HR-t okozd baktérium szuszpenzidjaval (10° sejt/ml) feliilfertéztem (3. B. abra).
Azokon a teriileteken, ahol az elokezelés hatasara a BR kialakult, a feliilfert6zés nem okozott
HR-t. igy megallapithaté az el6kezelés és az elsé olyan feliilfertézés kozott eltelt id6, ahol a
HR mar nem jelent meg.

Hasonl6 elveket kovettem a BR kialakulasanak megallapitasanal paprikanovényeken. A BR-t
hével eldlt (4x10° sejt/ml) vagy szaprotrof (10° sejt/ml) baktériumokkal indukaltam. A
paprika leveleinél azonban egy levélen maximum két eldkezelés (levélfelenként egy-egy)

helyezhetd el.

36



3.8. Ainvitro és in planta baktériumszaporodas mérése

A koloniaképz0 sejtszam valtozasanak megallapitasa King B tapoldatbdl, valamint dohany—,
illetve paprikalevelek szovetébdl tortént. A baktériumok kiindulasi koncentracidja 10° sejt/ml
volt a taptalajokban. Ot ml tapoldatbol kiindulva, mintavételenként 0,1 ml tapoldatbél K-
foszfat pufferben (10 mM, pH 7) 10-szeres mértékii higitasi sort készitettem.

A dohany— illetve paprikalevelek szovetébsl 8-8 db, Ssszesen kb. 5-5 cm’® nagysagu
levélkorongokat dorzsoltem el 1 ml K-foszfat pufferben (10 mM, pH 7). Az igy kapott
homogenizatumbol 10-szeres mértékli higitasi sort készitettem. Minden higitasi sorozatbol
harom higitast és valamennyi higitast harom ismétlésben szélesztettem ki a Petri—csészékben.
A kolonia—képz6 sejtek szamat a Petri csészékben képzddott kolonidk szama és a higitas

mértékének szorzata jelentette (Rudolph 1990).

3.9. A sejtkozotti jaratokbdl szarmazo, vizben oldhaté fehérjék (intercellular washing

fluid, IWF) elkiilonitése, stiritése

Az IWF mintdk izolalasat a paprikalevelek sejtkozotti jarataibol Klement és Goodmann
(1967) moddszere alapjan a kovetkez0 modositasokkal végeztem. A kezelt ndvényekrol
levagott leveleket desztillalt vizzel lemostam, majd vakuum alatt szintén desztillalt vizzel
telitettem. A vizzel telitett leveleket a centrifugacsovek oldaldhoz rogzitettem (Ott et al.
2006), ezt kovetden 4 °C-on 1340 g gyorsulassal, 18 percig centrifugaltam. Az igy nyert
IWF—mintakat 20 000 g gyorsuldssal 20 percig ismét centrifugéltam, igy az esetleges fizikai
szennyezOdésektdl elvalasztottam. A felhasznalt IWF mintdk fehérjetartalmat Bradford
(1976)-moddszere alapjan eldallitott Bradford—reagens (Sigma B6916) felhasznalasaval
allapitottam meg. A vizsgalatok tobbségéhez ezt a nyers kivonatot hasznaltam fel és nem
tisztitottam tovabb az IWF-et.

A kétdimenzidés PAGE azonban sziikségessé tette az IWF stritését. A mintak térfogatanak 10-
szeres mértékii toményitését fagyasztasuk utdn vakuum-centrifugdban végeztem.

Az LC-MS/MS tomegspektrometria analizis szintén nagyobb toménységt kiindulasi IWF
kivonatot igényelt. A kivonatokat 10 kDa poérusméretii (Microcon-10) sziir6 alkalmazéasaval

10-szeres mértékben stiritettem és egyben sotartalmat is csokkentettem.
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5. Tablazat. A fehérjék elvalasztasara alkalmazott poliakrilamid gél 6sszetétele

elvalaszto gél gylijto gél

10%-o0s 20%-0s 4%-0s
végtérfogat 2,4 ml 2,4 ml 2 ml
desztillalt viz 1,3 ml - 1,54 ml
Tris-HCL (3M,pH 8,8) | 3M,pH8,8) | (1,5M, pH 6,8)

300 ul 300 ul 164 ul
akrilamid (30%, 37,5:1) 800 pl 1,6 ml 263 ul
APS (100 mg/ml) 15 ul 6 ul 19 ul
DMAPN 7,5 ul 2,5ul -
TEMED - - 4 ul
SDS (10%) 24 ul 24 ul 20 pul

(Lamelli 1970 nyoman)
APS: ammonium-perszulfat
SDS: natrium-dodecilszulfat
TEMED: N,N,N",N",-tetrametiletiléndiamin

3.10. Az IWF mintak elvalasztasa poliakrilamid gélben

3.10.1. Egydimenzios PAGE

Az egydimenzids poliakrilamid—gél-elektroforézishez 1 mm vastagsagih 10-20 %-os
toménységli gradiens gélt készitettem (5. tablazat). Az elvalasztds Mini-Protean III (Bio-Rad)
rendszerben tortént. Egyenld térfogati mintak alkotérészeit Tris-glicin futtatd puffer (144 g/l
glicin, 30,3 g/l Tris és denaturald elvalasztaskor 0,1 % SDS, pH 8,8) rendszerben valasztottam
el.

A fehérjék elvalasztasa nativ modon akkor zajlik, ha sem a gél, sem a futtatd, illetve a minta-
puffer nem tartalmaz redukalod szereket és detergenseket. Egydimenzios elvalasztaskor az
IWF mintdkat egyenld térfogatban (mintanként 20-20 pul) vittem fel a zsebekbe.
Egydimenziés nativ elvalasztas elott az IWF mintakat 5:1 aranyban minta-pufferrel
vegyitettiik (30 % glicerin, 0,35 M Tris HCI pH 6,8, 0,012 % brémfenol kék). A mintak
denaturalo elvalasztasa esetén a minta-puffert detergenssel (0,01 % SDS) és redukalo szerrel
(0,6 M DTT) kellett kiegésziteni. Valamint a minta és a mintapuffer keverékét 95 “C-on

5 percig inkubaltam.

A mintékat 4 °C-on allando fesziiltségen valasztottam el (Bio—Rad 1000), az elsé szakaszban
120V élland6 fesziiltségen kb. 25 percig (50-55 Vh), majd 160V fesziiltségen kb. 110 percig
(280-310 Vh).
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3.10.2. Kétdimenzios PAGE

A kétdimenzios PAGE rendszer két elvalasztasi 1épésbol all. Az elsé 1épés a mintdban
megtalalhato fehérjék elvalasztasa izoelektromos pontjuk alapjan (IEF, isoelectric focusing).
A masodik dimenzidban az azonos izoelektromos pontt fehérjék méretiik szerint valaszthatok
el.

Az IWF mintak izoelektromos fokuszalasat pH 3-10 IPG (immobilized pH gradient) (Bio—
Rad) csikokban végeztiik. Az aktiv rehidratalas (a mintafelvitellel egy szakaszban torténik) 14
oran keresztiil tartott. A fokuszalds menete négy 1épésbdl épiilt fel (6. tablazat). A masodik
dimenzioban a fokuszalt IWF mintakat tartalmazo csikokat detergens és redukalé anyagokat
tartalmazé oldatokban (1. oldat: 6 M urea, 4 % SDS, 0,375 M Tris-HCI pH 8,8, 30 % glicerin,
2 % DTT; 2. oldat: 6 M urea, 4 % SDS, 0,375 M Tris-HCI pH 8,8, 30 % glicerin, 2,5 %
jodacet-amid) oldatonként kétszer 10-10 percig szobahdmérsékleten razattam. Az inkubalast
kovetéen az IPG csikokban 1évo fokuszalt fehérjéket 1 mm vastagsagu 10-20 %-os gradiens
gélben, denaturald koriilmények kozott szobahdmérsékleten valasztottam el. Az elvalasztas

alland6 200 V fesziiltséggel 80 percig tartott (250 Vh).

6. Tablazat. Az izolektromos fokuszalias (IEF) menete

Rehidratalas |aktiv 14 6ra
az IEF menete id6
1. lépés 250V 15 perc
2. 1épés 4000 V fokozatos elérése (gyors méd) (2 6ra
3. 1épés 4000 V, 10000 Vh eléréséig kb. 3 6ra
4. lépés 500 V folyamatos

3.11. Festési eljarasok

A poliakrilamid géleken elvalasztott fehérjéket harom festési modszerrel tettem lathatova. A
festéshez sziikséges oldatokat minden esetben frissen készitettem el. A fehérjék eziist—festése
nativ és denaturdld koriilmények kozott azonos (7. tabldzat). Viszont a LC-MS/MS

tomegspektrometriai analizissel csak tobb mddositast kdvetden kompatibilis (8. tablazat).
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7. Tablazat. Az eziist—festés menete

Lépések Osszetétel (100 ml oldat) 1dé
1. Rogzités 31 ml etanol (absz.), 10 ml ecetsav (98 %) 2 6ra
2. Inkubalas 31 ml etanol (absz.), 0,31 g natrium-tioszulfat, 4 g natrium-acetat, 2ml |2 ora

glutar-aldehid
3. Mosas desztillalt viz 2x 10 perc
4. Festés 0,1 g eziist-nitrat, 28,5 ul formaldehid (35 %) 45 perc
5. El6hivas 2,5 g natrium-karbonat, 28,5 ul formaldehid (35 %) 3-8 perc
6. Leallitas 1,86 g EDTA 15 perc
7. Mosas desztillalt viz 15 perc
8. Téarolas desztillalt viz, 4 °C tobb hét
(Heukeshofen és Dernick, 1985 nyoman)
8. Tablazat. A csokkentett ecetsav tartalmu eziist festés menete

Lépések Osszetétel (100 ml oldat) Idé
I. Rogzités 50 ml metanol , S5ml ecetsav (98%) 20 perc
2. Mosas 50 ml metanol 20 perc
3. Erzékenyités 1,27 mM natrium-tioszulfat 1 perc
4. Mosas desztillalt viz 2x 1 perc
5. Festés 0,1 g eziist nitrat 20 perc
6. Mosas desztillalt viz 2x 1 perc
7. El6hivas 2 g natrium-karbonat, 40 ul formaldehid (35 %) 3-8 perc
8. Leallitas 5 ml ecetsav (98 %) 15 perc
9. Tarolas 1 ml ecetsav (98 %) tobb hét

(Shevchenko et al. 1996 nyoman)

Az enzimaktivitas kimutatasara alkalmas szelektiv festési eljarasok, ugymint a kitinazaktivitas
¢és a peroxidaz—aktivitas teszt bizonyos lépései azonban a kéttipusit PAGE miatt eltérnek. A
kitindzaktivitas kimutatasa nativ PAGE utan egy glikol-kitin tartalmt gélen torténik. A két —
az elvalasztott mintakat és a glikol-kitin tartalmu feddgélt egymasra tettem és helyzetiiket
nehezékkel rogzitettem. A pérositott géleket 37 °C-on 100 % relativ paratartalom mellett
inkubéltam (9. tabldzat). Ezzel ellentétben az SDS-PAGE sordn a kitindzok szubsztratja a
mintakat elvalaszto gélbe keriilt. Az elvalasztas utan a fehérjéket renaturalni kellett, ehhez

1 % Triton X 100-at hasznaltunk (10. tablazat).

A peroxidaz izoenzimek nativ és SDS-PAGE festése csak a kezdeti mosasi 1épés

elhagyasaban ill. elvégzésében tért el egymastol (11. tablazat).
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9. Tablazat. A Kkitinazaktivitas Kimutatasa nativ elektroforézis utan fluorescens festéssel

Lépések Osszetétel (100 ml oldat) 1dé
1. Rogzités 100 mM natrium-acetat puffer (pH 5,0) 15 perc
2. Inkubalas gélszendvics, 100 % relativ paratartalom, 37 °C 2 6ra
3. Festés 0,01 % Fluorescent Brightner 28, 50 mM Tris-HCI (pH 8,0) 5 perc
4. Mosas desztillalt viz 1 6ra
5. Téarolas desztillalt viz, 4 °C, sotétben tobb hét
(Kim ¢s Hwang 1994 nyoman)
10. Tablazat. A kitinazaktivitas kimutatasa denaturalé elektroforézis utan
fluorescens festéssel
Lépések Osszetétel (100 ml oldat) 1dé
1. Rogzités, inkubalas |1 % Triton X 100, 100 mM natrium-acetat puffer (pH 5,0), 37 °C, 50 |18 ora
rpm
2. Festés 0,01 % Fluorescent Brightner 28, 50 mM Tris-HCI (pH 8,0) 5 perc
3. Mosas desztillalt viz 1 ora
4. Tarolas desztillalt viz, 4 °C, sotétben tobb hét
(Kim és Hwang 1994 nyoman)
11. Tablazat. Peroxidazaktivitas kimutatasa denaturalé vagy nativ elektroforézist
kovetoen
Lépések Osszetétel (100 ml oldat) 1dé
1. Mosas 100 mM nétrium-acetat puffer (pH 4,5) 3x 5 perc
2. Rogzités, festés 100 mM natrium-acetat puffer (pH 4,5), 0,5 mg/ml DAB 10 perc
3. El6hivas 0,03 % hidrogén-peroxid 3-10 perc
4, Leallitas 7 % ecetsav (98 %) 3 perc
5. Tarolas 1 ml ecetsav (98 %), 4 °C tobb hét

(Zaecho et al. 1995 nyoman)

3.12. A novényi génexpersszio valtozasanak megallapitasa valos ideji PCR késziilék

alkalmazasaval

A teljes RNS kinyeréshez mintanként kb. 100 mg levéllemez darabot fagyasztottam le
folyékony nitrogénben, és felhasznalasukig -70 °C-on taroltam. A tisztitasdhoz Viogene
Biotek Corp., (Taipei, Taiwan) gyartmanyu készletet hasznaltam. A cDNS szintézise
RevertAid™ H Minus First Strand ¢DNA Synthesis Kit (Fermentas, Lithuania)
felhasznalasaval tortént. A reakcidhoz 2,5 pug RNS-t mértem be. A kapott cDNS-t a
reakcioelegy Osszeallitasa elott 10-szeresére higitottam. A valos idejii PCR reakciot iQ SYBR
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Green 2x Supermix (Bio-Rad, USA) felhasznalasaval végeztik a cDNS és a primerek
hozzaadéasaval (DNA Engine Opticon2 (MJ Research, USA). Minden egyes reakcidéban (15
pl) 2,5 pl higitott cDNS-t hasznaltam fel. A primerek koncentracidja 3 uM volt. A bels6d

kontroll az aktin kifejez6désének mértéke volt.

Az EBR-43 primerei: ATGATTGGAGCGACGAGCATT (forward)
GCCTCTGGAAGTATGCACTC (reverse) (Szatmari et al. 2006)

A tpoxN1 primerei: ACAAAGGGTCTCAACACTCAAGAT (forward)
GCAACCTGCGGTTCCAATA (reverse)

Az aktin primerei: CGGAATCCACGAGACTACATAC (forward)
GGGAAGCCAAGATAGAGC (reverse) (Szatmari et al. 2006)

A PCR ciklusok valamennyi primerpar esetében azonosak voltak (95 °C, 6 min; 40 ciklus:
95 °C, 30 s; 60 °C, 1 min; mérés). A gének aktivalodasi szintjét egyrészt az aktin

kifejez6désének mértékéhez, tovabba a kezeletlen kontroll értékéhez viszonyitottam.

3.13. Statisztikai modszerek

A diagramokon kozolt adatokat, eredményeket legalabb harom bioldgiailag fliggetlen
kisérletbdl allitottam Ossze. A kisérletek soran két vagy harom parhuzamos mérést végeztem.
A szorasokat ezek alapjan szdmoltam ki.

A fotdkon rogzitett eredmények (13—24. abra.) legalabb négy, bioldgiailag fliggetlen minta

eredményeit tiikrozik.

4



4. EREDMENYEK

4.1. A homérséklet hatasa a novényi védekezési mechanizmusok kialakulasara

A kornyezeti hdmérséklet csokkenése oly mértékben moddositja a kdlcsonhatast ndvények és
baktériumok kozott, hogy esetenként annak végsé kimenetelét (betegség, betegség—
ellenallosag) is megvaltoztathatja. A hémérséklet nemcsak a novényi védekezési valaszok
gyorsasagat, hatékonysagat, hanem az ezeket kivaltd vagy gatlo baktériumok életképességét,
anyagcseréjiikon keresztiil betegségokozdé—képességiiket is befolyasolja.

A felhasznalt tesztnovények szempontjabol az 5 °C-ot tekintettem alacsony és a 30 “C-ot
magas homérsékletnek. Az ,alacsony” illetve ,,magas” hOmérséklet szokapcsolatokat a
tovabbiakban a konkrét hdmérséklet értékek szinonimjaként hasznalom.

