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1. A MUNKA ELOZMENYEIL A KITUZOTT CELOK

Egy Ttjonnan leirt, sejthaldlt nem okozé védekezés kialakuldsat
tanulmanyoztam alacsony (5 °C) és magas (20-30 °C) homérsékleten. Az
elmualt évtizedekben sokat vizsgalt korokozo baktériumok altal kivaltott
hiperszenzitiv reakcio (HR) mellett, az altalanos elicitorok (flagellin,
peptidogliikan, Csp hideg—sokk fehérje, EF-TU elongacios faktor) altal
indukalt rezisztenciat (basal resistance, BR) (Lovrekovich és Farkas 1965,
Burgyan és Klement 1979) napjainkig a kdvetkezd novényekben irtak le
(Gomez-Gomez 2004): Nicotiana tabacum, Arabidopsis thaliana, Medicago
truncatula és Capsicum annum. A legtébb k6zolt adat dohanynovényekkel
kapcsolatos vizsgalatokbol szarmazik. A BR-t szaprotrof baktériumok
mellett a hével eldlt kérokozdk, hrp mutansok és az inkompatibilis
korokozok elicitor—molekuldi is aktivaljak. Ezen a tényen alapult a
feltételezés, hogy az altalanos védekezés korlatozza a ndvényi szovetbe
kertilt, szaprotrof baktériumok szaporodasat. A ndvénykortani mikoldgiaban
elterjedt szaprotrof megnevezést a bakteriologidban eddig szokésos
szaprofiton / szaprofita fogalom szinonimjaként alkalmazom. A szaprotréf
szervezetek az élettelen szerves anyagok lebontasabol nyernek energiat. A
BR dohanyban néhany ora alatt kialakul, majd ezt kovetden 67 napig
marad aktiv. Két részre, egy korai és egy késoi szakaszra tagolhato. A BR
makroszkopikus szinten tiinetmentes folyamat, ezért csak kozvetett modon
mutathaté ki. Erre alkalmas modszer egy masodik fertézés lokalis gatlasa,
vagy a HR—nekrozis elmaradasa. A HR-gatlas jelensége az inkompatibilis
korokozo III. tipust szekrécids rendszerének és szaporodasanak gatlasa
miatt kovetkezik be (Klement et al. 2003, Ott et al. 2006). Az extracellularis
térben, ahol a szdvetbe jutott baktérium— és ndvénysejtek kdzvetlen fizikai
kapcsolata 1étrejon, a BR miikodésének kdvetkeztében szamos fiziologiai
valtozds kovetkezik be. A sejten kiviil egyrészt a hidrogén-peroxid
felhalmozddasa figyelheté meg, tovabba jonnan indukalddott peroxiddz—,
illetve kitindz—izoenzimek jelennek meg, masrészt a ndvényi sejtfalak
szerkezetét erdsitd, és a toxikus anyagok semlegesitését biztositd sejten
kiviili és sejten beliili folyamatok is aktivalodtak (Bozs6 2000, Bozso et al.
2005a, Ott 2002, Ott et al. 2006, Szatmari et al. 2006). A gazdandvényre
specializalodott (kompatibilis) korokozo elolt formaja aktivalja az altalanos
védekezést, az azonos €16 patogén viszont annak ellenére, hogy hordozza a
ra jellemzo, altalanos elicitorokat, mar a védekezés korai szakaszaban (korai
altalanos rezisztencia, EBR) visszaszoritja a BR-t (Keshvarzi et al. 2004,
Ott et al. 20006).



