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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ACK: 1-aminociklopropan-1-karboxilsav

ALOA: Agar Listeria according to Ottaviani and Agosti

ATCC: American Type Culture Collection, Manassas, USA

bp: bazispar

CCM: Czech Collection of Microorganisms, Brno, Czech Republic

CLSM: Confocal Laser Scanning Microscopy

CMC: Carboxymethyl-Cellulose (karboxi-metil-cellul6z)

DGGE: Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (denatural6 gradiens gélelektroforézist)
EC: electrical conductivity (elektromos vezetéképesség)

FA: Formamide

FISH: Fluorescence In Situ Hybridisation (Konfokalis 1ézer szkennelé mikroszkop)
GBN: GenBank accession number (szekvencia azonosité szam)

GFP: Green fluoresncent protein (z6ld szinben fluoreszkalé fehérje)

N: Nisztatin

NNSB: Novényi Novekedést Serkent6 Baktériumok

NSEB: Novekedést Serkenté Endofita Baktériumok

KTE: Kezelhet6 Taxondmiai Egység (angolul OTU: Operational Taxonomic Unit)
PCR: Polymerase Chain Reaction (polimeraz lancreakcio)

PGES: Pepton Glukoz Elesztkivonat SO

RAPD: Randomly Amplified Polymorphic DNA

rDNS/RNS: riboszémalis DNS/RNS

rpoB: riboszomalis fehérje B alegysége

RRI: rendszerszintii rezisztencia indukcio

rRNS: riboszomalis RNS

T-RFLP: Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism

V: Vitamin

VRBL: Violet Red Bile Lactose

WL: Wallerstein Laboratory

Baktérium nemzetséqg nevek roviditései:

Chryseobacterium: C.
Escherichia: E.
Listeria: L.

Pseudomonas: P.



1. BEVEZETES

Az étkezési paprika vilagszerte ismert és kedvelt z6ldségnovény, amelyet mind nyersen, mind
fott ételekben eldszeretettel fogyasztanak, mivel kedvezd iz és érzékszervi, valamint taplalkozas-
élettani tulajdonsagokkal bir. Hazdnkban a XX. szdzadban valt kiemelked6 szerepti taplalkozasi
cikké. Magyarorszagon napjainkban kordlbelul 95 ezer, mig vilagszinten tébb mint 30 millio
tonna az éves étkezési es Chili paprika termelés mennyisége, tehat gazdasagilag is fontos
ndvénynek tekintheto.

Ezen terményt nagyon gyakran nyersen fogyasztjak, tehat érdemes foglalkozni vele
élelmiszerbiztonsagi és mikrobioldgiai szempontbol is, mivel vilagszerte és eurdpai szinten is
egyre novekve tendenciat mutatnak a nyers ndvényi élelmiszerekkel kapcsolatos
megbetegedések. Ezek legnagyobb hényadat olyan baktériumokkal hozzék 6sszefliggésbe,
amelyek elsdsorban 4llati eredetiiek, de nem ismeretlenek a terményen/ben 1évé opportunista
patogének okozta megbetegedések sem. A ndvekvo jarvanyiigyi tendencidk oka valoszintileg az
egyre nagyobb termelési mennyiségekben, az 1j technologidkban, a term6fold és az asztal
kozotti tavolsag megnovekedésében, az allattenyésztd telepek kozelségében és a ndovény belsd

kornyezetéhez egyre jobban alkalmazkodni képes bakterialis patogénekben keresendd.

Ahhoz, hogy a névény - baktérium kapcsolatokat jobban megérthessiik és ezen keresztil a
termény élelmiszerbiztonsagi kockazatat csokkenthessik, sziikséges megismerniink a manapsag
szokvanyos agrotechnikakkal termesztett novények belsejében é16 baktériumokat (endofitakat)
mind mindségi, mind mennyiségi szempontbol, valamint érdemes humanpatogénekkel vald
kapcsolatukra, interakcidjukra is fényt deriteni. A ndvényekben €16 baktériumok azonositasanak
szerepe nemcsak biodiverzitasuk felderitésében lehet jelentds, hanem a humanpatogén és az
opportunista patogén baktériumok esetleges jelenlétének igazolasdban is. A ndvény és az
endofita baktériumok kapcsolatat altalaban mutualista jelleglinek tekintik, ahol a baktériumok a
novény altal szolgaltatott tapanyagokat hasznaljak fel és a szamukra karos kornyezeti hatasokkal
szemben védelmet nyujtd, bels6 novényi kornyezet oltalmat is élvezik. Ezzel szemben a
novények stressz-tiiroképességiik, valamint novekedésiik serkentését koszonhetik a jotékony
endofita baktériumoknak. Ezen baktériumok névényre Kifejtett hatasukat egyrészt direkt médon
a fito-hormonszeri anyagok termelése és az etilén szintjének szabalyozasa révén, masrészt
indirekt mdédon a névenypatogénekkel szemben kifejtett inhibicios hatasuk és a méreganyagok
eltavolitasa révén fejtik ki. Ismeretesek azonban olyan endofita baktériumok is, amelyek a
humanpatogénekkel szemben fejtenek ki antagonista hatast. Az ilyen tulajdonsaggal bird
baktériumok esetlegesen felhasznalhatok, mint biokontroll agensek, azonban azt sem lehet



kizarni, hogy vannak olyan endofita térzsek, amelyek hozzajarulnak a patogének tulélésehez,

szaporodasahoz, ezéltal novelve az adott termény élelmiszerbiztonsagi kockézatét.