Elsd leirasatol napjainkig az altalanos védekezés (BR) szdmos elicitorat kimutattdk, melyek
koziil ebben a dolgozatban a hovel eldlt korokozo és a szaprotrof baktériumok szuszpenzidjat
alkalmaztam (Klement et al. 2003). A BR (HR—géatlas) és a HR kialakulasi idejét két
baktériumfaj egy-egy izoldtuménak felhasznalasaval parhuzamosan hatdroztam meg. Egyik a
nemzetk6zi szakirodalomban siir(in alkalmazott P. syringae 61 torzs, mely korabbi
vizsgalatokban 5-18 °C hidegtiirének bizonyult (Hevesi 1986, van Dijk et al. 1999, Latorre et
al. 2002), a masik a P. phaseolicola S21. A Pseudomonas syringae pv. syringae fajra
jellemzd, hogy hideg iddszakok utdn okoz betegséget. Ezzel ellentétben a szakirodalom
napjainkig nem irta le, hogy a Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola betegségokozo
képességét fokozna a 10 °C alatti, alacsony homérséklet. Kovetkeztetéseimet a két

rendszerbdl szarmaz6 adatok Gsszevetése utdn vonom majd le.

4.1.1. Az alacsony homérséklet hatasa a P. syringae 61 és a P. phaseolicola S21

izolatumok in vitro szaporodasara

A parhuzamos vizsgalatokban szereplé P. syringae 61 és P. phaseolicola S21 hidegtiir6—
képessége tehat eltért egymastol. Feltevéseimet az alabbiakban ismertetendé in vitro
baktérium—szaporodas vizsgalatok is alatamasztottak. A két baktériumfaj in vitro szaporodasi
optimumat 20 és 30 °C kozé teszik (Smirnova et al. 2001). Kisérleti koriilményeink kozott

mindkét izolatum ndvekedése szempontjabol a 30 °C volt a legkedvezobb. A hdmérséklet
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csOkkenése fokozatosan csokkentette a baktériumok szaporodasi ratajat (4. abra). A két faj
izolatumai 15 ¢és 30 °C kozott hasonld iitemben szaporodtak — bar a P. syringae 61
szaporodasa kissé gyorsabb volt — igy ugyanannyi inkubdcios id§ alatt a baktériumszam
hasonlé abszolut értéket ért el. A P. syringae 61 izolatum 5 és 10 °C-on sokkal gyorsabban
szaporodott, mint a P. phaseolicola S21 (4. A. és B. abra). Tehat a két izolatum szaporodasa
10 °C-on eltavolodott egymastol. Az abszolut értékben kifejezhetd kiilonbség négy nap
inkubalas utan 10 °C-on szazszoros, 5 “C-on hat nap elteltével pedig ezerszeres volt a P.
syringae 61 javara. Tehat a P. syringae 61 az idealis tapanyag—ellatottsagi koriilményeket
modellez6 taptalajban hidegtiirobb volt a P. phaseolicola S21 izolatumnal.

4.1.2. Az alacsony homérséklet hatasa a hiperszenzitiv reakcio (HR) megjelenésére

A BR egyik tulajdonsaga egy masik védekezési valasz, a HR gatldsa (Burgyan és Klement
1979). Ezt a tulajdonsdgat hasznalta fel csoportunk az altalanos védekezés kozvetett
kimutatasara, ezért azonos koriilmények kozott a HR homérsékletfiiggését is figyelemmel
kellett kisérnem. A HR kialakulasdnak sebessége a gazdanovénytdl, az indukalod baktérium—
izolatumoktol és a hdmérséklettdl egyarant fiigg.

A vizsgalt izolatumok altal okozott hiperszenzitiv nekr6zis a hdmérsékletcsokkenés hatasara
egyre késobb alakult ki (5. B. dbra). Klement et al. (1999) kdzleményébdl ismert, hogy a

P. phaseolicola S21 30 °C-on nem okoz HR-t a dohanyban, 20 °C-on viszont az injektalasa
utan 10 oraval kovetkezett be a szovetek elhalasa. A P. phaseolicola S 21 indukalta HR
megjelenését 20 “C-on atlagosan két oraval gyorsabbnak mértem, mint ha P. syringae 61
szuszpenzioOt injektaltam a levélbe. A P. syringae 61 izolatum injektalasa utan 15-10 °C
kozott 21-23 ora, a P. phaseolicola S21 esetében 25-35 ora kozotti idotartam sziikséges a HR
kialakulasdhoz. Figyelemre méltd volt, hogy a HR megjelenése 5 °C-on mar nem oOréakat,
hanem t6bb napot igényelt. A P. syringae 61 levélszovetbe injektalasa utan 3—4 nappal, a P.
phaseolicola S21 injektalasa utan pedig 5—7 nappal jelent meg a szovetelhalas (5. B. abra).
Ezek az eredmények €s mas szakirodalmi adatok alapjan megallapithaté (Hevesi és Kiraly
1977), hogy a kornyezet optimalis koriilményektdl eltérd alacsony vagy magas homérséklete,
mely az adott ndvény szdmara szélsOséges, egyarant késlelteti a HR kialakuldsat és a

folyamatahoz kt6dd szovetnekrdzis megjelenését.
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4. Abra. A hémérséklet csokkenése lassitotta a P. syringae 61 (A) és a P. phaseolicola S21 (B) izolatumainak in vitro szaporodasat

A baktérium—szuszpenziokat kémesdvekben 5, 10, 15, 20 és 30 °C-on tartottam az inokulaciot kdvetden. A kisérlet 6 napig vagy addig az idopontig tartott, amig a
baktériumok koncentracioja megkézelitette a 10" cfu/ taptalaj ml értéket.
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5. Abra A homérséklet csokkenése novelte a P. syringae 61 és a P. phaseolicola S21 torzsek dohanyban mért HR-indukcios idejét (A) és a
HR megjelenését (B)

A dohanyleveleket a P. syringae 61 és a P. phaseolicola S21 torzsek baktérium—szuszpenzidjaval (10° sejt/ml) injektaltam. Az indukcios idé meghatérozasakor a
fert6zott teriiletet rendszeres idokdzonként kloramfenikollal kezeltem.



4.1.3. A novényi altalanos rezisztencia kialakulasanak és a baktériumok HR—indukcids

idejének kimutatasi lehetoségei alacsony hémérsékleten

Minden inkompatibilis kérokozd baktérium szuszpenzidjanak injektaldsa utdn a ndvény
érzékeli a baktériumok BR elicitorait és a HR kivaltasdban szerepld effektor tényezdket. A
BR a HR kialakulasat kizarélag annak elsd, indukcids fazisdban gatolhatja meg, ezért a
baktériumok HR-indukcios idejének, valamint a BR kialakulasi idejének a hossza
meghatarozo tényezd abban, hogy végiil melyik reakcio jut érvényre. Ha egy baktérium HR—
indukcids ideje hosszabb, mint a HR-rel parhuzamosan indukalt BR kialakulési ideje — ez
teljesiil a P. phaseolicola S21 izolatumra 30 °C-on — akkor a BR képes megakadalyozni a
nekrozis kialakulasat (Klement et al. 1999).

A hémérséklet csokkenésével parhuzamosan a HR egyre késobb jelent meg (5. B. abra). A
kisérletekben szerepld inkompatibilis baktériumtorzsek 5 “C-on 48 o6rdig biztosan nem
okoztak HR-t, még a hidegtiir6bb P. syringae 61 sem. Ezért 20 °C alatt a baktériumok HR-
indukcios idejének meghatarozasat gy gyorsitottam, hogy miutan antibiotikum-kezeléssel
hatastalanitottam a sejtkozotti jaratokba injektalt baktériumsejteket, az eredmények
értékeléséig 20 °C-on inkubaltam a ndvényeket. A tovabbiakban egy-egy példat is ismertetek
a kisérleti kombinaciokbol. A 10 °C-on inkubalt dohanyokat P. syringae 61 szuszpenzidval
injekcioztam, majd a fertdzott terliletek egy-egy részét kiilonb6zo idépontokban
kléramfenikol antibiotikummal kezeltem. A kléramfenikol kezelés utan a névények 20 “C-os
novényneveld kamraba keriiltek. A HR elmaradasat vagy megjelenését 24 ora mulva
értékeltem.

A HR indukciés ideje és latens fazisa is novekedett alacsony hémérsékleten. Ez bizonytalan
eszkozzé tette a HR-t a BR kialakulasi idejének megallapitdsaban. Ezért néhany valtoztatast
vezettem be a BR kialakulési idejének meghatarozasakor (6. abra).

A 20 °C alatt végzett vizsgalatok esetében a kovetkezd modon jartam el. A hével eldlt
baktériummal eldkezelt dohanyokat a masodik injektalast (feliilfertdzés) kovetéen 20 “C-os
novényneveld kamraba helyeztem, azért, hogy a HR gyorsabban lathatova valjék. A
kimutatdsi modszer modositasanal figyelembe vettem, hogy a BR a HR-t az indukciés i1d6
alatt gatolja (Klement et al. 1999). Igy a dohanyok kizarélag akkor helyezheték 20 °C-ra, ha a
felilfert6z6 baktérium HR—indukcios fazisa lezajlott. A 20 °C hdémérsékletet azért
valasztottam, mert ezen a hdmérsékleten a HR latens fazisa gyorsan lezajlik, igy az adatok
torzuldsanak veszélye nélkiil, gyorsabban értékelhetd, pontos vizsgéalati eredmények

nyerhetok. Kisérleti példank: a 10 “C-on inkubalt hovel elolt P. syringae 61 szuszpenzidval
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injekciozott dohanyokon a fert6zott teriiletek egy—egy részét kiilonb6zo idépontokban é16 P.
syringae 61 szuszpenzidval fert6ztem feliil. A P. syringae 61 indukcids ideje 10 °C-on 4 6ra
(lasd késdbb). Ezért a novények 4 oraval a feliilfertézés utan keriiltek 20 °C-ra. A HR

megjelenését vagy elmaradédsat 24 6ra mulva értékeltem.

4.1.4. Az alacsony homérséklet hatasa a baktériumok HR-indukcios idejének hosszara

A baktériumok HR-indukcids idejének hossza — az izolatumok in vitro szaporodasi rataja
mellett — fontos adatokkal szolgalt arrél, hogy a vizsgalt baktériumok mennyire érzékenyek a
hémérséklet valtozdsdra. Az inkompatibilis kapcsolat szerepléi 4ltal meghatarozott
kortilmények kozott az indukcids id6 hossza a HR kialakulasdnak dontd paramétere (Bozso et
al. 1999). A P. syringae 61 izolatum dohanyban mért HR—indukcios ideje — 30 és 10 °C
kozott 1-4 o6ra — fokozatosan, kis mértékben emelkedett. 5 ‘C-on viszont az izolatum
indukcios ideje jelentésen, mintegy 27 orara nétt. A P. phaseolicola S 21 indukciods idejét
sokkal nagyobb mértékben befolyasolta a hdmérséklet csokkenése. A HR-indukcios id6

20 °C-on 3,5, 15 °C-on 8 ora, 15 °C alatt pedig mar a sokszorosara nott. 10 “C-on a 18, mig

5 °C-on az 50 orat is meghaladta (5. A. abra).

Alacsony hémérsékleten az elhalas hosszabb id6 alatt fejlodott ki, mint magas hdmérsékleten,
ezt egyrészt az izoldtumok hosszabb indukcios ideje, masrészt a HR tovabbi, a dohany élettani
allapotatdl erdsebben fiiggd szakaszainak meghosszabbodésa egylittesen magyarazza.

Az Osszehasonlitott izolatumok koziil a P. syringae 61 indukcios ideje a 30 °C kivételével
valamennyi idSpontban rovidebb volt, mint a P. phaseolicola S21 izolatumé. Ez az
Osszefliggés 0sszhangban all azzal, hogy a két baktérium koziil a P. syringae 61 izolatum a

hidegtiirébb.

4.1.5. A BR kialakulasa alacsony homérsékleten

A BR hémérsékletfiiggését dohdnyndvényeken hatdroztam meg 5-30 °C kozott. A BR
kialakulasi ideje az el6kezelés és az elsé olyan HR-t indukalo feliilfertdzés kozott eltelt idot
jelenti, amikor a BR hatasara a HR mar nem alakult ki. Ez az id6 30 “C-on altalaban

1-2 6réaval rovidebb, mint a 20 °C-on inkubalt dohanyndvényekben (Klement et al. 2003).

A hoével elolt P. phaseolicola S21 izolatummal indukalt és az azonos ¢él6 baktérium
szuszpenziojaval detektalt BR kialakulasi ideje 20 °C-on 2,5-3,5 ora. Alacsonyabb

hémérsékletii kornyezetben, 10 °C-on ez az id6tartam 4,5-6 orara emelkedett. A HR-gatlast
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6. Abra. A hémérséklet csokkenése novelte az EBR kialakulasi idejét és a detektilo baktériumtorzsek HR—indukciés idejét
dohanynovényekben
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(4x10° sejt/ml), feliilfertézés: P. phaseolicola S 21 (10° sejt/ml) (B): elékezelés: hével eldlt P. syringae 61 (4x10° sejt/ml), feliilfertézés: P. syringae 61 (10° sejt/ml)



5 °C-on legkorabban az eldkezelés utan 20 6raval mutattam ki (6. A. abra).

A P. syringae 61 torzzsel tesztelt BR kialakulasa 30-15 °C kozott 1,5 orardl 8 oOrara
novekedett. 15 °C alatt viszont mar 18 ora telt el az eldkezelés és az elsd olyan feliilfertdzés
kozott, ahol a HR gatlodott. HR-gétlast 5 “C-on csak a fiatal levelekben (2.-3. levélemelet)
mutattam ki, ennek legkorabbi idépontja az el6kezelést kovetd 48 ora volt (6. B. abra). Ez azt
jelenti, hogy alacsony homérsékleten gyakorlatilag napokig nem mutathatd ki baktériumok
altal indukalt védekezés a dohanyndvényekben.

Vilagosan lathato, hogy 10 és 5 °C-on a parhuzamos kisérletekben a P. phaseolicola S21
javara jelentds eltérés volt az dsszehasonlitott izoldtumok BR kialakulasi ideje kozott (6. A.,
B. abra). Ebbdl azt a téves kovetkeztetést lehetne levonni, hogy alacsony hdmérsékleten a BR
a hovel elolt P. phaseolicola S21 injektalasa utan gyorsabban kialakul, mint az
Osszehasonlitdsban szerepld masik hdvel elolt izoldtum hatdsara. A két kisérleti
kombinacioban mért BR kialakulasi idok kozotti kiilonbség forrasa a detektalasra hasznalt két
izolatum eltér6 HR-indukciés ideje, mivel az eldkezelésnél alkalmazott elolt baktérium
valosziniileg nem befolyasolta a BR kialakulasat. Ezt bizonyitottam a kisérlet mas, harmadik
kombinacidjaval, ahol a dohanyleveleket hével elolt P. phaseolicola S21 (4x10° sejt/ml)
trzzsel kezeltem eld, a feliilfertozést viszont a P. syringae 61 (10° sejt/ml) torzzsel végeztem.
Ennek eredménye megegyezett a 6. B. abran lathato értékekkel, ahol szintén a P. syringae 61

volt a felilfert6z6 baktérium.

4.1.6. A HR indukcios idejének befolyasa a BR kialakulasara

A HR elhtizodo latens szakasza meghosszabbitotta és bizonytalanabba tette az alacsony
hémérsékletre tervezett kisérletek megvalositasat. Ezt a problémat a dohanyok 20 °C-ra
helyezésével sziintettem meg. A homérséklet csokkenésével parhuzamosan a baktériumok
HR-indukcids ideje is egyre hosszabb lett (5. A. és 6. A., B. dbra). A hossziit HR—indukcios
1d6 (esetiinkben 5 “C-on 28 vagy 51,5 6ra) alatt a novényeknek még van idejiik az altaldnos
védekezés felépitésére, a BR biokémiai hatterének megteremtésére. A HR indukcios idejének
hossza dont6 jelentdségii abbdl a szempontbol, hogy a ndvény—baktérium kdlcsdnhatas végén
melyik védekezési mechanizmus érvényesiil. Ennek jelentdségét korabban Bozso et al. (1999)
¢s Klement et al. (1999) magas homérsékleten inkubalt, illetve hrp mutansokkal fert6zott
dohanyndvényeknél felismerték. Alacsony hdmérsékleten a baktériumok HR—indukcios ideje

erdsen elnyulik, a 20 “C-on orak alatt lejatsz6do folyamat 5 “C-on mar napokat igényelt.