A gazdandvények alacsony hdmérsékleten torténd rovid idejii inkubacidja
eldsegiti az opportunista patogén Pseudomonas syringae pv. syringae (P.
syringae) kolonizacidjat. Az opportunista patogének azok az ,,alkalomra
var6”, polivirulens korokozok, melyek idealis koriilmények kozott nem
karositjak gazdandvényeiket, de adott, a ndvényeket gyengitd tényezdket
kihasznalva mar sulyos betegséget okoznak gazdaszervezeteiknek. A P.
syringae opportunista koérokozé hidegtlir6, 5 °C-on altalaban sikeresen
fertézi gazdandvényeit, 25-30 °C hdémérsékleten viszont nem okoz
betegséget (Hevesi 1986). Vajon ezt a jelenséget magyarazhatja az altalanos
védekezés vagy esetleg a hiperszenzitiv reakcio miikodése? Jelenleg kevés
az informéaci6 a novényi védekezések miikddésének homérsékleti
feltételeirdl.

A homérséklet csokkenése mindamellett, hogy a ndvények
védekezoképességét befolyasolja, szamos élettani valtozast is okoz. Noveli
a sejtek membranjaban a telitetlen zsirsavak aranyat, megvaltoztatja a sejtek
szénhidratforgalmat, valamint poliaminok és chaperonok termelését valtja
ki, melyek bizonyos fehérjék szerkezetét 6vjak a denaturalddastol (Mahajan
¢és Tuteja 2005).

Célkitiizések

Az értekezés témaja egyrészt a homérséklet — mint a ndvények fizioldgiai
allapotat meghatarozd egyik legfontosabb élettelen tényezd — hatasanak
vizsgalata az altalanos rezisztencia mikodésére. Masrészt a szaprotrof
Pseudomonas fluorescens (P. fluorescens) és az opportunista patogén P.
syringae baktérium altal a paprikanovények szoveteiben provokalt
valtozasok, aktivalt védekezési mechanizmusok makroszképikus ¢és
molekularis szintli tanulmanyozasa. A kettés téma a kovetkezo felvetések
részletes elemzését igényli:

e 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 miikodik-e a védelmi rendszer, ha a novényeket
a szamukra optimalisnal alacsonyabb hémérsékleten inkubaljuk. Ezért
célom az, hogy megallapitsam, hogyan moddosul alacsony
hémérsékleten az altalanos védekezés és a hiperszenzitiv reakcié (HR)
dohanyndvényekben. A  tlineti vizsgdlatok eredményeit a
baktériumszaporodas mértékével ¢és a ndvényi markergének
kifejez6désével tamasztom ald, majd paprikandvényeken is
ellenérzom, amely azért sziikséges, mert a paprika az opportunista
patogén—gazda kapcsolat j6 modellndvénye.



A tartdsan alacsony hémérséklet hatasa az eltérd hidegtiir6—képességii
baktériumok in vitro és egy—egy sajat gazdanovényében kimutathatd
szaporodasara jelenleg még nem tisztdzott. A szaprotréf P.
fluorescens, a széles gazdandvénykorrel rendelkezé, opportunista
Pseudomonas syringae pv. syringae 61 és 2214 izolatumok, tovabba a
szilk gazdakori valédi patogén Pseudomonas savastanoi pv.
phaseolicola S 21 baktériumok szaporodasat nyomon kovetve
vizsgalom az altalanos védekezés és a hiperszenzitiv reakcio
sejtszamukra gyakorolt hatasat.

A tiinetek kifejlodésének tanulméanyozasa mellett, a BR aktivitasaval
parhuzamba allithatd jelz6— (marker) fehérjék kimutatdsara ¢&s
azonositasara torekszem. A markereket a baktériumokkal kozvetlen
fizikai kapcsolatot 1étesitd paprika apoplaszt fehérjék kozott keresem.
A BR-marker jeloltek specifikussaganak megitéléséhez ismerni kell a
hémérséklet és a fény hatasat a jelzéfehérjék megjelenésére, hiszen a
magas hoémérséklet gyorsitja, a novények sotétben tartdsa viszont
gatolja a BR mikddését. Elemezni kivanom tovabba, hogy egyes
aktivatorok, azaz a jelatviteli folyamatokban résztvevd hormonok,
vagy abiotikus stresszt okozd vegylletek befolyasoljak-e a
markerjeloltek megjelenését.