50



12. Tablazat. A BR HR-indukcids idovel korrigalt kialakulasi ideje
dohanynoévényeken 5-30 °C kozott

Ps+Ps Pp+Pp
Hémérséklet (°C) »valodi” BR kialakulasi id6 (6ra)
30 4,28 nincs adat
20 6,39 6,33
15 8,83 10,5
10 21,83 22,72
5 nincs adat 71,83

A BR HR—indukciés idovel korrigalt kialakulasi ideje az elokezelés és a feliilfert6zés kozott eltelt ido,
valamint a detektald baktérium HR-indukciés idejének Osszege. Az 5. és a 6. abran mért értékek
atlagat Osszegeztem. Ps+Ps: elokezelés hovel elolt P. syringae 61 (4x10° sejt/ml) feliilfertézés P.
syringae 61 (10° sejt/ml) Pp+Pp: elkezelés: hével elolt P. phaseolicola S21 (4x10% sejt/ml)
feliilfertézés P. phaseolicola S 21 (10® sejt/ml)

Ezért az alacsony homérsékleten egyre novekvé HR—indukcios 1d6 alatt, egyre hosszabb 1d6
all rendelkezésre a BR kialakulasara. Bar kevés az arra vonatkozé eredmény, hogy a BR az
indukci6 mely 1épésében gatolja a HR folyamatat, Klement et al. (2003) és Bozso et al. (1999)
kozleményébol kideriilt, hogy a BR gatolja a korokozok patogenitasért felelds hrp génjeinek
aktivitasat. A fenti eredmények tiikrében célszeriinek tartottam, hogy a BR HR—indukcios
idejével korrigalt kialakulasi idejének (BR (1) az elokezelés és a feliilfert6zés kozott eltelt
1d6 ¢és a detektaldo baktérium HR—indukciés idejének adott hdmérsékleten mért Gsszegét
tekintsem (12. tablazat). Azaz a BR 4t = BR a1 — IT, ahol a kisérletekbdl szarmazé adatok a
BR 4, amely az eldkezelés és a feliilfertézés kozott eltelt id6t jelenti, és az IT, amely a
kimutatasra felhasznalt izolatum HR—indukciés ideje (6. A. és 6. B. ébra).

A BR kialakulasi ideje dohanyban tehat mindkét kombindcioban kozel azonos volt (12.
tablazat). Az alacsony hdmérséklet jelentésen meghosszabbitotta a kialakulasi idét. A
hémérséklet mellett azonban mdas tényezdk is modosithatjak ezt. A tesztndvények kora,
tovabba az indukalo baktérium vagy baktériumeredetii anyag szuszpenziojanak toménysége

szintén befolyasolta a BR kialakulési idejét.

4.2. A homérséklet hatasa a tpoxN1 (peroxidaz) és EBR-43 (ortometil-transzferaz) BR

markergének kifejezédésére

A novényekbdl azonositott peroxidaz enzimeknek tobb lehetséges feladatat is leirtak. A

hidrogén-peroxid semlegesitése mellett a ndévényi sejtfalak szerkezetének utdlagos
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erésitésében éppen a hidrogén-peroxid termelésével veszik ki a résziiket. A redox
folyamatokban jatszott szerepén til a hidrogén-peroxidot jelatviteli molekulaként is szdmon
tartjak (Baker és Orlandi 1995, Kiraly et al. 1993 és Brown et al. 1998). Az egészséges
novények szOvetei éppen ugy tartalmaznak peroxiddz izoenzimeket, mint beteg tarsaik.
Langrimini és Rothstein (1987) az egészséges dohany levelébdl is 6t peroxidaz izoenzimet
mutatott ki. A tpoxN1 gént eredetileg TMV-vel fertdzott dohanylevelekbdl klonoztak (Hiraga
et al. 1999), majd Bozs6 et al. (2002) kiilonféle dohany—baktérium kolesonhatasbol mutatta
ki, st a BR-t jelzd génként irtdk le. Két vizsgalt gén atirodasdnak mértékét a fenti
kisérletekkel azonos rendszerben kovettem figyelemmel. Az €16 P. syringae 61 a fert6zést
kovetden 12—14 6raval HR-t okozott, igy 20°C-on 24 ¢és 48 6ras mintak nem nyerhetok ebbdl
a kezelésbdl.

A tpoxN1 peroxiddz enzimet kodold gén kifejez6dése 20 “C-on a BR-t aktivald kezelést
kovetden 6 €s 24 6ra mulva mar a 18-szorosara nétt. Az mRNS mennyisége a HR-t okozo P.
syringae 61 injektalasa utan 6 doraval volt a legmagasabb, a kontroll érték 120-szorosa (7. A.
abra). Az 5 "C-on tartott dohanyndvényekben a tpoxN1 gén termelddése a kisérlet teljes, két
napos iddtartama alatt alacsony, a 20 *C-on mért kifejez6dési szinthez képest elhanyagolhato
volt. A vizkezelés hatasara mindkét homérsékleten a tpoxN1 gén gyenge indukcidjat mutattam
ki.

Az EBR-43 egy ortometil-transzferdz enzimet kodolo, a BR miikodését jelz6 dohany gén
(Szatmari et al. 2006). Az ortometil-transzferazok a fenil-propanoid bioszintézis Ut elemei, a
kumarinok eléallitasan keresztiil a sejtfalakat erdsitd lignin szintézisében vesznek részt.

A BR-t indukalo kezelést (hével elolt P. syringae 61 injektalasa) kovetd 6 és 24 ora elteltével
20 °C-on a gén atirdédasa magasabb szintli volt, mint 5 °C-on. Az injektalas utan 48 oraval az
EBR-43 génrdl képzett mRNS-ek mennyisége 5 és 20 °C-on is gyakorlatilag a kontroll
szintjére zuhant vissza. A HR-t indukalo (é16 P. syringae 61) kezelés mindkét hoémérsékleten
az EBR-43 gén nagyobb indukciodjat okozta, de az azonos kezelések 5 °C-on mért értékei soha
nem haladtdk meg a 20 °C-on mért adatokat (7. B. abra). Igy a tpoxN1 és az EBR-43 BR-
marker gének transzkripcidja is aldtdmasztotta, hogy az alacsony hdmérséklet gitolja a
baktériumok indukcids hatasara miikodésbe 1épd BR és HR kialakulasat. A vizsgalt gének a
HR-t indukal6 kezelések hatdsara a BR indukciondl nagyobb mértékben aktivalodtak. Ez a
tény feltételezi, hogy a dohanyndvények hasonlé vagy azonos jelatviteli folyamatokat

alkalmaznak a két védekezési mechanizmus felépitése soran (Bozso et al. 2002).
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7. Abra. BR-t és HR-t indukal6 kezelések hatasa a topxN1 (A) és EBR-43 (B) gének
relativ expressziojanak mértékeére

A dohany leveleiben a BR-t a P. syringae 61 4x10° sejt/ml toménységii hével eldlt (he Ps), a HR-t 10°
sejt/ml toménységli €16 P. syringae 61 (Ps) szuszpenzidjaval indukaltam. A jelmagyarazatban szerepld
szamok a vizsgalt dohanyok inkubacidos homérsékletét jelzik. Az esetleges sériilések kontrolljaként
vizzel is injektaltam a ndvényeket.
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4.3. A novényi védekezések baktériumszaporodast gatlo hatasanak valtozasa a

homérséklet fiiggvényében

A BR ¢s a HR hatékonysaga is jellemezhetd a hovel elolt baktérium—szuszpenzioval vagy
vizzel elkezelt dohany leveleibe injektalt inkompatibilis baktériumtdrzsek szaporodasaval. A
novényeket éppen gy, mint az el6z6, a BR—marker géneket tanulmanyozd kisérletben két
hémérsékleten, 20 “C-on vagy 5 “C-on inkubaltam. A 20 °C a kisérletben a HR és a BR gyors

kialakulasanak és a baktériumsejtszamot csokkentd hatasanak pozitiv kontrollja.

4.3.1. A homérséklet hatisa a HR miikodésével kapcsolatos baktériumsejtszam

valtozasara dohanyban

A novények a HR folyamatanak végso Iépéseiben a nekrotizalodott teriileteken lokalizaljak a
sejtkozotti jaratokba keriilt novénykorokozé baktériumokat. Ilyenkor a baktériumok sejtszama
a szovetelhalds megjelenésével parhuzamosan csokken (Bozsé et al. 1999, Klement et al.
1999). P. syringae 61 és P. phaseolicola S 21 izolatumok szuszpenzidjat injekcidoztam
dohényndvények leveleibe.

A P. syringae 61 szuszpenzidjaval injekciozott levélszovetben 20 "C-on a kezdeti — az
indukci6 utdn 3—6 oraval mért — sejtszam csokkenés utan a szilard taptalajon tenyészthetd
baktériumsejtszam ujra elérte a magas kiindulasi értéket. Az injekcidzott levélszovet a kezelés
utan 12-15 oraval elhalt. A taptalajon telepeket képezd P. syringae 61 sejtek szama ennek
kovetkeztében radikalisan csokkent (8. B. abra). Ha a dohany levelét P. phaseolicola S 21
szuszpenzioval injektaltam, akkor az injekciozas utan 3 oraval fokozatosan egyre kevesebb
€16 sejtet mutattam ki a levélszovetbol. A nekrozis a P. syringae 61 injektalasa utan mérhetd
idotartamnal korabban, mar 10-12 ora eclteltével lathatova valt, ¢és kialakulasaval
parhuzamosan egyre tobb P. phaseolicola S 21 sejt pusztult el (8. A. abra).

Az 5 °C-on inkubalt P. syringae 61 vagy P. phaseolicola S 21 szuszpenzidval infiltralt
novényeken a kezelést kovetd két napon HR—tipusu nekrdzis nem jelent meg. A két nap alatt
a levélszovetbdl kitenyészthetd baktériumok szdma sem valtozott 1ényegesen. A HR tehat
nem alakult ki és nem csokkentette a korokozd baktériumok szamat sem (8. C. abra). A
szoveti szinti elhalasok P. syringae 61 kezelés utan 3—4 nappal vagy P. phaseolicola S 21

kezelés utan 4—7 nappal jelentek meg a ndvényeken.
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4.3.2. A homérséklet hatasa a BR kialakulasaval kapcsolatos baktériumsejtszam

valtozasara dohanyban

A hovel elolt baktériummal aktivalt BR a HR-t6l fliggetlentil miikodé védekezési reakcio. A
BR baktériumszamot csokkentd hatdsa nem olyan radikalis mértékii, mint amit a HR esetében
tapasztaltak (Ott 2002). A BR-t hével elolt P. syringae 61 vagy P. phaseolicola S 21
baktérium—szuszpenzioval indukaltam. A feliilfert6z6 baktérium—szuszpenziot (é16

P. syringae 61 vagy P. phaseolicola S 21) pedig az el6kezelés utan 15 6raval injektaltam a
levelek sejtkozotti jarataiba, mert a BR aktivitidsa ebben a 12-18 6rds az idészakban a
legerdsebb (Klement et al. 2003).

A BR miikodésének kovetkeztében kiillonbozé mértékben ugyan, de mindkét baktérium a P.
syringae 61 és a P. phaseolicola S 21 sejtszama is csokkent a 20 °C-on inkubalt
dohanyndvények leveleiben. Ez a baktériumszaporodast gatlo hatas a P. syringae 61 torzzsel
kezelt ndvényeken az injektalasat kovetd 3—12 ordban volt a leghatékonyabb (8. B. dbra).
Meglepé modon a BR kevésbé befolyasolta a feliilfert6z6 P. phaseolicola S 21 izolatum
szaporodasat, melynek koncentracidja 24 oraval a feliilfert6zés utan a legmagasabb mért érték
Otodére esett vissza (8. A. abra). Ehhez képest a P. syringae 61 izolatum sejtszama viszont
mar a feliilfert6zést kovetd 12. draban a tizedére csokkent.

Az 5 °C-on inkubalt novényekben a BR-t indukal6 kezelés utan a P. syringae 61 baktérium
sejtszama nem valtozott. A csak vizzel elokezelt dohanyok levelében is mindkét izolatum
koncentracioja stagnalt (8. C. abra).

Osszegezve elmondhatd, hogy a P. syringae 61 sokkal érzékenyebb volt a BR-re, mint a

P. phaseolicola S 21 torzs, mert sejtszamat a BR az 6sszes célzott vizsgalat soran erésebben —
mintegy tizedére — szoritotta vissza. Ot “C-on az indukciot kovetd 2—2,5 nap alatt sem a HR,
sem a BR baktériumszaporodast gatlo hatdsa nem érvényesiilt. Mind a hdvel elolt
baktériumos, mind a vizes el6kezelés utan a feliilfertdzott dohanyleveleket nézve azonos
eredményt kaptam, azaz a vizsgalt baktériumok sejtszdma egyik kezelési kombinacidoban sem
valtozott szignifikdnsan. Ez azt jelenti, hogy a ndvényeknek alacsony homérsékleten az
altalam vizsgalt aktiv védelem, BR és HR nélkiil kell szembenézniiik a korokozd és nem
koérokozd baktériumok kolonizacios torekvéseivel. Az itt vizsgalt korokozok a gatlas
hianydban mégsem szaporodtak a dohany szovetében. Ennek oka az alacsony inkubacios
hémérséklet éppen ugy lehet, mint az inokulum magas koncentracidja. A magas inokulum
koncentracio alkalmazasa azonban elengedhetetleniil sziikséges a védekezési mechanizmusok
baktériumsejtszam csokkentd hatdsanak kimutatisahoz. Fenndll tovabba az a lehetdség is,

hogy jollehet az ismert védekezési mechanizmusokat nem tudtuk kimutatni, valamilyen, eddig
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8. Abra. A hémérséklet hatasa a P. syringae 61 és a P. phaseolicola S21 baktériumok
sejtszamara a BR és a HR miikodése soran, illetve a védekezési reakciok hianyaban

A ndvények inkubacios hémérséklete (20 és 5 °C) a jelmagyarazatokban ,,20” vagy ,,5” szamokkal
szerepel. A dohany leveleit 4x10% sejt/ml toménységii hovel elolt P. syringae 61 (B) vagy P.
phaseolicola S21 (A) szuszpenzidval, a kontrollnovényeket pedig vizzel kezeltem elé. Az el6kezelt
teriileteket azonos torzsek ¢16, 10° sejt/ml toménységii szuszpenzidjaval fertéztem feliil (A, B, C). A
kovetkezd kombinaciokat alkalmaztam: Ps: el6kezelés: viz, feliilfertézés: €16 P. syringae 61, Pp:
elokezelés: viz, feliilfertézés: é16 P. phaseolicola S21, Ps+Ps: elékezelés: hével elolt P. syringae 61,
feliilfert6zés: €16 P. syringae 61, Pp+Ps: elékezelés: hovel elolt P. phaseolicola S21, felilfertdzés: €16
P. syringae 61, Pp+Pp: elékezelés: hovel elolt P. phaseolicola S21, feliilfert6zés: €16 P. phaseolicola
S21
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nem azonositott védekezési és/vagy tapanyag-szolgaltatasi tényezé mégis inkompatibilissé
(egymasnak nem megfeleloveé) teszi ezeket a korokozdé—dohany modelleket. Ezért az
izolatumokkal sajat (egymasnak megfeleld) gazdandvényeiket is fertdztiik alacsony €s magas

hémérsékleten.

4.4. A homérséklet hatasa a novénykorokozo baktérium és a novény — nem korokozo

baktérium kapcsolatok sajatossagaira

A kiilsé kornyezet homérsékletének csokkenése a koérokozd baktériumok anyageseréjét
megvaltozasa miatt modosul a III. tipust szekrécidés rendszer (TTSS) miikodése és a
virulencia faktorok termelése is (Smirnova et al. 2001). A TTSS szerkezetét felépitd fehérjek,
¢s a rajta keresztiil a novénysejtekbe juttatott fehérjék nélkiil a kérokozd baktériumok nem
képesek betegséget okozni vagy a hiperszenzitiv reakciot aktivalni. A virulencia faktoroknak
mindsiilé toxinok, pektin bontdé vagy az EPS szintézisében és kivalasztasaban részt vevo
enzimek termelése pedig a baktériumok ¢életképességét hatarozzak meg a névények sejtkozotti
jérataiban. A baktériumok feliileti molekuldi (PAMP), melyek a BR elicitorai, viszont a hideg
kornyezetbe keriilt baktérium sejteken is fellelhetdek. Vajon hogyan alakul a korokozo vagy a
nem korokozé baktériumok és ndvények kdlcsonhatdsa, amennyiben hidegtiird baktériumfaj

jut a sejtkozotti jaratokba?

4.4.1. Az alacsony homérséklet hatasa a hidegtiiré, opportunista P. syringae 2214

szaporodasara és a betegség kialakulasara paprikanovényekben

Az opportunista patogén P. syringae pv. syringae baktérium polivirulens, sok-gazdandvényes
koérokozd. Fertézése a lagyszaru novényeken (pl.: paprika, gordgdinnye, sargadinnye) a
tenyészidOszak folyaman eléforduld ciklikus hideg idészakok utdn okoz jelentds jarvanyokat,
melyek a termés stlyos kéarosoddsaval, elvesztésével jarnak (Hevesi 1986). Fésszara
gazdandvényein (elsésorban csonthéjasok) pedig a hideg telek teremtenek kedvezd
koriilményeket a betegség kialakulasahoz (Klement et al. 1984).

A P. syringae 2214 izolatum tenyészthetd sejtszamanak valtozasat 5 és 30 °C kozott 6t eltérd
hémérsékleten vizsgaltuk meg paprika—gazdanovények leveleiben. A P. syringae 2214 in

planta szaporodasa 30 “C-on viszonylag gyenge, mintegy tizszeres mértékii volt. A kovetkezd
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9. Abra. Az alacsony hémérsékleten elésegitette a P. syringae 2214 szaporodasat
paprikanovényekben

A paprikanévények leveleit a P. syringae 2214 izolatum 10° sejt/ml toménységli szuszpenzioval
injekcioztuk. A fert6zott novényeket 5, 10, 15, 20 és 30 “C-os névénynevelé kamraban tartottuk. A
mintavétel minden hémérsékleten a levelek elrugasaig tartott (kivéve 5 °C).

kisérletben a novényneveld kamra homérsékletét 10 °C-al alacsonyabbra, azaz 20 °C-ra
allitottam. Ekkor az opportunista patogén baktérium sejtszama mar szdzszorosara nott a
levélszovetben. Azokban a novényekben, melyeket 5—15 °C kozott inkubaltam, a fertdzést
koveté negyedik napon az 1 cm’ levélfeliiletben kimutathato baktériumszam 10*-rl 10"-re
emelkedett, azaz a kiinduldsi érték ezerszeresére nétt (9. abra). A baktériumszaporodas
mértéke 5 °C-on volt a legnagyobb. Az inokulaciét kdvetd 7. napon az 1 cm’ levélfeliiletre
vetitett baktériumsejtszam elérte a 10°-t.

Mig 5 °C-on a fertdézés utan 7 nappal az egész injekciozott levélfeliilet elhalt, addig a tobbi
hémérsékleten a levelek elsargultak és a levélerek nekrotizalddtak. Kiilonbség csak a tiinetek
megjelenésének idejében volt. A homérséklet csokkentésével parhuzamosan a tiinetek
fokozatosan egy-egy nappal késobb jelentek meg.

Mindezek tekintetében felvetddott a kérdés, hogy kizardlag az opportunista patogén
baktériumok vagy esetleg mas kevésbé hidegtlird korokozok, akar szaprotrof baktériumok is
képesek lehetnek-e 5 °C-on elterjedni a ndvények szoveteiben. Tovabba fontos kérdés az is,

hogy a ndvényi védekezések hidnya elegendd oka-e a hidegtliré baktériumok elterjedésének.
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4.4.2. Az alacsony hémérséklet hatiasa egy masik hidegtiiré, opportunista a P. syringae

61 szaporodasara King B tapoldatban és paprikanovényekben

Bar a P. syringae 61 izolatum in vitro szaporodasat egy korabbi abran (4. A. abra) mar
ismertettem, itt a konnyebb Gsszehasonlitas kedvéért kevesebb adattal 01j abrat készitettem. A
P. syringae 61 izolatum in vitro és in planta szaporodasat 5 és 30 °C hdémérsékleten
hasonlitottam 6ssze. Ez a vizsgalat bizonyitotta, hogy nem kizardlag a fokozottan virulens

P. syringae 2214 izolatum, hanem egy nem paprikara specializalodott, de ennck ellenére a
novényen betegséget okozd torzs is €It a kornyezeti homérséklet adta lehetdséggel, ¢€s
alacsony homérsékleten betegséget okozott. Ez a fokozottan virulens izolatumhoz hasonld
sajatossaga pedig alkalmassa tette az opportunista korokoz6—ndvény kapcsolat modellezésére
paprikaban is. A P. syringae 61 izolatum napjainkig szamos nemzetk6zi kdozleményben tobb
novény—baktérium kapcsolat koérokozéd modellje volt, igy kisérleti rendszerbe épitését
gyengébb virulencigja ellenére is célszerti tartottam.

Az opportunista patogén baktérium King B tdpoldatban 30 °C-on sokkal gyorsabban
szaporodott, mint 5 °C-on (10. A. abra). In vitro optimalis névekedési hoémérséklete 30 °C
volt. Ezzel ellentétes tendenciat mutatott a korokozo in planta szaporodasa, mert a fert6zott
paprika levelekben a hat napos kisérlet alatt a baktériumszam fokozatosan ezerszeresére
emelkedett 5 °C-on (10. B. &bra). Viszont 30 °C-on a kezdeti, egy napos emelkedés utan a

szovetbol kimutathatd baktériumsejtek szama csokkent.

4.4.3. Az alacsony homérséklet hatasa a szaprotrof P. fluorescens szaporodasara King

B tapoldatban és paprikanovényekben

Mig 5 °C-on az el6zdekben ismertetett hat napos kisérlet folyaman az egységnyi levélfeliiletre
vonatkoztatott P. syringae 61 sejtszama ezerszeresére (10. B. abra), addig a P. fluorescens
sejtszdma csupan szazszorosara emelkedett (11. B. abra). Bar ez elég jelentds valtozas egy
szaprotrof baktérium esetében, mégis egy nagysagrenddel kisebb volt az opportunista patogén
baktérium szaporoddsanal és ez a baktérium tlineteket sem okozott a paprikandvényeken.

30 °C-on a P. fluorescens torzs sejtszama végig folyamatosan csokkent, és a P. syringae 61
torzsnél tapasztalt inkompatibilis kapcsolatra jellemzd, kezdeti (1-24 6ra) sejtszamemelkedés
is elmaradt. A két faj in vitro szaporodasgorbéje kozott gyakorlatilag nem volt kiilonbség.

A szaprotrof baktérium aktivalja a BR-t, viszont betegséget nem okoz, és a HR kivaltasara

nem képes. A P. fluorescens baktérium in vitro és in planta szaporodasgorbéje mégis, kozel
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10. Abra. Az alacsony hémérséklet gatolta a P. syringae 61 in vitro (A) és serkentette in planta (B) szaporodasat

A baktérium in vitro szaporodasat King B taptalajban (A), in planta pedig paprikanovényekben ellendriztem. A novények leveleit a P. syringae 61 10° sejt/ml
toménységli szuszpenzioval injekcidztam (B). A fert6zott novényeket 5 és 30 °C-os ndvényneveld kamraban inkubaltam.
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11. Abra. Az alacsony hémérséklet gatolta a P. fluorescens in vitro (A) és serkentette az in planta (B) szaporodasat

A baktérium in vitro szaporodasat King B taptalajban (A), in planta pedig paprikanovényekben ellendriztem. A névények leveleit a P. fluorescens 10° sejt/ml
toménységli szuszpenzidval injekcidoztam (B). A fert6zott ndvényeket 5 és 30 “C-os novényneveld kamraban inkubaltam.
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A baktérium in vitro szaporodasat King B taptalajban (A), in planta pedig babnévényekben ellendriztem. A névények leveleit a P. phaseolicola S21 10° sejt/ml

13

12

11

10

}/1’
A 7
/
/
4 //
2z
-4 30 =45
0 2 3 4 5 6

inkubacios idé (nap)

log cfu / levél fel. cm?

10

2 3 4 5 6
fert6zést kévetd napok szama

12. Abra. Az alacsony hémérséklet gatolta a P. phaseolicola S21 in vitro (A) és in planta (B) szaporodasat

toménységli szuszpenzidval injekcioztam (B). A fert6zott novényeket 5 és 30 “C-os ndvényneveld kamraban inkubaltam.




azonos volt 5 és 30 "C-on is az opportunista patogén P. syringae 61 szaporodasmenetével. Ez
egyrészt a két baktériumtorzs hasonlé mértékii hidegtiiro—képességére utal (10. és 11. abra),
masrészt alatamasztja azt az elképzelést, hogy a tesztndvények 5 “C-on nem védekeztek a
sejtkozotti jarataikba injektalt baktériumsejtekkel szemben. A novények védtelen helyzetét az
opportunista patogén baktérium viszont sokkal inkabb a sajat hasznara forditotta, mint a

szaprotrof.

4.4.4. Az alacsony hémérséklet hatiasa a ,valédi” patogén P. phaseolicola S 21

szaporodasara King B tapoldatban és babnovényekben

,»Valodi” patogénnek, azaz kompatibilis korokozonak tartjuk a P. phaseolicola S 21
novénykorokozo baktériumot, mert ismert gazdandvénykore sziik, tovabba a jo kondicioban
1évé bab— és szdjandvényeken éppen ugy megtelepszik, mint a kedvezotlen koriilmények
kozott elokon.

In vitro és in planta szaporodasahoz, valamint a korokozo—képessége kiteljesitéséhez a 30 °C-
os hoémérséklet sokkal kedvezébb volt, mint az 5 °C. Ebben a korokozo—ndvény
kolcsonhatasban az 5 °C mindkét résztvevd, mind a ndvény, mind a baktérium szamara
kedvezotlennek bizonyult. A P. phaseolicola S 21 sejtszama 5 “C-on in vitro nem emelkedett,
¢és betegség sem alakult ki a ndvények fertdzését kovetden.

A ,valodi” patogén P. phaseolicola S 21 sikerét a specifikus korokozo—képességének
koszonheti. A hideg, 5 °C koriili hémérséklethez lassan alkalmazkodott, ezért a
babnovényeken csak rendkiviil lassan szaporodott. Azonos koru novényben 30 °C-on gyorsan
— 4-5 nap alatt elterjedt — és a betegség tiinetei is megjelentek, tehat a novény védekezo—
mechanizmusai vagy nem aktivalodtak, vagy a P. phaseolicola S 21 visszaszoritotta azokat
(13. tablazat).

Ezek a tények megengedik azt a kdvetkeztetést, hogy bar a P. fluorescens nem koérokozo, a

P. syringae 61 pedig kérokozo baktérium, mégis tulélési stratégiajuk tekintetében hasonloak
(13. tablazat). Mind a hasonldsagokat, mind a kiilonbségeket kiemeli a szaprotrofok és az
opportunistak kozott az a kisérlet, melynek soran a P. fluorescens sejtekbe hrp géncsoportot
és bizonyos ShcA chaperont hordozoé plazmidot transzforméltak és fejeztettek ki. Igy az addig

szaprotrof életmddu baktérium gyenge HR-t okozott dohanyon (van Dijk et al. 2002).
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13. Tablazat. A homérséklet hatasa a korokozo és a szaprotrof modell baktériumok
in planta szaporodasara sajat gazdanovényeik levelében.

Baktériumszaporodas mindsége
Homérséklet Alacsony (5 °C) Magas (30 °C)
,»valodi” patogén. 2,7x10° 10°
P. phaseolicola S21 gatolt nem gatolt

opportunista 4,1x10’ 1,4x10°
P. syringae 61 nem gatolt gatolt
szaprotrof 3,8x10° 5x10°
P. fluorescens nem gatolt gatolt

A tablazat megfeleld soraiban az adott baktériumok sejtszama szerepel. Az értékeket a ndvények
fertdézése utan 6 nappal mértiik.

4.4.5. A BR kialakulasi ideje és a HR—tipusi nekrézis megjelenése 5 és 30 °C-on

paprikanovényeken

A paprikaban éppen ugy milkddnek a baktériumok altal kivaltott novényi védekezési
valaszok, mint dohdnyban. A "Hosszu Taltos’ fajtan az injektalast kovetd 18-24 ordban tobb
,.valodi” patogén Pseudomonas-faj szuszpenzidja (5x10'—10® sejt/ml) okozott HR-t 30 °C-on.
Tobbek kozott igy viselkedett a P. phaseolicola S 21, a Pseudomonas syringae pv. pisi (P.
pisi) és a Pseudomonas syringae pv. tabaci NCAIM B.016001 (P. tabaci). Ha a leveleket

P. syringae 61 vagy 2214 torzsek szuszpenzidjaval infiltraltam, a szovetelhalas korabban, az
injektalast kovetéen 10-12 o6ra elteltével jelent meg. Paprikanovényekben a BR
kialakulasdhoz az eldkezelés és a feliilfert6zés kozott 14—16 ora sziikséges 30 “C-on (13.
abra). Az elokezeléssel (hdvel elolt vagy szaprotrof baktérium szuszpenzidja) aktivalt BR
ezeket az opportunista patogének 4altal okozott szovetelhalasokat esetenként csak az
elokezelést kovetd 24 ora elmultaval akadalyozta meg, késébb, mint a ,,valodi” patogének
altal okozott HR-t. Amennyiben az opportunista korokozo—paprika kapcsolatat
inkompatibilisnek tekintjiilk, az elOkezelés ¢és az els0 HR-—gatlast mutato feliilfert6zés
idépontjanak novekedését okozhatta az altalunk vizsgélt opportunista patogének révid HR—
indukciés ideje. A Pseudomonas syringae pv. syringae izolatumok 10’ sejt/ml szuszpenzibja
is nekrozist okozott, ami szintén aldtdmasztja ezt a feltételezést. Ugyanakkor a kompatibilis

kapcsolat sajatossagait figyelembe kell venni. A késéi altalanos védekezés (LBR) ugyanis
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dohényon a fert6zést koveté 24-48 o6ra mulva 1ép milkddésbe és képes a kompatibilis
korokozo hosszu tavu gatlasara (Burgyan és Klement 1979, Lovrekovich és Farkas 1965). Az
opportunistak levélbe juttatdsa kovetkeztében létrejott elhalasok bar alacsony slirliségli
baktérium—szuszpenzié is indukélta ¢és gyorsan megjelentek nem tekinthetdk teljes
biztonsaggal sem HR-nek, sem a kompatibilis kapcsolat soran kialakulé normoszenzitiv
nekrozisnak. Erre a felvetésre a paprika rezisztenciafolyamatai soran zajlé molekularis
valtozasok adhatjak meg a valaszt.

A két modellnévény, a dohdny és a paprika nemcsak rendszertani szempontbdl hasonld,
hanem hémérséklet igényiik is megegyezik. Ezeknek ismeretében nem meglepd, hogy a két
novényben aktivalt BR és HR kialakulasa hasonlé mértékben fiiggott a hémérséklettsl. fgy a
dohanyhoz hasonloan az indukalé kezeléseket kdvetd 72 ora alatt 5 “C-on sem az altalanos,

sem a hiperszenzitiv védekezés nem alakult ki.

30 °C B 5°C

ot

8 40 16 ora 24 ora 48 ora

13. Abra. A BR kialakulasanak kimutatisa 30 és 5 °C-on paprikanévényeken

A levelek jobb felét szaprotrof baktérium (P. fluorescens) szuszpenzidjaval (10° sejt/ml) bal felét
vizzel injektaltuk. A levél mindkét felét az elsd injektalds utan 8, 16, 24, 48 oraval ¢l6, HR-t okozo
baktérium (P. syringae pv. pisi) szuszpenziojaval (5x107 sejt/ml) fertoztem feliil.

4.5. Baktériumfert6zés hatasiara bekovetkezéo mennyiségi és mindségi valtozasok a

paprika apoplasztjanak fehérje—osszetételében

A baktériumok a novényi sejtekkel hatarolt, 1égcserét szolgald sejtkozotti jaratokban €élnek. A
sejtkozotti  tér rovidtdvon megfeleld mennyiségli tdpanyagot ¢€s vizet biztosit a
baktériumsejtek ¢letben maraddsdhoz (Anderson 1982). A sejtkdzotti jaratokba bejutott,
illetve bejuttatott baktériumsejtek koérfolyamathoz kapcsolhatod, un. PR fehérjék termelését

valtjak ki a novényekben.
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A hével elolt, az €élo szaprotrof vagy a koérokozd baktériumsejtek patogenitdsukban sériilt
mutansai a BR, az inkompatibilis kérokozok pedig a BR és a HR folyamatait parhuzamosan,
egymas mellett, inditjak el. Ezek a védekezési mechanizmusok azonban nem egy idépontban
lesznek hatékonyak, mitkoddképesek.