A specifikus BR-markerek lehetévé teszik az altalanos védekezés
biztos kimutatasat paprikdban. Segitségiikkel tobb informéaci6é nyerhetd
a novényi védekezési mechanizmusok szerepérél a hidegtiird és
opportunista patogén Pseudomonas syringae pv. syringae vagy a
szaprotrof Pseudomonas fluorescens baktérium és a paprikanovények
kolcsonhatasaban.



2. ANYAG ES MODSZER

2.1. E16 anyagok

A kisérletekben dohany—, bab— és paprikanovényeket alkalmaztam. A BR-t
hével elolt, korokozd Pseudomonas fajok vagy szaprotrof P. fluorescens
szuszpenzidjaval, a HR-t é16, korokozo Pseudomonasok-kal indukaltam.
Két kompatibilis kapcsolat is szerepelt a kisérletek soran, az egyik a bab és
korokozdja, a Pseudomonas. savastanoi pv. phaseolicola, a masik a paprika
és korokozoja, a Xanthomonas vesicatoria kolcsonhatasa. A baktériumokat
King B (King 1954) vagy LB taptalajon (Lennox 1955) tartottam fenn. A
kisérletek kornyezeti feltételeit a KLT/04 (Ehret Gmbh., Németorszag)
novénynevel6 kamra biztositotta. A novények fert6zése injekcids
fecskendével vagy a levelek sejtkozotti jaratainak magas nyomasu
telitésével tortént.

2.2. A BR kialakuldsanak és a HR-indukcios idejének
meghatarozasa

A HR-—indukcids idejét a baktériumok utdlagos antibiotikumos el6lésével
hatdroztam meg, azaz a fert6zott levélrészeket a fertdzés utan kiillonbozo,
egymast 30 percenként kovetd idépontokban kloramfenikollal injektaltam.
A HR-—indukcios ideje az utolsé olyan antibiotikumos kezelés idGpontja,
ahol a HR még nem alakult ki (Klement és Goodmann 1967). Hasonld
kisérleti rendszerben hatarozhatdé meg a BR kialakulasi ideje is. A BR-t
kivalto elokezelés hovel-elolt baktériumok szuszpenzidjaval tortént, majd a
HR-t okozd masodik fertézés kiilonb6zo, egymast 30 percenként kovetd
idopontokban érte az elékezelt levélszovet-részeket. A BR mérhetd
kialakulasi ideje az elokezelés és az els6 olyan feliilfert6zés kozott eltelt
id6, ahol a HR mar nem jelent meg (Klement et al. 1999).

2.3. Az in vitro és in planta baktériumszaporodas mérése

A taptalajon koloniat képz6 baktériumsejtek szamat 5 ml King B taptalajbol
vagy megkozelitbleg 5 cm® fertézott ndvényi szovetbél kiindulva
hataroztam meg. A kiinduldsi anyagbol higitasi sort készitettem. A higitott
anyagot szilard taptalajon szélesztettem, majd az ott képzdodott koloniak
szamanak ¢s a higitds mértékének ismeretében szdmitottam ki a kiindulasi
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24. Fehérje—vizsgalati modszerek

Vakuum-infiltralas utan a vizzel telitett szovetrészek centrifugalasaval
jutottam a paprika apoplasztjanak hig vizes oldatdhoz (intercellular washing
fluid, IWF). Az IWF-ben talalhato fehérjéket egy— és kétdimenzios PAGE-
moddszerrel valasztottuk el (Lamelli 1970), Bio-Rad gélelektroforézis—
rendszert alkalmazva. A markereket eziistfestéssel, peroxidaz— és
kitindzenzimek gélben kimutathaté aktivitdsdval hatdroztam meg
(Heukeshofen és Dernick 1985, Shevchenko et al. 1996, Kim és Hwang
1994, Zaecho et al. 1995). A markerek azonositasa LC-MS/MS (liquid
chromatography-mass spectrometry) tomegspektrometriai eljarassal tortént.