A paprikalevelek sejtkozotti terébdl izolalt vizben oldhatd fehérjék (IWF) extracellularis
elhelyezkedésiiek, tehat kozvetlen kapcsoltban alltak a BR-t ¢és, vagy a HR-t indukalo
baktériumsejtekkel. A novény védekezése soran az IWF Osszetétele, a benne oldott fehérjék
egymashoz viszonyitott aranya is megvaltozik. Uj fehérjék jelennek meg, egyes fehérjékbol
tobb, masokbol kevesebb termelddik (Lee és Hwang 1996). A sejtkozotti térbol izolalt IWF
természetesen mindségileg s mennyiségileg is kevesebb fehérjét tartalmaz, mint egy teljes
levélkivonat. Ezért az IWF PAGE elvélasztdsa — az intracellularis novényi fehérjéktol
elkiilonitve — lehetdvé tette a finomabb valtozasok kimutatasat a fehérjemintazatokban.

Célom az altalanos rezisztencia soran megjelend indukalt paprika fehérjék kimutatdsa, az
indukci6 specifikussdganak meghatarozasa volt. A BR mitkodésével d6sszhangban indukal6do
fehérjéket a késdbbiekben akkor alkalmazhatjuk a védekezést jelzé molekulaként (marker), ha
sebzésre, illetve kiilonféle abiotikus stressztényezOkre nem, vagy a BR miikddésével, mint
pozitiv kontrollal, sszevetve alacsonyabb szinten termelddnek.

A BR-markerek azonositasaval, lehetséges szerepének meghatarozasaval a védekezés modja,
molekularis részletei és miikodésének korlatai is megismerhetok. A fertézott levelekbdl nyert
IWF fehérjemintdzata megerdsitheti a feltevést, hogy adott koriilmények kozott a
paprikandvények és az opportunista P. syringae izolatumok kapcsolata inkompatibilis. A
novények fehérjeszintézisét altalanosan gatlé hésokk— és cikloheximid—kezelések mellett, a
tesztnovények szempontjabol alacsony homérséklet is a lehetséges altaldnos rezisztenciat
gatlo tényezdk kozott van. Ugyanakkor a paprika fejlettségi allapotdnak megfeleld optimalis
hémérsékletnél alacsonyabb hdmérséklet nem gatolta sem a szaprotrof, sem a két vizsgalt

opportunista patogén P. syringae izolatum intenziv szaporodasat a fert6zott levelekben.

4.5.1. Hédvel eldlt vagy €16 korokozo, illetve szaprotrof baktériumok altal indukalt

extracellularis fehérjemintazat—valtozasok (nativ koriilmények)

A paprikanovényeken a BR-t szaprotrof (P. fluorescens) vagy hdével eldlt korokozo (P.
syringae 61) baktérium—szuszpenziéval, a HR-t P. phaseolicola S21, P. tabaci, P. pisi
baktériumokkal indukaltam. Az opportunista korokozé a P. syringae 61 izolatum volt, a

kompatibilis kapcsolatot pedig X. vesicatoria 72 izolatummal modelleztem. A hovel elolt P.
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syringae 61 torzset 4x10° sejt/ml, az €16 kérokozokat 10° sejt/ml koncentracidban injektaltam.
Az alacsony siirtiségii (10° sejt/ml) baktérium—szuszpenzié hasznalatat az indokolta, hogy igy
a molekularis vizsgalatokkal parhuzamosan a baktériumok in planta szaporodasat is
kovethettem (10. B. és 11. B. abra). Novacky (1973) kimutatta, hogy az é16 P. pisi alacsony
(5%10° sejt/ml) koncentracioban gatolta a késébbi feliilfertézés (5x10° sejt/ml) altal okozott
HR kialakulédsat. Ezt a mddszert a sajat kisérleti modellhez igazitva azt tapasztaltam, hogy a
korabbi kisérleteimnél alacsonyabb, 10° sejt/ml koncentracioju P. fluorescens szaprotrof

baktérium szuszpenzidja, amely nem okoz szdvetnekrézist, az eldkezelés utdn 16 oraval

részlegesen, 24 6ra elmultaval teljesen meggatolta a P. pisi (5x10 sejt/ml) altal okozott HR-t.

crer

tanulmanyozasahoz.

14. Abra. A baktériumkezelés hatasa az egyes fehérjék mennyiségére a paprika
IWF-ben

Az IWF—mintakat 30 °C-on inkubalt novények leveleibdl a kezelés, illetve a fertdzés utan 48 oraval
izolaltam. A paprikaleveleket P. fluorescens baktérium 10° sejt/ml stiriségli szuszpenzidjaval
injekcidztam. Az elvalasztas utan a géleket eziist-nitrattal (A) festettem, a baktériumkezelés hatasara
er6s6do fehérjecsikokat nyilakkal jeldltem. A kitindz—aktivitasi fehérjék helyét a fluoreszkald gél
sOtét udvarai mutatjak (B). A kitinaz—aktivitasu fehérjék helyét mindkét gélen szdmokkal jeldltem (1-
3).
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A kezeletlen mintakhoz viszonyitva az €16 és hovel elolt baktériumok szuszpenzidjaval kezelt
paprikalevelekbdl nyert IWF mintdkban azonos valtozasokat tapasztaltunk. A 14. &bran
nyilakkal jeloltem azokat a csikokat, ahol a kezelés hatdsara a fehérje mennyisége emelkedett.
Ha a paprikandvényeket kompatibilis korokozoval (X. vesicatoria) injektaltuk, az elvalasztott
IWF-ben akkor is ugyanaz a hét sav fest6dott erésebben. A baktérium—szuszpenziok
kontrolljaként alkalmazott vizkezelés a baktériumok indukédlé hatasdhoz képest
elhanyagolhatonak bizonyult.

Az IWF nativ PAGE-elvéalasztasa utdn az eziist-nitrattal festett géleken tehat nem
azonositottam 1j, indukalt, specidlisan a BR miikodéséhez kapcsolhato fehérjét(ket). igy
figyelmem két, elektroforézist kovetden az aktivitdsuk alapjan gélben is kimutathato
enzimcsoport, a kitindzok és a peroxiddzok felé fordult. Tobb korabbi kutatatasi eredmény
alapjan Osszpontositottunk e két csoportra. Varga G.J. (Doktori értekezés 2006) és Ott et al.
(2006) kitinaz—aktivitdsu BR—markereket azonositott dohany IWF-bol. Lee és Hwang (1996)
¢s Hong et al. (2000) kézleményeiben foglalkozott az IWF-ben ¢és a teljes paprikaszovet nyers
kivonataiban kimutathatdo kompatibilis és inkompatibilis baktériumok, abiotikus stresszek ¢s
biologiailag aktiv molekuldk altal indukalt kitinazokkal. Masrészt Bozsé et al. (2002 és
2005a) P. fluorescens-t és mas nem patogén baktériumokat injekcidozott dohanylevélbe, majd
az injektalas utdn a dohanylevélben kimutatott indukalt peroxiddz izoenzimek és a tpoxN1 gén
tobbé—kevésbé ismert funkcidju korfolyamatokkal kapcsolatos peroxidaz géneket paprikédban

is azonositottak (Do et al. 2003).

4.5.1.1. A korokozg, illetve szaprotrof baktériumok altal indukalt eltéré mértéki

kitinazaktivitas nativ megjelenése poliakrilamid gélben

A 14. abran nyilakkal jeldlt hét csik koziil hdromban kitindz—aktivitast fehérjék is voltak. A 2.
sav megjelenése nem allithatd egyértelmlien parhuzamba a BR vagy a HR kialakuldséaval,
mert esetenként kompatibilis baktérium fertézése utdn is megjelent (nincs abrazolva).
Ezenfeliill alacsony hémérsékleten, ahol a fenti védekezéseket nem tudtam kimutatni, a 2.
sdvban erdsebb kitinbont6 aktivitast mutattam ki, mint 30 °C-on (15. A., B. dbra).

Az 1. és a 3. savot valamennyi IWF mintdban, a kezeletlen paprikalevelekbdl éppen ugy
kimutattuk, mint a baktérium—fertézések hatasara. De a kiilonboz0 ,,életstilust” baktériumok
kiilonb6zé mértékben novelték meg az 1. és 3. sav kitinaz—aktivitasat. A mesterséges fert0zést

kovetd 8-120 ora kozott 5 illetve 6 idOpontban hasonlitottuk Ossze az 1. és 3. savban a
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kitinazaktivitds mértékét (15 A., B. abra). A fotokon rogzitett 1. és 3. savokra vonatkozé
eredményeket denzitometrias méréssel is megerdsitettem (16. abra). A fert6zést kovetd 8—48
Oraban a P. syringae 61 valtotta ki a legnagyobb mértékii kitinazaktivitas—valtozast (15. B. és
16. abra). Sorrendben masodikként a P. fluorescens (15. A. és 16. abra), majd a kompatibilis
X. vesicatoria (16. abra) kovette. A kitinazok nyoman az aktivitasgéleken sotét foltok
keletkeztek. Ezek denzitometrias kimutatasa alapjan a P. syringae 61 és a P. fluorescens
fert6zés kitinazaktivitast noveld hatasa azonos mértéki volt. A fertézést koveto 72, illetve 120
oraban viszont a P. fluorescens hatasa megsziint, a kitinazaktivitas a kezelések utdn harom

nappal

A P syringae 61 B P fluorescens

o

o o0

P fluorescens P syringae 61

15. Abra. A kérokozé és szaprotréf baktériumok hatasa a paprika IWF-ben
termelodott kitinazok mennyiségére

A paprikaleveleket 10° sejt/ml siirliségii baktérium—szuszpenziokkal injekcioztam. Az IWF mintékat
30 (A, B) vagy 5 °C -on (C) inkubalt novények leveleibdl a kezelés, illetve a fertdzés utan tobb
id6épontban izolaltam. A kontroll IWF-et a fert6zést kovetd 3. nap vettem. A mintak elvalasztasa utan
meghataroztam a kitinaz—aktivitasu fehérjék helyzetét.
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16. Abra. A kérokozé és szaprotréf baktériumok hatisa a paprika IWF-ben termel6dott kitinazok mennyiségére

A kitinazaktivitas relativ er6sségét (szinmélység) a fluoreszkald gélben, denzitométer segitségével hataroztam meg. Az egyes gélek kozotti kiilonbség kimutatasara
minden gélre ugyanazt az erds pozitiv kontrollmintat (standard) vittem fel. Az abran feltiintetett értékek, azaz a relativ szinmélység (RS), a pozitiv standard (S) és a
kezeletlen kontrollhoz (K) viszonyitott értékek. Azaz RS =M /S—K /S, ahol az M a mért értékeket jelenti és a standard értékét onkényesen *1’°-nek tekintettem.



izolalt kontroll értéke ald esett. A X. vesicatoria, a 72 6ras minta kivételével, minden
mintavételi idépontban a vizkezeléshez viszonyitva magasabb, de a BR (P. fluorescens) vagy
a HR (P. syringae 61) hatasanal alacsonyabb kitinazaktivitas—emelkedést okozott (16. abra).

Ezen eredmények alapjan lehetséges, hogy a vizsgalt kitindzok csoportjdban van(nak) olyan
enzimek, melyek a BR folyamataval kapcsolatba hozhatok, de kompatibilis kapcsolatban

nem, vagy gyengén termelddnek.

4.5.1.2. A korokozd, illetve szaprotrof baktériumok altal indukalt uj peroxidaz—

izoenzimek nativ megjelenése poliakrilamid gélben

A peroxiddz-enzimek aktivitasanak valtozasa, esetleg 1j izoenzimek megjelenése a fehérjék
elektroforézise utdn a gélben kimutathatd. A szelektiv festéshez diamino-benzidint (DAB)
hasznaltam, amely a gélben 1évé elvalasztott peroxidazok és a hozzaadott H,O, jelenlétében
barna polimert képez (Nadolny és Sequeira 1980).

A paprika—IWF-ben maximum 8-10, egyrészt konstitutiv, masrészt baktériumok altal indukalt
peroxiddz—aktivitasu izoenzimsavot lehetett kimutatni (17. abra).

A P. fluorescens szuszpenzioval aktivalt BR miikodése harom 10j peroxidaz—izoenzim
megjelenésével parosult. Az 0 peroxidazok relativ vandorlasi tavolsaga alacsony, a 10-20 %
tlintek fel, aktivitasuk 5 nap elteltével csokkent (dbra nem mutatja). Az 0j izoenzimek akkor is
megjelentek, ha novényeket P. syringae 61 vagy P. tabaci szuszpenzioval fertéztik. A
kompatibilis korokozod (X. vesicatoria) fertézése utan 16 oraval gyengén mutathatok ki,
viszont a 24 6ras IWF—mintdbol mar teljesen eltiintek (17. abra).

Egy negyedik peroxiddz—izoenzim azzal a tulajdonsagaval hivta fel magara a figyelmet, hogy
a korokoz6 baktériumok hatasara represszalodott, azaz sem kompatibilis, sem inkompatibilis
kolesonhatés sordn nem lehetett kimutatni. Hasonl6 koriilmények kozott gatlodd izoenzimet
Bozsé (2000) is megfigyelt korokozé baktériummal fert6zott dohanybol izolalt IWF-ben.

Uj peroxidaz izoenzimek termelédése vagy fokozott miikodése eredményezheti a H,O,—szint
csokkenését és emelkedését is a sejtkozotti jaratokban. Eppen ezért egy izoenzimgatlasnak is

kettds hatdsa lehet (Bolwell és Wojatszek 1997).
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4.5.1.3. Az alacsony hémérséklet hatasa az IWF nativ PAGE—elvalasztasa utan

kimutatott izoenzimmintazat megvaltozasara

A nbdvények hirtelen, a kordbbi nevelési koriilményekhez képest alacsony (5 °C)
hémérsékletre helyezése gatolta a BR és a HR kialakulasat. Ez a gatlas jol kifejez0dott az
izolalt IWF-mintdzatokban is. Az alacsony hdomérsékleten tartott novényekben a
kitinazaktivitas novekedése, valamint az 0j peroxiddz—izoenzimek megjelenése csak napokkal
késdbbre tehetd, vagy meg sem tortént (15. C. dbra, 17. B. dbra).

A kitinazaktivitas az 1. és 3. savokban mind a P. fluorescens, mind a P. syringae 61
injektaldsa utan 5 nappal érte el azt a szintet, amelyet 30 “C-on mar 8 d6ra utan kimutattunk
(15. abra). Az 5 "C-on inkubdlt ndvényekben a harom peroxidaz izoenzim koziil ketté (BR—
markerek) a P. fluorescens ¢s a P. syringae 61 fert6zés utan két nappal gyengén megjelent,
harom nap elteltével pedig még intenzivebben festédtek meg. A harmadik BR—markerként
azonositott izoenzim alacsony hémérsékleten csupan elmosodottan latszott. A képet tovabb
arnyalta, hogy legerdsebben a kezeletlen kontrollban festddott meg, tehat termelését

Oonmagaban az 5 “C-os hdmérséklet is aktivalta. (17. abra).

4.5.2. Baktériumos kezeléseket koveté extracellularis valtozasok (denaturalé PAGE)

Az IWF-ben oldott fehérjéket denaturalt allapotban is elvalasztottam. A fehérjék ilyen tipust
elvalasztasa alkalmas a nativ koriilmények kozott vizsgalt, a paprika védekezé—rendszeréhez
kapcsolhatd kitindz— és peroxiddz—izoenzimek méretének meghatirozdsara. Masrészt a
hozzaadott SDS negativ tltésiivé teszi a mintdk fehérjéit, igy nem csak savas, hanem bazikus
molekulak is bejutnak a gél szerkezetébe, majd elvalasztodnak. igy nagyobb esélyt lattam

arra, hogy specifikus BR—markereket azonositsak.

4.5.2.1. Hédvel elolt vagy €16 korokozo, illetve szaprotrof baktériumok hatasara

kialakult fehérjemintazat—valtozas

Eppen gy, mint a nativ PAGE-t megelézéen, a BR-t szaprotréf (P. fluorescens) vagy hével
elolt korokozo (P. syringae 61) baktérium—szuszpenzidjaval, a HR-t, P. tabaci vagy P. pisi

baktériumokkal indukaltam a paprikalevelekben. Az opportunista korokozo a P. syringae 61
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viz P fluorescens R syringae 61

17. Abra. A kérokozo és szaprotréf baktériumok altal indukalt iij peroxidaz
izoenzimek a paprika IWF-ben

A nyilak a markerek helyét jelolik, a fels6 egy csikot, az also kett6t. Az IWF-mintakat 30 (A) vagy 5
°C—on (B) inkubalt ndvények leveleibdl a kezelés, illetve a fert6zés utan 16 és/vagy 24 oraval (A),
illetve 1-3 nappal (B) izolaltam. A X. vesicatoria szuszpenzidval injekciozott ndvényekbdl a 16 6ras
IWF mintat is szerepeltettem (A). A peroxidaz—izoenzimeket az elektroforézis utan DAB és H,O;
hozzéadasaval hivtam eld. Az A. abra két palyajan a P. syringae 61 kezelés azonos IWF minta,
melyet diamino-benzidinnel (DAB) (bal) vagy eziisttel (jobb) festettem. A kontroll-mintdkat a
fertdzést koveté 3. nap izolaltam (A, B). A paprikaleveleket 10° sejt/ml siiriségli baktérium—
szuszpenzidval injekcioztam.

izolatum volt, a kompatibilis kapcsolatot pedig a X. vesicatoria 72 izolatummal modelleztem.