2.5. Novény genomikai vizsgalati modszerek

A BR-markergének kifejezodési mintazatanak meghatarozasahoz izolaltam
a vizsgalt szovetrész teljes RNS tartalmat, majd az RNS-r61 cDNS—
szekvenciakat allitottam el6. A cDNS mintakbdl kiindulva a markergénekre
tervezett specifikus primerekkel valésidejii PCR-reakcioban mutattam ki a
gének aktivalodasanak relativ erdsségét.



3. EREDMENYEK

3.1. Az alacsony homérséklet hatiasa a BR és a HR miikodésére

Az 5-30 °C kozott inkubalt dohanyokban két, eltéré hidegtiir6—képességii
baktériumfaj (Pseudomonas syringae pv. syringae 61, P. syringae 61;
Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola S21, P. phaseolicola S21)
Osszehasonlitasara épiilé kisérleti rendszert allitottam fel a védekezési
reakciok miikddésének tanulmanyozasara (1. tablazat).

Figyelemre mélté volt, hogy a HR megjelenése a korokozd Pseudomonas-
ok tobbségénél 20 °C-on 10-12 6ra, 5 °C-on viszont mar nem o6rakat, hanem
tobb napot igényelt. A P. syringae 61 levélszdvetbe injektaldsa utan 3-4
nappal és a P. phaseolicola S21 injektalasa utdn 5-7 nappal jelent meg a
szovetelhalas. A nekrozis késébbi megjelenésének az elhtizodo indukciods és
latens fazis is okozdja volt. Az alacsony homérsékleten a baktériumok
hidegtliré képességétdl fiiggden novekedett a HR—indukcids id6 hossza. A
P. phaseolicola S21 izolatumé joval eréssebben, mint a P. syringae 61-é. Ez
dont6 jelentdségii abbol a szempontbol, hogy a ndvény—baktérium
kolcsonhatas végén melyik védekezési mechanizmus érvényesiil. A BR
kialakulasi ideje mindeddig az eldkezelés és az elsé olyan HR-t indukalod
feliilfert6zés kozott eltelt idot jelentette, amikor a BR hatasara a HR mar
nem alakult ki.

Klement et al. (2003) és Bozso et al. (1999) kozleményébdl kideriilt, hogy a
BR gatolja a korokozok patogenitasért felelés hrp génjeinek aktivitasat,
azaz a BR a HR-t annak indukcios fazisaban képes gatolni. Az alacsony
hémérséklet eltér6 mértékben hosszabbitotta meg a BR kialakulasanal
mérhetd eldkezelés és a feliilfertézés kozott eltelt idot. Ezt az idStartamot
ugyanis jelentdsen befolyasoltak a feliilfert6z6 baktériumok sajatossagai. A
fenti eredmények tiikrében célszerinek tartottam, hogy a BR mérhetd
kialakulasi idejét (BRy) a feliilfert6z6 baktérium HR—indukcios idejével
korrigalni (BR ) (1. tablazat). Azaz a BR 4 = BR (o — IT, ahol a
kisérletekbol szarmazod adatok a BRyy, amely az elokezelés és a
felillfert6zés kozott eltelt idot jelenti, és az IT, amely a kimutatisra
felhasznalt izolatum HR-indukcidés ideje. Az alacsony hémérséklet igy
jelentdsen meghosszabbitotta a kialakulasi id6t, amit hdvel eldlt P. syringae
61 vagy P. phaseolicola S21 szuszpenziokkal indukaltam. A BR kialakulasi
ideje dohanyban tehat mindkét kombinacidoban kozel azonos volt (1.
tablazat).

A tpoxN1 gént eredetileg TMV-vel fertézott dohanylevelekbdl
azonositottak, majd Bozsé et al. (2002) a BR-t jelz6 génként is leirtak. Az
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EBR-43 egy ortometil-transzferdz enzimet kodold, a BR miikodését jelzo
dohanygén, mely a sejtfalakat erdsitdé lignin szintézisében vesz részt
(Szatmari et al. 2006). A tpoxN1 és az EBR-43 BR markergének atirodasa
transzkripcids szempontbdl is alatdmasztotta, hogy az alacsony hdmérséklet
gatolja a baktériumok indukcidés hatdsara mikodésbe 1épé6 BR és HR
kialakulasat. A vizsgalt gének a HR-t indukalo kezelések hatasara a BR
indukcional nagyobb mértékben aktivalodtak. Ez a tény feltételezi, hogy a
dohényndvények hasonlé vagy azonos jelatviteli folyamatokat alkalmaznak
a két kiillonb6zo védekezési mechanizmus felépitése soran (Bozsé et al.
2002).

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

Ps+Ps Pp+Pp
Hémérséklet (°C) »valodi” BR kialakulasi idé (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 valddi kialakulasi ideje az elokezelés és a feliilfertézés kozott eltelt
id6, valamint a detektald baktérium HR—indukcids idejének osszege. Ps+Ps:
elékezelés hovel elslt P. syringae 61 (4x10° sejt/ml) feliilfertdzés P.
syringae 61 (10® sejt/ml) Pp+Pp: el6kezelés: hével eldlt P. phaseolicola S21
(4x10® sejt/ml) feliilfertdzés P. phaseolicola S 21 (10° sejt/ml)

A BR ¢és a HR hatékonysaga jellemezhetd a hével eldlt baktérium—
szuszpenzioval vagy vizzel elokezelt dohany leveleibe feliilfertézésként
injektalt inkompatibilis baktériumtorzsek szaporodasaval is. A HR
folyamatanak végsd 1épéseiben a baktériumok sejtszdma a szovetelhalas
megjelenésével parhuzamosan csokken (Bozsé et al. 1999, Klement et al.
1999). 20 °C-on ez 10-12 o6ra alatt mindkét vizsgalt izolatumnal
bekovetkezett. Az 5 °C-on inkubalt P. syringae 61 vagy P. phaseolicola

S 21 szuszpenzidval infiltralt ndvényeken a kezelést kdvetd két napon a
levélszovetbdl kitenyészthetd baktériumok szama sem valtozott. A HR tehat
nem alakult ki és nem csokkentette a korokozo baktériumsejtek szamat sem.
Szoveti szintil elhalasok P. syringae 61 kezelés utan 3—4 nappal vagy
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P. phaseolicola S 21 kezelés utan 4-7 nappal jelentek meg a nvényeken. A
hével elolt baktériummal aktivalt BR fiiggetlen a HR-t61. A BR-nek 20 °C-
on baktériumszamot csokkentd hatasa volt, de nem olyan radikalis mértéki,
mint amit a HR esetében tapasztaltam. A P. syringae 61 sokkal érzékenyebb
volt a BR-rel szemben, mert sejtszamat a BR az Osszes célzott vizsgalat
soran er0sebben — mintegy tizedére — szoritotta vissza, mint a P.
phaseolicola S 21 térzs esetében. Ot “C-on az indukciot kdvetd 2-2,5 nap
alatt sem a HR, sem a BR baktériumszaporodast gatld hatdsa nem
érvényesiilt. Ez azt jelenti, hogy a novényeknek alacsony hémérsékleten az
altalunk vizsgalt aktiv védelem, BR és HR nélkiil kell szembenézniiik a
korokozo és nem koérokozo baktériumok kolonizacids torekvéseivel.

3.2, A paprikanévényekben azonositott CaPOX CaCHI BR-
markerek. A BR és a HR szerepe a hidegtiiré opportunista
patogén és a szaprotrof baktériumok kolonizacios
torekvéseiben.

A BR a dohanyhoz hasonléan paprika tesztnovényekben is mikodik,
kialakulasa azonban lassabb. A dohanyndvényeken tapasztaltakhoz
hasonldéan a sotétben inkubalt névényekben csak a BR korai szakaszat
lehetett kimutatni, alacsony homérsékleten pedig a BR nem alakult ki. A
magas vagy az alacsony homérsékleten mért HR kialakulasaban a dohany
tesztnovényekhez  képest semmilyen mérheté  kiilonbséget nem
tapasztaltam.