A hével eldlt P. syringae 61 torzset 4x10° sejt/ml koncentracioban injektaltam, az é16

crer
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alkalmazésatol erdsebb, ezaltal kdnnyebben kimutathatdé ndvényi valaszt vartam, mivel
Hevesi (1981) és Ott (2002) kimutatta, hogy a BR kialakulasa, vagyis a HR—gatlas erdssége
és gyorsasdga ¢éppugy fiigg az aktivald, mint a detektald baktérium—szuszpenzid
toménységétol.

A kezeletlen mintakhoz viszonyitva az €16 és a hovel elolt baktériumok szuszpenzidjaval
aktivalt BR soran egy 30 kDa nagysagu indukalt fehérjét azonositottam (18. abra). A
kisérletek soran alkalmazott az €16, inkompatibilis korokozok (P. tabaci vagy P. pisi),
tovabba az opportunista kérokozé is indukélta a 30 kDa fehérje termelését. A kezeletlen
novénybdl izolalt IWF-ben ez a molekula nem mutathaté ki, a kompatibilis X. vesicatoria a
vizkezeléshez hasonldan gyengén aktivalta ezt a fehérjét. A 30 kDa nagysagu fehérje
megjelenése az IWF-mintdban megfeleléen 6sszhangban volt a BR miikddésével, tehat a

védekezeés jelz6 molekuldja, markere.

18. Abra. A baktériumok altal indukalt fehérje-mintazatvaltozis a paprika IWF-ben

Az IWF—-mintékat 30 °C-on inkubalt novények leveleibdl a kezelés, illetve a fertdzés utan 24 oraval
izolaltam. A paprikaleveleket az é16 baktériumok 10° sejt/ml, vagy a hovel elolt P. syringae 61 4x10°
sejt/ml stirliségli szuszpenzidjaval injekcidoztam. Az elvalasztas utan a géleket eziist-nitrattal festettem.
A nyilak a markerfehérjék helyét jelolik.
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4.5.2.2. A kérokozd, illetve szaprotrof baktériumok altal indukalt kitinaz— és

peroxidaz—izoenzimek denaturald elvalasztast kovetd megjelenése

A paprikalevelekbdl nyert IWF nativ PAGE-mintazataban kitinaz— és peroxiddz—enzimeket
mutattam ki (4.5.1.2. fejezet). A BR kialakuldsakor 1j peroxiddz—izoenzimek képzddtek, a
kitindzok aktivitdsa pedig ugrasszeriien megndtt. Denaturalé PAGE utan a kitinaz— (Kim és
Hwang 1994) ¢és a peroxiddz—enzimek aktivitdsa (Zacheo et al. 1995) is kimutathato. A két
fent emlitett kozleménytdl eltéréen, mivel ezekkel a modszerekkel nem kaptam festddést, az
enzimaktivitasok kimutatasdhoz kénytelen voltam a redukal6 szereket (mekapto-etanol vagy
DTT) a mintapufferbdl elhagyni.

Az IWF-mintak SDS-PAGE—elvalasztasa soran egy kitinaz-aktivitast fehérjesavot talaltam
(19. A. abra), amelynek kifejezddése megfelelt a specifikus BR-markerekkel szemben
tamasztott elsddleges kdvetelményeknek (1d. a 18. dbran nyillal jelolt 30 kDa méretli, eziist—
festéssel kimutatott fehérje). A kitindz—marker mérete kb. 22-26 kDa kozé tehetd. Ennél

pontosabb megallapitas a redukalo szer elhagyasa miatt nem lehetséges.

DAB DAB ezist  ezust

19. Abra. Kitinaz— és peroxidaz—enzimek, mint BR-markerek megjelenése SDS
tartalmu géleken

Az IWF—mintékat 30 °C-on inkubalt novények leveleibdl a kezelés, illetve a fert6zés utan 24 oraval
izolaltam. A paprikaleveleket az ¢16 baktériumok 10 sejt/ml, vagy a hével elslt P. syringae 61 4x10°
sejt/ml slirliségli szuszpenzidjaval injekcidztam. Az elvalasztas utan a glikol-kitin tartalmu géleket
fluoreszcens festékkel (A), a peroxidaz—aktivitas megallapitasara pedig DAB-el festettem (B). A (B)
abra kozépso géljén a mintakat az els6 DAB festés utan, eziisttel is megfestettem. A nyilak a kitinaz—
(A) vagy a peroxidaz—markerek (B) helyét jelolik.

75



A peroxidaz—aktivitast alig tudtam kimutatni az SDS-PAGE-t kdvetden (19. B. abra). De igy
1S azonositottam egy izoenzimet, amely azonos mintdk parhuzamos elvalasztasa, tovabba
tomegspektrometriai eredmények alapjan az eziist—festéssel kimutatott 30 kDa nagysagu

fehérjével azonos.

4.5.2.3. Az indukalt Kkitinaz— és peroxidaz-izoenzimek, BR—markerek

tomegspektrometriai elemzése

Az indukal6édd6 BR—markerek tomegspektrometriai elemzését egyiittmiikodd partnereink, a
Szegedi Biologiai Kozpont Tomegspektrometriai Laboratoriumanak munkatarsai végezték el.
A 30 kDa nagysagl peroxidaz izoenzim LC-MS/MS analizise utan kapott peptidtomegek és
szekvenciak alapjan a TIGR paprikagén—adatbazis TC3709 jelii génjérdl irhatdé fehérje
szekvenciara hasonlitott a legjobban (41 %-os értékkel). A TC3709 az NCBI szekvencia—
adatbazis két paprika—peroxiddz—génjével is azonos. A rovidebb lancu, kevesebb aminosavat
tartalmaz6, igy alacsonyabb tomegii fehérje (AF442386.1) szekvencidja néhdny aminosav—
eltéréssel szinte teljesen railleszthetd a masik, nagyobb méretiire (AJ810540.1) (14. tablazat).
Do et al. (2003) munkaja szerint az AF442386.1 és AJ810540.1 peroxidazok eltérd
expresszids mintazattal kompatibilis és inkompatibilis korokozok, X. vesicatoria baktérium és
Phytophtora capsici gomba fert6zése kovetkeztében is indukalodnak. Abiotikus tényezok
koziil a szalicilsav és a hidrogén-peroxid gyenge induktiv hatasat mutattak ki (15. tablazat).

A kitinaz BR—marker analizise soran a 14. tablazatban feltlintetett kodszamu hipotetikus
paprikafehérjék szekvenciaira illeszthetd peptideket azonositottunk. Ezek a fehérjék mas
novényekbdl azonositott PR-3, Class IV. sz6l6— és Class II. paprikakitinaz, tovabba egy
extracellularis paradicsomkitinaz prekurzora is hasonlitottak (14. tdblazat). Ezek koziil a
paprikakitindzt indukéalé abiotikus (etilén) ¢és biotikus tényezOk (inkompatibilis ¢és
kompatibilis X. vesicatoria és Phytophtora capsici) egy része ismert (15. tablazat). Az analizis
soran talalt kitindzokra jellemzd peptidek egy része az er6sen konzervativnak tartott kitindz
szekvenciakra illeszkedtek. Igy egyes a paprikabol szarmazé peptidek az altalanos
rezisztencia dohdnyban azonositott kitindz—markerében is megtalalhatok, az illeszkedés
mértéke 15 % volt, azaz a minddssze 61 aminosavbol allé szekvencia részlet 15 %-at

érintette.
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14. Tablazat. A BR—markerekhez illeszthet6 TIGR—-adatbazisbdl szarmazo 1étezo
vagy hipotetikus extracellularis paprikafehérjék.

sajat kod| méret enzim- | aminosav— | hipotetikus hasonld, mar hasonlé | Irodalom
(kDa) | aktivitas | azonossag fehérje® azonositott fehérje | fehérje
% (TIGR) (NCBI/Swiss-Prot) | forrasa
41 TC3709 AF442386.1 (teljes) | paprika | Do et al.
CaPOX 32 peroxidaz (2003)
EC 36 AF442386.1 (teljes) | paprika | Do et al.
1.11.1.7. (2003)
39 AJ810540.1 (teljes) | paprika | Do et al.
(2003)
48 TC3666 Q7XB39 (64 %-os sz016
CaCHI 22-24 kitinaz részlet)
EC 48 TC3667 Q43151 (61 %-o0s bodza
3.2.1.14. részlet)
22 TC4206 082552 (81 %-o0s paprika |Hong et al.
részlet) (2000)
16 TC3587 715139.1/Q05540 |paradicsom| Danash et
(79 %-os részlet) al. (1993)

“hipotetikus fehérje: adott DNS—adatbéazisban in silico azonositott nyitott leolvasasi keretbdl szarmazo
fehérje, melynek 1étezése biologiai rendszerben még nem bizonyitott

15. Tablazat. A TIGR-adatbazisbdl szarmazo hipotetikus fehérjék és a 1étezésiiket
tamogato irodalmi adatok osszevetése.

SZAMITOTT IRODALOM
sajat kod | hipotetikus | méret | pl méret pl aktivalo aktivalo aktivalo
fehérje (kDa) (kDa) baktériumok gombak abiotikus
(TIGR) tényezok
CaPOX | TC3709 | 36,129 | 7,54 | 36,07 88 |Xc Pc, Cg SA, H,0,
Do et al.
(2003)
TC3666 | 15,072 | 4,65 - - - - -
CaCHIs | TC3667 | 15,095 4.8 - - - - -
TC4206 | 23,106 | 6,1 | 25,161 9,39 |Xc Pc E
Hong et al.
(2000)
TC3587 |26,439 | 4,7 27 43 - Cf -
Danash et
al. (1993)

Xc: Xanthomonas vesicatoria
Pc: Phytophtora capsici

Cg: Colletotrichum gloeosporoides
Cf: Cladosporium fulvum
SA: szalicilsav

E: etilén
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4.5.2.4. Azindukalt Kitinaz— és peroxidaz-izoenzimek megjelenése az inkubacios ido

fiiggvényében

A paprika—IWF-ben talalhaté peroxiddz—izoenzimek aktivitdsukat a denaturdlds utan
kismértékben nyerték vissza, ezért kimutatdsuk nehézkes volt. Ezért a 30 kDa méreti
peroxiddz—marker tesztelését a tovabbiakban eziist—festéssel és nem az enzimaktivitdsanak
vizsgélataval folytattam.

A CaPOX a P. fluorescens injektalasa utan 8 6raval kimutathatd volt a kezelt névényekbdl
szarmazo IWF-ben (20. A. abra). S6t, ezt a fehérjét még a BR-t kivalto kezelés utan 6t nappal
is megtalaltam.

Bar a BR-t indukal6 kezelés utan 8 oraval kapott nativ PAGE—mintazat erés aktivitasa alapjan
elvartam volna, az azonos idOpontban vett mintdban a CaCHI nem jelent meg. Ebben az
esetben sajnos az aktivitds mértéke, vagy a termelddott fehérje mennyisége a kimutathatdsag
hatéra alatt maradt. A CaCHI legkorabban az indukalo kezelést kovetd 16. éraban mutathato
ki a paprika—IWF-ben. A SDS—gélben megnyilvanuld kitindzaktivitds mértékében a fertdzést
kovetd harom iddpontban — 16, 48 6ra — mennyiségi kiilonbséget nem mutattam ki (20. B.

abra).

4.5.2.5. Ozmotikus—, oxidativ—stressztényezok és bioldgiailag aktiv molekuldk hatasa

a kitinaz—markerek aktvitasara és a peroxidaz—markerek megjelenésére

Egy védekezési reakcid jelzomolekulai csak akkor tekinthet6k igazan megbizhatonak, ha
kizarolag az adott védelmi rendszerrel hozhatok kapcsolatba, azaz vagy a védekezés
kovetkezményei, vagy a rendszer kialakitdsaban vesznek részt. Ezért szamos oxidativ— vagy
ozmotikus— stresszt okozd, valamint bioldgiailag aktiv anyagok oldatat injektaltuk a
paprikalevelekbe. A kezelések utan 16 és 48 ora elteltével elkészitettem az IWF—kivonatokat.
Elvalasztasuk utan értékeltem BR—markereink megbizhatdsagat. Aktivacionak csak az olyan
kezelést mindsitettem, ahol a fehérjék a vizkezelésnél erésebben jelentek meg.

A CaPOX-ot — 16 oraval a kezelések utan — kizarolag a paraquatkezelés aktivalta. A tobbi,
mas tipusu stresszaktivator—kezelés, hatastalan volt. Késobb, 48 o6ra elmultaval a CaPOX mar
tobb, a mannitol—, a natrium-klorid—, a paraquat— és a hidrogén-peroxid—kezelések hatasara is
gyengén megjelent (21. A. dbra).

A CaCHI-marker megbizhatdsagat glikol-kitin tartalmt gélen teszteltiik. A kitinazfehérjére a

CaPOX-al ellentétben a ndvényi hormonoknak gyenge aktivald hatasuk volt. A kezelést
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kovetd 16 és 48 oraban a szalicilsavnak, valamint az etilén—prekurzor, ACC—molekulanak
gyenge kitindzaktivitds ndveld hatasa volt (22. B. abra). Az alkalmazott stresszaktivatorok és
biologiailag aktiv anyagok a CaCHI kitinaz— és a CaPOX peroxiddz—aktivitasat gerjesztd
hatésa a pozitiv kontroll, a P. fluorescens kezelés hatasanal gyengébbnek bizonyult.

fluorescens

P
O
9\6\‘7{5“6
%O‘Qw@

20. Abra. Kitinaz— és peroxidaz—izoenzimek, mint BR—markerek megjelenése az
inkubacios id6 fiiggvényében.
Az IWF-mintakat 30 "C-on inkubalt novények leveleibdl a kezelés, illetve a fertdzés utan 848 ora
koz6tt, tobb idépontban izolaltam. A paprikaleveleket P. fluorescens baktérium 10° sejt/ml siirtiségii
szuszpenzidjaval injekcioztam. Az elvalasztas utan a peroxidaz—markert eziist-nitrattal (A), a glikol-

kitin tartalmt géleket fluorescens festékkel (B) festettem. A nyilak a CaPOX— (A) illetve, a CaCHI-
(B) markerek helyét jelolik.
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16 ora o
48 ora
1 viz
S 2 kontroll
- 3 P fluorescens 10° sejt/ml
. e 4  natrium-klorid 300 mM
5 mannitol 100 mM
B ] 2 3 4 5 6 7 8 9 ] O 6 paraquat 40 mikroM
7 hidrogén-peroxid 300 mM
8 szalicilsav 5mM

9 jazmonsav 100 mikroM
10 ACC 1 mM

21. Abra. Kitinaz— és peroxidiaz—enzimek, mint BR-markerek oxidativ—, ozmotikus—
stresszek és bioldgiailag aktiv molekulaktol fiiggetlen indukcidja

Az IWF-mintéakat 30 °C-on inkubalt ndvények leveleibdl a kezelést, illetve a fertdzést koveto 16 és 48
6ra mulva izolaltam. A paprikaleveleket az ¢16 baktériumok 10® sejt/ml, vagy a hével eldlt P. syringae
61 4x10° sejt/ml siirtiségli szuszpenzidjaval injektaltam. Az elvalasztis utan a peroxiddz-markert
eziist-nitrattal (A), a glikol-kitin tartalmt géleket fluoreszcens festékkel (B) festettem. A nyilak a
CaPOX- (A) és a CaCHI- (B) markerek helyét jeldlik.

4.5.2.6. A kornyezeti tényezok hatasa a kitinaiz—markerek aktvitasara és a peroxidaz—

markerek megjelenésére

4.5.2.6.1. A fény hatasa

A dohanyban kimutatott BR fényigénye alapjan két szakaszra oszthatdé. A korai szakasz
(EBR) kialakulasa, HR—gatlo hatasa fliggetlen a fénytdl. A késéi szakasz (LBR) sotétben
tartott novényekben nem alakul ki, a HR—gatlas sem jon létre (Burgyéan ¢és Klement 1979).

A BR-t kivalto kezelés elott két nappal s6tét novényneveld kamraba helyezett
paprikandvényekben az indukcié ellenére kizarolag az éltalanos védekezés korai formdja
(EBR) alakult ki, a kés6i format (LBR) az indukciot kovetd 48 és 72 6raban a HR—gatlassal

nem lehetett kimutatni. Ezzel parhuzamosan a fert6zés utan 16 oraval izolalt paprika—IWF-
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ben a CaPOX- ¢és a CaCHI- markerek a megvilagitottsdg mindségétdl fiiggetleniil
megjelentek. Az eltérd fényviszonyok hatdsat mindkét BR-marker megjelenésén
Osszehasonlitottuk a fertézést kovetd 48 és 72 oraban is (22. abra). A hével elolt P. syringae
61 baktérium szuszpenzidjaval injektalt novények egy részét a kisérlet teljes ideje alatt
megvilagitottam, mas részét pedig sotét novényneveld kamraba helyeztem. A kisérletben
mind a CaPOX, mind a kitinaz—marker kifejezddése fénytiiggd volt (22. A. és B. abra). A
sOtétben tartott novényekbdl a BR kezelés utdn 72 oraval izolalt IWF kb. ugyanannyi
CaPOX-—markert tartalmazott, mint a vizkezelés utan, de nagysagrendekkel kevesebbet, mint a
folyamatosan megvilagitott novényekbdl szarmazok. A CaCHI kitinazt pedig a sotétben
tartott paprika ndvényekben nem lehetett indukalni.

A fényen vagy soOtétben tartott dohanyndvényekben kimutatott BR-t jelzd kitindzok
kifejez6dése is a paprikamarkerekhez hasonldan viselkedett. (Ott et al. 2006). A

fényviszonyok tehat rendkiviil fontos tényezok az altalanos rezisztencia miikodésében.

4.5.2.6.2. Az alacsony homérséklet hatasa

A novények, alacsony hdmérsékletre (5 °C) helyezése gatolta a BR és a HR kialakulasat. Az
ilyen koriilmények kozott tartott ndvényekben mindkét BR-marker kifejezddését teszteltem.
A P. fluorescens-szuszpenzidval kezelt novények IWF-mintdzata is igazolta a tiineti
vizsgalatok eredményeit. Alacsony homérsékleten az indukcié ellenére a HR-gatlds nem
alakult ki. A markerek a kisérlet 5 napos id6tartama alatt nem halmozodtak fel kimutathatd
mennyiségben a paprika-IWF-ben (23. dbra).

Nemcsak a szaprotrof, hanem az opportunista patogén P. syringae 61 baktérium
szuszpenziojaval is injektaltuk a paprikaleveleket. De a 30 °C-on parhuzamosan inkubalt
novényekrdl szarmazd mintaban kimutathato CaPOX (23. A. ébra) és CaCHI fehérjek
megjelenése itt is elmaradt (23 B. és C. dbra).

Ezek az eredmények megerdsitik a nativ PAGE alapjan alkotott képet. A BR és a HR hianya
olyan rést nyit a ndvények védekezési rendszerében, melyet a hidegtiird baktériumok

kihasznalnak, ¢s megtelepedhetnek a szovetekben.
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22. Abra. Kitinaz— és peroxidiaz—enzimek, mint BR—markerek fényfiiggé
megjelenése

Az IWF-mintékat 30 “C-on inkubalt névények leveleibdl a kezelést, illetve a fertdzést kdvetd 72 (A),
illetve 48 és 72 o6ra mulva (B) izolaltam. A paprikaleveleket a hdvel elolt P. syringae 61 baktérium
4x10° sejt/ml siirtiségli szuszpenzidjaval injektaltam. Az elvalasztds utin a peroxidiz—markert eziist-
nitrattal, a glikol-kitin tartalmu géleket fluoreszcens festékkel (B) festettem. A nyilak a CaPOX- (A)
¢és a CaCHI- (B) markerek helyét jelolik.
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23. Abra Kitinaz— és peroxidaz—enzimek, mint BR—markerek hémérsékletfiiggé

megjelenése

Az IWF-mintékat 5 °C-on inkubalt ndvények leveleibdl a kezelést, illetve a fertdzést kdvetd 1-5 nap
elteltével izolaltam. A paprikaleveleket az é16 baktériumok 10° sejt/ml, vagy a hével elolt P. syringae
61 4x10° sejt/ml siirtiségii (pozitiv kontroll, 30 °C) szuszpenzidjaval injektéltam. Az elvalasztas utan a
peroxidaz—markert eziist-nitrattal, a glikol-kitin tartalmt géleket fluoreszcens festékkel (B, C)
festettem. A nyilak a CaPOX— (A) és a CaCHI- (B, C) markerek helyét jelolik.
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24. Abra. BR—-markerek megjelenése az IWF kétdimenziés elvalasztasat kovetden

Az IWF-mintakat 30 °C-on inkubalt ndvények leveleibdl a kezelés, illetve a fertdzés utan 24 oraval
izolaltam, vakuum-centrifugaval tizszeresére tdményitettem. A kontrollok kezeletlen (A) és vizzel
injektalt (B) novényekbél szarmaznak. A paprikaleveleket hével elolt P. syringae 61 4x10° sejt/ml
(C), vagy é16 baktériumok (P. fluorescens, D; X. vesicatoria, E) 10® sejt/ml siirliségii szuszpenziojaval
injekcioztam. Az elvalasztas utan a géleket eziisttel festettem. Az (F) dbra a (D) egydimenzios képe.

4.5.2.7. A meglévo és tovabbi lehetséges BR—markerek azonositasa kétdimenzios

elektroforézissel

Az IWF-ben oldott fehérjék egydimenzids, méret szerinti elvalasztasa két, a BR kimutatasara
alkalmas enzim meghatarozasahoz juttatott kozelebb. A CaPOX mar ismert szerepldje volt a
korokozo €s paprika kolcsonhatasanak. De az 0j, paprikabol eddig nem ismert kitinaz-
izoenzim azonositasdhoz még tobb informaciora volt sziikség. Tobblet informaciot a kérdéses
kitindz-aktivitasu fehérje izoelektromos pontjanak meghatarozasatol vartam.

A baktérium kozvetlen kornyezetét kialakitd extracellularis tér egydimenzios fehérjeképében

tobb olyan régid is eldfordult, ahol a kozel azonos méretli fehérjék mennyisége
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megnovekedett (24. F. abra). Akar 1j fehérjék is képzddhettek, de ennek pontos feltarasara az
egydimenzios rendszer nem felelt meg. Az IWF kétdimenzids elektroforézise, azaz eldszor az
izoelektromos pont, majd azt kdvetden a molekuldk mérete szerinti elvalasztas lehetdvé tette
az azonos méretl, de eltérd izoelektromos ponta fehérjék elkiilonitését.

A kezeletlen novénybdl izolalt vizoldhato, extracellularis fehérjék kétdimenzids mintazata
mar minden Osszehasonlitas nélkiil, dnmagédban is rendkiviil érdekes. Az eziist-festéssel
lathatdva tett fehérjék tilnyomd tobbsége kis méretii (30 kDa alatt), és alacsony pH-ju, éppen
ugy, mint maga az apoplaszt. Az oOtféle kezelés eredményeként a BR kialakulasaval
Osszhangba hozhato indukalodo fehérjéket keresve, 11 teriiletet jeldltem meg a géleken (24.
abra, 16. tablazat). Az egyes régiok egy vagy tobb fehérje megjelenését is jelolhetik. Igy
Osszességében 21 indukalodo fehérjét jelold folt megjelenését kovettem figyelemmel. Gélbeni
elhelyezkedésiik alapjan a fehérjék tomege és izoelektromos pontja is becsiilhetd (25. abra).
Specifikus BR-markereket 0sszesen 6 régioban talaltam, fele-fele ardnyban savas és bazikus
tulajdonsaguakat. Az 1. régid fehérjéi azonos izolektromos pontl, kozel azonos, kb. 48-53
kDa méretli molekuldk. A 2-5. régiok 27-36 kDa nagysagu savas fehérjéket jeloltek. A 6., 7.
¢s a 8. régioban kb. 32-37 kDa nagysagi bazikus fehérjék helyezkedtek el. Becsiilt
paramétereik alapjan valamelyikiik a korabban meghatarozott CaPOX-marker. A 9., 10. és

11. régid egy-egy fehérjét jelolt 15-26 kDa tartoméanyban. Koziiliik a 11. mérete (26 kDa) és

16. Tablazat. A BR kétdimenzios—elektroforézissel azonosithatéo markerei

Régiok| MK | kontroll | viz | he.Pss | aispr | s xy |BEMDeni helyzetébol becsilt
(db) méret (kDa) pl
1 o - - T T i 48-53 5.5
2 1 - 4 +++ + - 36 6,25
3 1 - 4 +++ + - 36 5,45
4 2 - 4 ++ + +* 32-34 4,5
5 2 - + + ++ - 27-30 5,9

7,25

++

++

15

5,25

-: nem lathato folt a gélen, + — +++: az aktivacid novekvd fokat a keresztek novekvo szaméaval

jeloltem

85




izoelektromos pontja (pl 5) megfelelt az egydimenzids elektroforézissel kimutatott CaCHI

fehérje adatainak (16. tablazat).

86



4.6. A dolgozatban szerepld ij tudomanyos eredmények

A kovetkezo pontokban foglalom 6ssze a téma fontosabb, 1j tudomanyos eredményeit:

Pontositottam a hével elolt baktériumokkal indukalt BR kialakulasi idejének
meghatarozasat, azaz az altalanos rezisztencia kialakulasi ideje az elékezelés és a
feliilfertozés kozott eltelt ido és a kimutatasara szolgalé baktérium HR-indukcios
idejének az osszege. Igy bizonyitottam, hogy a BR kialakuldsanak sebességét kizarolag a

vizsgalt ndvény bioldgiai jellemzdi befolyasoljak és nem fiigg az indukalo baktériumfajtol.

A hémérsékletcsokkenés  hatiasara  karosodott a  dohanynévények  aktiv
védekezoképessége. A BR-kialakulas a hdmérséklet csokkenésével parhuzamosan egyre tobb
1d6t igényelt. Alacsony homérsékleten a hiperszenzitiv reakcié (HR) indukcids és latens
fazisa is bizonyitottan hosszabb lett. Az 5 °C-on inkubalt dohdnyndvények a fertézést kovetd
72 oraban az aktiv védekezes eszkozei nélkiil allnak a baktériumok kolonizacids torekvéseivel
szemben. Ezt megerdsitette, hogy a tpoxN1 peroxidaz és az EBR-43 ortometil-transzferaz BR
markergének kifejez6dése 5 “C-on gyenge. Ugyanakkor az a tény is alatdmasztja, hogy 5 °C-

on a BR baktérium—szaporodast gatld hatdsat sem lehetett kimutatni.

A BR lassabban alakult ki paprikdban, mint a dohany-tesztnévényekben, de a
homérséklet és a fény hatasa az altalanos rezisztenciara mindkét tesztnovényben hasonlo

volt.

Az indukalé szaprotrof baktérium hatiasira megjelend vagy er6s6dé BR-t jelzo
fehérjéket mutattam ki az injektalt levelek sejtkozotti jarataibol. Az izolalt CaPOX és
CaCHI markerfehérjék peroxidaz- illetve, Kkitinazaktivitist mutattak. A markerek
specificitasat igazolta, hogy abiotikus stresszekre nem termelddtek, fényérzékennyé pedig
csak a védekezés késoi szakaszaban valtak. Az alacsony homérséklet a paprika aktiv

védekezési rendszerét szintén késleltette.
Alacsony hémérsékleten (5 °C) a hidegtliird szaprotréf és az opportunista koérokozéd

baktériumok sejtszama hat nap alatt a kiindulasi koncentracid szdzszorosara—ezerszeresére

emelkedett. A késedelmes BR és HR, tovabba a szaprotrof és az opportunista korokozok
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szaporoddsa nem csupan parhuzamos események, hanem az aktiv védekezési rendszer

hianya tette védtelenné a novényeket a hidegtiiré korokozo szaporodasaval szemben.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Jelen értekezés kettds céllal irodott, keretein beliil egyrészt minél részletesebben kivantam
targyalni az alacsony hdmérséklet hatasat a ndvények és a baktériumok kdlcsonhatdsara, ezen
beliil pedig a BR ¢és a HR miikddésére. Masrészt a BR kialakuldsat specifikusan jelzd
paprikafehérjéket kerestem. Az azonositott markereket pedig segitségiil hivtam annak a
kérdésnek a megvalaszolasdhoz, miért képesek a magas homérsékleten tartott
paprikanovények ellenallni az opportunista patogén P. syringae pv. syringae tamadasanak, és
miért valik ugyanez a baktérium sikeres kdrokozéva alacsony hémérsékleten?

1. A hémérséklet csokkenése in vitro és in planta is jelentésen, mégpedig ellentétes iranyba
modositotta a szaprotrof €s az opportunista baktériumok szaporodasat. A King B tapoldatban
tapasztalt csokkend szaporodassal szemben a 30 “C-on inkubalt paprikandvényekhez képest a
homérséklet csokkenéssel parhuzamosan, egyre magasabb volt a tenyészthetd P. fluorescens,
P. syringae 2214 ¢és 61 izolatumok sejtszama a mesterségesen fert6zott levelekben. Ez a
természetben el6forduld jelenség akkor kiilondsen érdekes, ha Gsszevetjiik a P. phaseolicola
S21-nek ,,megfeleld” bab gazdandvény fertdzésekor kapott ellentétes tendencidju adatokkal.
Vagyis a magas hémérsékleten inkubalt babnovények P. phaseolicola S21 izolatummal
fertdzott leveleiben mas klasszikus ndvénykorokozo baktériumokkal megegyezden intenziv
baktériumszaporodast tapasztaltam. Azokban a bablevél mintdkban, amelyek alacsony
hémérsékleten inkubalt novényekrdl szarmaztak, a korokozod baktérium szaporodasa a
szaprotrof baktérium sejtszamanak szintjére siillyedt vissza. Az opportunista korokozo vagy a
szaprotrof baktérium 5 °C-on mért gyors in planta szaporodasa laboratoriumi koriilmények
kozott is reprodukalhatd. Hevesi (1986) elsdként irta le, hogy a kornyezeti hdmérséklet erds
ingadozasakor bekovetkez6 lehiilések utan a P. syringae pv. syringae zsirfoltossagot okoz a
fliszerpaprika levelén. Ez a jelenség két oldalrél is megkdzelithetd, egyrészt a baktérium,
masrészt a novény oldalarol.

A P. syringae pv. syringae baktériumfaj hidegtiiré6 természetét irodalmi adatok és in vitro
kisérleteink is aldtdmasztottak (van Dijk et al. 1999). Ez a korokoz6 nemcsak eltiiri a mas
baktériumok szdmara mar kedvezOtlen paramétereket, hanem III. tipust szekréciods
rendszerének mikddését és virulenciafaktorainak szintézisét is kifejezetten segiti a kb. 20 °C-
os kornyezeti homérséklet. Smirnova et al. (2001) és Bender et al. (1999) 6sszefoglalo
munkaikban mas hasonléan viselked6 Pseudomonas-fajokrdl is beszamoltak. Az in planta
baktériumszaporodas vizsgalataim eredményei ¢és a tlinetek megjelenése tiikrozték a 20 °C

koril meglévo erds virulenciat. Eddig azonban csak nagyon kevés irodalmi adat volt a
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Pseudomonas-fajok patogenitasardl alacsonyabb hémérsékleten (Ballio et al. 1990; Siile és
Seemiiller 1987; Hevesi és Ledé 1997). Ot °C koriili hémérsékleten a baktériumokban maér a
hidegsokk tényezdk szintézise keriil el6térbe, ezért a virulenciat meghatarozo tényezdok
termelése feltételezhetéen visszaszorul. Ezt tdmasztja ala az is, hogy az 5 “C-on inkubalt, P.
syringae 2214 vagy 61 izolatummal fert6zott paprikandvényeken a virulenciafaktorok altal
okozott klorézisok nem jelentek meg. Ot °C inkubaciés homérsékleten ezért nagy
valoszinliséggel a patogenitasért felelds tényezok elemzése vezethet eredményre.

Ez a kérdés azonban egy masik oldalrdl, a névény, a baktériumfertézéskor mitkodésbe 1épd
novényi valaszok oldalar6l is megkdzelithetd. Az itt bemutatott munka sordn ennek a
megkozelitési modnak részletes kidolgozasara vallalkoztam. E munka megvalositasa eldtt
Klement et al. (1999, 2003) csak 20 és 30 "C-on vizsgaltdk az altaldnos rezisztencia és a
hiperszenzitiv reakci6 kialakuldsat. Kiilonosen érdekes ez a szempont, ha figyelembe vessziik,
hogy az altalanos rezisztencia védi meg a novényeket attol, hogy a feliiletiikon epifiton
modon allandoan jelenlévo szaprotrof baktériumok taplalékava valjanak.