A P. fluorescens, P. syringae 61 és a P. phaseolicola S21 baktériumok
szaporodasat sajat gazdandvényiikben (paprika, bab) dsszevetettem a BR és
a HR kialakuldsanak lehet6ségével alacsony és magas homérsékleten. A
szaprotrof baktérium (P. fluorescens) aktivalta a BR-t paprikaban, viszont
betegséget nem okozott és a HR kivaltasara sem volt képes. In vitro és
paprikaban mért szaporodasgorbéje 5 és 30 *C-on mégis, hasonlo lefutast
volt az opportunista patogén P. syringae 61 szaporodasmenetével. Ez
egyrészt a két baktériumtdrzs hasonld mértékli hidegtlir6—képességére utal.
Masrészt alatamasztja azt az elképzelést, hogy a tesztnovények védekezése
(BR és/vagy HR) 30 °C-on gyorsan kialakult és korlatozta az opportunistak
és a szaprotrofok szaporodasat is. Ot “C-on viszont, sem a BR-t, sem a HR-t
nem lehetett kimutatni, azaz a paprikanovények nem védekeztek a
sejtkozotti jarataikba keriilt baktériumsejtekkel szemben. A ndvények
védtelen helyzetét viszont az opportunista patogén baktérium sokkal jobban
a sajat hasznara, szaporodasanak elésegitésére forditotta, mint a szaprotrof.
A fent emlitett fajokkal ellentétben a P. phaseolicola S21 szaporodasat, igy



betegségokozo képességét sajat babgazdandvényében gatolta az alacsony
inkubécios hémérséklet.

A HR-gatlas mint tiinet, és az in planta baktériumsejtszam—csokkenés
mellett a BR leirasanak harmadik pillére az aktivaciot kovetéen a paprika
apoplasztban indukalodé markerfehérjék meghatarozasa volt. A magas
hémérsékleten gyorsan kialakul6 BR miikddésével parhuzamosan két
markerfehérjét azonositottam. Az egyik kitindz—, a masik peroxidaz—
aktivitasi izoenzim volt (2. és 3. tablazat). Alacsony inkubacios
hémérsékleten ezek a markerek nem jelentek meg. Szdmos a BR
szempontjabol dohanyban meghatarozd kezelés elvégzésével gydézodtem
meg a BR-markerek indukcidjanak specifikussagarol (4. tdbazat).

3.3. A dolgozatban szerepl6 uj tudomanyos eredmények

e Pontositottam a hdvel eldlt baktériumokkal indukalt BR kialakulési
idejének meghatarozasat, azaz az altalanos rezisztencia kialakulasi ideje
az elkezelés és a feliilfert6zés kozott eltelt id6 és a kimutatdsara
szolgal6 baktérium HR-indukcios idejének az Gsszege.

e A hémérséklet—csokkenés hatasara karosodott a dohanyndvények aktiv
védekezoképessége (BR, HR). Az 5 °C-on inkubalt dohdnynovények a
fertzést kovetd 72 oraban az aktiv védekezés eszkozei nélkiil allnak a
baktériumok kolonizacios térekvéseivel szemben.

e A BR lassabban alakult ki paprikaban, mint a dohanyndvényekben, de
a homérséklet és a fény hatasa az altalanos védekezésre mindkét
tesztnovényben hasonlo volt.

e Az indukald szaprotrof baktérium hatdsara megjelend vagy erdsebben
kifejez6d6 BR-t jelz fehérjéket mutattam ki az injektalt levelek
sejtkdzotti jarataibol. Az indukalt CaPOX ¢és CaCHI markerfehérjék
peroxidaz—, illetve kitinaz—aktivitast mutattak.

e Alacsony hémérsékleten (5 °C) az aktiv védekezési rendszer hianya
tette védtelenné a novényeket a hidegtiird korokozo szaporodasaval, a
betegségokozd—képesség egyik feltételével szemben.