2. Az alacsony hdmérsékletli kornyezetbe (5 “C) helyezett dohany- és paprika-tesztndvények
szervezetében a baktériumok altal indukalt altalanos rezisztencia és hiperszenzitiv reakcio
kimutatasat tobb modszerrel vittem véghez. Az 5-30 °‘C kozott, esetenként akar otféle
homérsékleten inkubalt dohanyokban két, eltérd hidegtiir6-képességli baktériumfaj
Osszehasonlitasara épiil6 kisérleti rendszert allitottam fel a védekezési reakciok mitkodésének
tanulmanyozasara.

A homérséklet fokozatos csokkenése hatraltatta a BR kialakulasat, amit a HR-gatlo képesség
egyre késobbi kimutathatdsaga igazolt. A homérséklet csokkenése novelte a baktériumok HR-
indukcios idejét majd a latens szakasz megnyujtasaval fokozottan tovabb ndvelte a HR
kialakulasi idejét is. Ot °C-on gyakorlatilag sem a 20-30 °C-on mér néhany 6ra alatt kialakuld
BR-t, sem a HR-t nem lehetett kimutatni. Az azonos rendszerben 5 €és 20 “C-on a tenyészthetd
baktériumsejtek szamanak és a specifikus BR-marker gének indukcidjanak meghatarozasaval
tamasztottam ald az 5 °C-on a BR és HR miukodésképtelenségére utalo tlineti, HR-gatlas
elvén alapuld kisérleteket. A 20 °C-on inkubdlt pozitiv kontrollal szemben 5 °C-on sem a
védekezési reakciok baktériumszaporodast korlatozo hatasat, sem a tpoxN1 peroxiddz sem az
EBR-43 ortometil-transzferdz markergének atirodasi szintjének emelkedését nem
tapasztaltam. Igy tobb oldalrdl is igazoltnak latszik a feltevés, hogy 5 “C-on a kisérletben
szerepelt dohanyndvények védtelenek voltak a baktériumok fertézésével szemben.

A dohanyhoz hasonléan a BR és a HR paprikdban is kialakult 30 °C-on, viszont a BR
paprikaban sokkal lassabban jott 1étre, mint a dohanyban. Mindkét novényre kovetkezetesen

jellemzd volt, hogy napokkal az indukal6 kezelés utan sem mutathaté ki védekezési reakcio
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5 °C-on.

3. A levélszovetbe keriilt baktériumok a levelek intercellularis jarataiban élnek. Az
extracellularis térbe kivalasztott novényi fehérjék kozvetlen fizikai kapcsolatba keriilnek az
ott €16, élni probald baktériumsejtekkel. Tekintettel arra, hogy dohanyban mar sikerdilt
kimutatni (Ott et al. 2006), paprikaban is jo esély volt arra, hogy BR soran indukalodéd
extracellularis fehérjék a védekezés markerei legyenek. A BR indukcidjaval 6sszhangban két
extracellularis elhelyezkedésli enzim egy-egy izoformdjanak aktivalodasat sikeriilt
kimutatnom. A CaPOX tomegspektrometriai analizis és elektroforézis utan kimutathatod
szelektiv enzimfestés alapjan egy peroxiddz-enzim, mely két az NCBI adatbéazisban
AF442386.1 illetve AJ810540.1 kodszamon szerepld peroxidaz génhez kozel azonos
mértékben hasonlitott. A CaCHI fehérjesav aktivitdsa a tomegspektometriai analizis soran
nyert peptidek, vagyis szekvencidik illeszkedése alapjan négy kitinaz-enzim barmilyen
kombinaciojabol szarmazhat.

A novényekben azonositott peroxidazoknak tobbféle szerepiik lehet. A hidrogén-peroxid
hidrogén-peroxidhoz kotott jelatviteli folyamatokat. A koérokozok tdmadasakor peroxidazok
katalizaljak a keresztkotések kialakuldsat az erre alkalmas sejtfalalkotdé peptidmolekulak
kozott (Brown et al. 1998).

Inkompatibilis vagy kompatibilis kérokozo gombak, sét baktériumok és virusok fertézése
utan szamos novényfajban bizonyitottdk egyes kitindz-izoenzimek indukcidjat (Boller 1985;
Trudel et al. 1989). Ezek egyik lehetséges funkcidja a kitintartalmi gombék sejtfalanak
bontasa. A baktériumokra gyakorolt hatasuk jelen pillanatban még nem tisztazott, de esetleges
lizozimaktivitasuk ellentik is hatdsos fegyver lehet (Varga G.J., Doktori értekezés. 2006).
Hong és Hwang (2006) X. vesicatoria korokozo baktérium elleni rezisztenciat mutatott ki a
CaChi2 gént taltermelé Arabidopsis thaliana névényekben.

A CaPOX ¢és a CaCHI fehérjéket a szaprotrof és az inkompatibilis €s az opportunista patogén
baktériumok is indukaltak. Kisérleti eredményeinkkel ellentétben az irodalomban paprikaban
azonositott hasonld szekvencidji peroxiddz (CaPOAL1 és CaPOl) és kitinaz (CaChi2) enzimek
indukcioja kompatibilis Xanthomonas vesicatoria fert6zése utan is bekovetkezett.
Kompatibilis ¢és inkompatibilis kapcsolatban azonban a gének expresszidos mintdzata
jelentdsen eltért egymastol. A k6zos indukcio ténye arra utal, hogy a ndvények a BR és a HR
miikodtetése sordn kozos eszkozoket és kozos jelatviteli utakat is hasznalnak (Bozso et al.
2002). A CaPOX ¢és CaCHI fehérjék abiotikus stresszt okozo cukor- és sdoldatok, jelatviteli
molekulak és ndvényi hormonok hatasara kevéssé indukalodo fehérjék. A CaPOX indukcidja

hidrogén-peroxid képzddést generdldé paraquat kezelés utan emelkedett. A CaCHI
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kitindzaktivitasa pedig etilén- és szalicilsav-kezelések hatasara két nap elteltével ndtt meg. Az
inkompatibilis és kompatibilis Xanthomonas vesicatoria baktérium és paprika
kolesonhatasban mar azonositott gének transzkripcidjat is hasonld kezelések fokoztdk. Do et
al. (2003) hidrogén-peroxid-oldat paprikara permetezésekor kimutattak a CaPOA1 és CaPOl
peroxidazgének mRNS-ének fokozott atirddasat. Hong et al. (2000) pedig az etilén indukalo
hatdsarol szamolt be a CaChi2 kitinaz klon esetében. Az indukciot kdvetd korai idépontokban
a CaPOX ¢és CaCHI fehérjék aktivacigja fénytdl fiiggetlen, mig az indukcié utan két-harom
nappal a sotétben tartott ndvényekben nem termelddtek. A fent emlitett paraméterek a
dohanybol azonositott *215” és *250” jeli kitinazok indukcidjaval 6sszhangban vannak (Ott et
al. 2006), ezért a CaPOX ¢s a CaCHI paprikabdl izolalt fehérjék a BR specifikus markerei.
fgy alkalmasak a BR hoémérsékletfiiggésének jellemzésére és a szaprotrof baktériumok
kolonizacids lehetdségeinek, és az opportunista patogének védekezést elkeriild stratégidjanak
igazolasara.

4. 30 °C-on a novényi sejtek kozotti térbe keriilt szaprotrof baktériumok kizarolag a BR-t
aktivaljdk. Az opportunista patogének viszont altalanos elicitoraikkal a BR-t, és ezzel
egyidejiileg specifikus effektor molekulaikkal feltételezhetéen a HR-t is kivaltjak.

A szaprotrof baktérium szaporodasat a BR, az opportunistaét pedig a BR és a HR egyiittes,
1doben egymast kovetd hatasa mérsékelte, és véglegesen a HR akadalyozta meg. Viszont

5 "C-on a baktériumoknak, legyenek korokozok vagy sem, egyik védekezési mechanizmus
korlatozd hatasaval sem kell szembenézniiik. Ez az egyik oka, hogy mind a szaprotrof P.
fluorescens, mind az opportunista patogén P. syringae 61 szaporodott az alacsony
hémérsékleten inkubalt ndvényekben. Szaporodasuk masik oka, hogy olyan mezofil
baktériumokrol van szd, melyek 5 °C-on is szaporodnak. A harmadik ok abban keresendd,
hogy a szovetek sejtkozotti jarataiban fellelhetd szabad vizkészlet tartalmazza a legkevesebb
oldott anyagot a ndvények szervezetében. Ezért a hdmérséklet csokkenésekor ez a vizkészlet
fagy meg elséként. Hogy csokkentsék a fagyds veszélyét, a kornyezeti hdmérséklet
csokkenésével a novények mds anyagok mellett els6sorban cukrokat transzportalnak a
sejtkozotti jaratokba (Knight et al. 1996). A szaprotrof baktériumok, mivel nem rendelkeznek
patogén specifikus effektorokkal, feltételezhetéen ezt a tobblet cukormennyiséget hasznaltak
fel szaporodasukhoz. Tovabba ez a szénhidrattobblet az opportunista patogén szaporodasat
ugyanolyan mértékben segitette.

A paprikandvényekben azonositott BR-markerek meghatarozasa tobb, uj kutatdsi irdnyt is
nyit. A markerek a BR miikodésének azonositasat teszik lehetségessé akkor, ha a kisérleti
koriilmények kozott a HR, és ennek kovetkeztében a HR—gatlason alapuldo BR kimutatas nem

miuikddik. Ilyen koriilmény nem csak a novények szempontjabol alacsony, hanem éppen
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ellenkezbleg, a magas homérséklet is lehet. Példaul egy Xanthomonas vesicatoria torzs 32 °C-
on nem okozott HR-t paprikanévényekben, tovabba egyes Pseudomonas-fajok inokulacidja
kovetkeztében sem alakult ki HR 37 °C-on dohanyban.

A baktériumok a novényi szOvetek sejtkozotti jarataiban élnek ezért, kozvetleniil a
baktériumok metabolizmusat gatld fehérjék azonositasara itt van a legnagyobb esély. Az
apoplaszt fehérjék kétdimenzios elvalasztdsa soran, a két mar azonositott markeren kiviil
ujabb BR—marker jeloltek bukkantak fel. Ezek meghatarozasa és feladatuk tisztdzdsa pedig
tovabbi informacidkat szolgaltathat a BR miikddésérdl, és 1) lehetdségeket nyithat a

rezisztencianemesités terén.

93



6. OSSZEFOGLALAS

Az elmult évtizedekben sokat vizsgalt, a baktériumok altal kivaltott hiperszenzitiv reakcio
(HR) mellett tanulmanyoztam egy ujonnan leirt, sejthalalt nem okozé védekezés, az altalanos
védekezés (basal resistance, BR) kialakuldsat is alacsony (5 °C) és magas (20-30 °C)
hémérsékleten. Az altalanos elicitorok altal indukalt BR-t napjainkig a kovetkezd
novényekben irtak le: Nicotiana tabacum, Arabidopsis thaliana, Medicago truncatula és
Capsicum annum. A szaprotrof baktériumok mellett a hével eldlt korokozok, hrp mutansok és
az inkompatibilis kérokozok elicitor molekulai is aktivaljak. Mig a HR az inkompatibilis
korokozokat gatolja, a BR bioldgiai jelentdsége abban all, hogy a ndvények tobbsége a
feliiletiikon €16 szamos baktérium tamadasa ellenére feltételezhetéen éppen az altalanos
védekezés képességének a birtokaban marad egészséges. A dohany-tesztnovényeken 30 “C-on
gyorsan, néhany oran beliil kimutathatd6 BR 5 “C-on nem alakult ki. Hatékonysagat, vagy
alacsony homérsékleten éppen ellenkezdleg, a védekezési képesség hianyat, a kitenyészthetd
Pseudomonas syringae pv. syringae ¢és a Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola
baktériumsejtek szama, tovabba a tpoxN1 (peroxidaz) és az EBR-43 (ortometil-transzferaz)
BR-specifikus markergének magas vagy alacsony relativ kifejezddése is aldtdmasztotta.

Az értekezés egy masik érdekes, a klasszikus kompatibilis koérokozo-gazdandvény
kapcsolattdl eltéré modellre is 6sszpontosit. Az opportunista patogén Pseudomonas syringae
pv. syringae gyakori, epifiton baktériumfaj. Korokozoképessége kizarolag hiivos id6jarasu
periddusok utdn érvényesiil. Részt vesz a kajszigutaiités betegség kialakitdsdban, és egyes
izoldtumai sok lagyszarG novényt, példaul a paprikat is fertézik. A 30 "C—on inkubalt
opportunista patogén gazdandvényében, a paprikdban a baktériumokkal kozvetlen
kontaktusba keriilo, extracellularis BR-marker fehérjéket azonositottam. Az azonositott
CaPOX (peroxidaz) — és CaCHI (kitindz)-markerek megjelenésével 6sszhangban a szaprotrof
Pseudomonas fluorescens sejtszamanak csokkenése és a HR-gatlason alapulo teszt is igazolta
a BR kialakuldsat. A BR-marker-fehérjék termelddését abiotikus anyagok, tigy mint mannitol,
natrium-klorid, paraquat ¢és hidrogén-peroxid is serkentették. Az opportunista patogén
fertdzésének kovetkezménye, hogy a BR ¢és a HR folyamatai is elkezdddnek a ndvényekben.
Ot °C-on még 6t nappal az indukal6 kezelés utan sem lehetett a BR-specifikus peroxidéz- és
kitindz-fehérjéket, a BR-t vagy a lassabban kialakul6 HR-t kimutatni. Ezért a hidegtiird,
opportunista korokozonak alacsony homérsékleten nem kellett felvennie a harcot a novény
védelmi rendszerével, azaz a kompatibilis korokozokra jellemzé modon megtelepedett a
paprikaszovetben. A ndvények hémérsékleti igénye tehdt nem kizardlag fejlodésiik

szempontjabol fontos, hanem védekezésiik kialakuldsat és hatékonysagat is meghatarozza.
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SUMMARY

This study has highlighted the temperature dependency of basal resistance (BR), this new type
of plant defence, which does not cause cell death and hypersensitive reaction (HR) at low (5
°C) and warm temperatures (20-30 °C). Basal resistance (BR) and hypersensitive reaction
(HR) operate in tobacco and pepper as well as in some other model plants (e.g. Arabidopsis
thaliana, Medicago truncatula). BR is induced by the elicitors of non-pathogenic heat-killed
and live pathogenic bacteria in the early phase of infection, whereas HR acts only against
incompatible pathogens. BR has great biological significance in protecting the plants against
saprophytic bacteria. At 30 °C, BR was induced in tobacco leaves within a few hours, but
below 10 °C it was greatly delayed and at 5 °C usually no BR response could be detected
within 2-3 days. The tpoxN1 (peroxidase) and EBR-43 (orthometil-transferase) genes were
strongly activated during the BR. The expression patterns of these BR-marker genes and the
changes colony forming unit (CFU) of challenge bacteria (Pseudomonas syringae pv.
syringae, Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola) in tobacco leaves were influenced by the
temperature. These temperature-effected responses were similarly observed during HR. Cold-
tolerant, opportunistic pathogen Pseudomonas syringae pv. syringae (P. syringae) usually
lives epiphytic on plant surface and causes apoplexy disease on apricot and “cold-weather”
disease on many plants, e.g. on pepper. Plant and bacterial cells are in close connection in the
apoplast. We isolated two BR-related, induced apoplast proteins from pepper plants kept at 30
°C after inoculation with Pseudomonas fluorescens (P. fluorescens). The CaPOX (peroxidase)
and CaCHI (chitinase) markers were weakly induced also by abiotic substances e.g. natrium-
chloride, mannitol, hydrogenperoxide and paraquat. The appearance of CaPOX and CaCHI,
together with the decreasing of CFU of P. fluorescens and the HR-inhibition test serve as
evidence of BR activity in pepper. In contrast to warmer temperatures, at 5 °C neither the BR
induced by P. fluorescens nor the HR induced by the opportunistic pathogen P. syringae
operates in pepper plants. In these conditions P. fluorescens has multiplied slowly, but in
planta multiplication of P. syringae was more intensive. There is no response against bacteria
in plants at low temperature thus cold-tolerant pathogens can infect plants. This way low
temperature also has been characterised as an inhibitory factor for both BR and HR.

The optimal temperature conditions are very important in the ontogenesis and development of

defence responses in plants.
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