2. Tablazat. A BR—markerekhez illesztheté6 TIGR-adatbazisbdl szarmazo 1étez6 vagy hipotetikus extracellularis

aprikafehérjék.
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 %-o0s sz616
CaCHI 22-24 kitinaz részlet)
EC 48 TC3667 Q43151 (61 %-o0s bodza
3.2.1.14. részlet)
22 TC4206 082552 (81 %-os paprika | Hong et al.
részlet) (2000)
16 TC3587 Z15139.1/Q05540 (79 | paradicsom | Danash et
%-o0s részlet) al. (1993)

hipotetikus fehérje: adott DNS—adatbazisban in silico azonositott nyitott leolvasasi keretb6l szarmazo fehérje, melynek

létezése biologiai rendszerben még nem bizonyitott




3. Tablazat. A TIGR—adatbazisbol szarmazé hipotetikus fehérjék és a 1étezésiiket tamogaté irodalmi adatok sszevetése.

SZAMITOTT IRODALOM
sajat kod | hipotetikus | méret pI méret pl aktivalo aktivalo aktivalo
fehérje (kDa) (kDa) baktériumok gombak abiotikus
(TIGR) tényezok
CaPOX TC3709 36,129 | 7,54 36,07 8,8 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 4,3 - Cf -
Danash et al.
(1993)

Xc: Xanthomonas vesicatoria
Pc: Phytophtora capsici
Cg: Colletotrichum gloeosporoides
Cf: Cladosporium fulvum
SA: szalicilsav

E: etilén




4. Tablazat. A CaPOX és CaCHI paprikabél szairmazé
markerfehérjék termelédése és a BR kialakulasa eltér6 indukcios
feltételek kozott.

aktivalodott
Kezelés BR CaPOX CaCHI
viz - + +
hével elolt P. syringae + A+ A+
61
P. fluorescens + T+ +t
P. tabaci 0 +++ +++
P. pisi 0 +++ +++
X. vesicatoria - - -
mannitol - + -
natrium-klorid - + -
paraquat - + -
hidrogén-peroxid - + -
szalicilsav - - +
jazmonsav - - -
etilén - - +
PCR+inkubéciés hém. 30 n i Gy
BR-+inkubacios hém. 5 _ _ _
°C
BR +inkubacid
folyamatos “F 4=+ +++
megvilagitassal (72 o6ra)
BR+inkubacid
folyamatos sotétben (72 - ++ -
ora)
-: nem termelédik/miikodik, +: gyengén, ++: kdzepesen, +++:erdsen
termel6dik/miikodik

0: a gyorsabban indukalédott HR miatt a BR-t nem lehetett kimutatni
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4., KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

E munka megvaldsitasa eldtt Klement et al. (1999, 2003) 20 és 30 °C-on
vizsgaltak az altalanos rezisztencia €s a hiperszenzitiv reakcio kialakulasat.
Kiilonosen érdekes ez a szempont, ha figyelembe vessziik, hogy az altalanos
védekezés miikodése védi meg a ndvényeket attol, hogy a feliiletiikon
epifiton modon allanddan jelen 1év6 szaprotrof baktériumok taplalékava
valjanak.

A homérséklet fokozatos csokkenése hatraltatta a dohanyban mért BR
kialakulasat, amit a HR-gatlo képesség egyre késobbi kimutathatosaga
igazolt. A homérséklet csokkenése novelte a baktériumok HR-indukcios
idejét majd a latens szakasz megnyujtasaval fokozottan tovabb novelte a HR
kialakulasi idejét is. 5 °C-on gyakorlatilag sem a 20-30 “C-on mar néhany
ora alatt kialakul6 BR-t, sem a HR-t nem lehetett kimutatni. Az azonos
inkubacids hémérsékleten a tenyészthetd baktériumsejtek szamanak és a
specifikus BR—marker gének indukci6janak meghatarozasaval tamasztottam
ald az 5 "C-on, a BR és HR miikddésképtelenségére utald tiineti, a HR-
gatlas elvén alapulo kisérleteket. A 20 ‘C-on inkubalt pozitiv kontrollal
szemben 5 °‘C-on sem a védekezési reakciok baktériumszam—csokkentd
hatasat, sem a tpoxN1, peroxidaz sem az EBR-43, ortometil-transzferaz
markergének atirodasi szintjének emelkedését nem tapasztaltam. fgy tobb
oldalrdl is igazolt az a feltevés, hogy 5 °C-on a kisérletben szerepelt dohany
ndvények védtelenek voltak a baktériumok fert6zésével szemben.

A dohanyhoz hasonléan a BR és a HR paprikdban is kialakul 30 °C-on,
viszont a BR paprikdban sokkal lassabban Iépett miikodésbe, mint a
dohanyban. Mindkét novényre kovetkezetesen jellemzo volt, hogy 5 °C-on
napokkal az indukalo6 kezelés utan sem mutathatok ki a vizsgalt védekezési
reakciok.

Az extracellularis térbe kivalasztott novényi fehérjék kozvetlen fizikai
kapcsolatba keriilnek az ott €16, €élni probald baktériumsejtekkel. A BR
indukcidjaval Osszhangban két extracellularis eredetli, aktivalodott
paprikaenzim  egy—egy  izoformajat  sikeriilt = kimutatni,  majd
tomegspektrometriai analizissel azonositani. A CaPOX szelektiv festés
alapjan egy peroxidaz—enzim, mely két, az NCBI adatbazisban AF442386.1
illetve AJ810540.1 koédszamon szerepld peroxidaz génhez kozel azonos
meértékben hasonlitott. A CaCHI fehérjét négy kitindz—izoenzim barmilyen
Osszetételi ¢és mennyiségli kombinacidja alkothatja. A  markerek
megjelenését tobbféle kornyezeti tényezd ¢s indukald anyag hatasan
tesztelve arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy specifikusan, a BR
kialakulasaval 0Osszehangoltan jelennek meg. Indukcidjukat a sotét
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kornyezet vagy az alacsony homérsékleti inkubacié éppen Ugy
akadalyozza, mint a BR kialakulasat.

A szaprotrof baktérium szaporodasat 30 °C-on a BR, az opportunistaét
pedig a BR ¢és a HR egyiittes, idében egymast kovetd hatasa mérsékelte, és
véglegesen a HR akadalyozta meg. Viszont

5 °C-on a baktériumoknak, legyenek korokozok vagy sem, egyik védekezési
mechanizmus korlatozé hatdsaval sem kell szembenézniiik. Ez a tény,
tovabba az, hogy az alacsony hémérsékletnek kitett névényekben ndovekszik
a tapanyagforrasként szolgalo, extracellularis szénhidrattartalom, valamint
az, hogy hidegtiir6, azaz 5 °C-on is novekedni képes baktériumokat
vizsgaltam, egyiittesen segitették a P. syringae és a P. fluorescens
kolonizacidjat.

A paprikandvényekben meghatarozott markerek a BR mikodésének
azonositasat teszik lehetségessé akkor, ha a kisérleti koriilmények kozott a
HR, és ennek kovetkeztében a HR-—gatlason alapuld BR kimutatds nem
mikodik. Ilyen koriilmény nem kizardlag a ndvények szempontjabdl
alacsony, hanem éppen ellenkez6leg, a magas homérséklet is lehet. Példaul
egy Xanthomonas vesicatoria toérzs 32 °C-on nem okozott HR-t
paprikanovényekben, tovabba egyes Pseudomonas—fajok inokulacidja
kovetkeztében sem alakult ki HR 37 °“C-on dohanyban. Az apoplaszt
fehérjék kétdimenzids elvalasztidsa soran, a két mar azonositott markeren
kiviil Gjabb BR—marker jelltek bukkantak fel. Ezek meghatarozasa és
feladatuk tisztdzasa pedig tovabbi informdaciokat szolgaltathat a BR
mitkddésérdl, és 1j lehetéségeket nyithat a rezisztencianemesités terén.
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