Munkdm soran ezért feladatomnak tekintettem a manapsag elterjedt termesztési korilmények

(talajkultaras és hidroponikus) koézott nevelt, ketféle - HO és Karpia - étkezési paprikafajtabol

Kitenyészthetd endofita baktériumok izolalasat, tipizalasat, azonositasat és biodiverzitasuk

vizsgalatadt. Célom volt tovabba kivalasztani mutualista torzseket és igazolni valddi endofita

voltukat is. Végul vizsgalni kivantam humanpatogén, valamint ezeket modellezé baktériumok

paprika névénybe vald bejutasat paprikamag mesterséges fert6zésén keresztiil, valamint in vitro

inhibicidjukat kivalasztott valodi endofita térzsek hatasara.

A célkitiizések megvalositasanak a kovetkezo f6 1épései voltak:

VI.

VII.

Feltételezhetéen endofita baktériumok izolalasa talajkultdras es hidroponikus
kortalmények kozott nevelt HO és Karpia étkezési paprika fajtakbol.

A feltételezhetéen endofita izolatumok hasonldsagi csoportokba rendezése
fenotipizalas és RAPD-PCR-es genotipizalas alapjan, majd ezt kovetéen az egyes
csoportokbdl kivalasztott reprezentativ torzsek molekularis identifikaldsa az
rRNS, illetve az rpoB gének szekvenciai alapjan.

A torzsek biodiverzitasanak és rokonsagi kapcsolatainak vizsgalata filogenetikai
analizissel: filogenetikai torzsfa szerkesztése a baktérium torzsek 16S rRNS
génszekvencia adatai alapjan, ezt koOvetben egy-egy reprezentativ torzs
kivalasztdsa a torzsfak taxondmiai egységeib6l a valodi endofita jelleg
igazolasahoz.

Az feltételezett endofita izolatumok paprikamag csirdzasra gyakorolt hatadsanak
vizsgélata.

Maodszerfejlesztés a feltételezetten endofita baktériumok és humanpatogén vagy
ezeket modellez6 torzsek molekularis modszerekkel (PCR és FISH-CLSM) vald
kimutatasahoz.

A kivalasztott feltételezetten endofita és humanpatogén vagy ezeket modellez6
torzsek novénybe vald bejutdsanak és kolonizacidjanak vizsgalata paprikamag
mesterséges fert6zésével.

A valédi endofita térzsek humdénpatogén, illetve ezeket modellezd torzsekre
gyakorolt hatasanak vizsgalata in vitro kontaktinhibicidés és lyukdiffuzids

vizsgalatokkal.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az étkezési paprika

Az étkezési paprika az egész vilagon népszerii z6ldségnovény, de Kozép-Eurdpaban, és meg
inkabb Magyarorszagon néptaplalkozasi cikknek tekinthetd. A Kolumbusz hajojan 1494-ben
behozott paprika Magyarorszdgon mar 1570-ben, Zrinyi Miklos nevelGanyja kertjében ismert
volt, és ezt kovetden a fiszerpaprikaként hasznalt hosszu tipus nagyon elterjedt. Ezzel szemben
az ,,¢tkezési paprika” tipusok csak a XIX. szdzad végén valtak ismertté, azonban specialitasuk és
kiemelked6 szerepiik kialakulasahoz viszonylag rovid id6, minddssze 100 év is elegendd Volt.
Hazankban valé megjelenését a torok megszallas elél menekiild bolgar kertészeknek
kdszonhetjlk, akik forradalmian j és jol kidolgozott termesztési technologidjukkal terjesztették

el az egész orszagban (Baléazs, 1994).

2.1.1. A paprika rendszertani besorolasa, fobb ndvényszervezettani és élettani

jellemvonasai

Az étkezési paprika a Solanaceae (burgonyafélék) csaladjanak tagja, ezen belil pedig a
Solanoideae alcsaladhoz, a Solaneae térzshdz, a Capsicinae altérzsh6z és a Capsicum
nemzetséghez tartozik (Bosland és Votava, 2012). Ebbe a nemzetségbe korilbeltl 30 ismert faj
sorolhatd, de az aktualis fajok szdma még mindig vitatott. A harminc faj nagy része vad tipusu,
csupan a C. chinense (kinai parika), a C. frutescens (cserjés paprika), a C. pubescens (sz6ros
paprika), a C. baccatum (bogyos paprika) és a C. annuum (kdzonséges paprika) fajok termesztett
valtozatai, fajtai valtak jelentossé és ismertté (Wing et al., 2013). Magyarorszagon valamennyi
étkezési és fiiszerpaprika-fajta a C. annuum fajba tartozik (Baldzs, 1994), mig a termesztett
étkezési paprika fajtatipusok ezen faj két f6 valtozatahoz, a C. annuum var. grossum és a C.
annuum var. longum-hoz sorolhatok. Az elébbihez tartoznak példaul a fehér toltenivalo (TV),

Kapia, paradicsom alakd, mig utobbihoz a hegyes erés paprika fajtatipusok (DélkerTESZ, 2012).
Vizsgalt két fajta fobb jellegzetességei:
I.  HO fajta:
A fehér toltenivalé (TV) paprikdk fajtatipusaba tartozik, kozepesen vastaghusu
(husvastagsaga 3-4 mm), sargasfehér, sima feliiletii, kupos alaka, 80-110 g bogyotomegii,
édes, zamatos iz{i és nem csipds termést hoz. Atlagos hossza 60-120 mm, vallszélessége

40-70 mm. Folytonos novekedésii, tovabba jellemzé még ra a tomor allag, a vékony héj és
az intenziv paprika illat (DélkerTESZ, 2012).



Il. Karpia fajta:

A Képia fajtatipusba tartozik, vastaghtsu (hlsvastagsaga 4-7 mm), s6tétzoldbol sotétpiros
szinbe érd, sima feliiletii, kapos alaka, amely 100-120 g bogyotomegl, intenziv édes izl és
nem csipés termést hoz. Hossza 60-120 mm kozotti, vallszélessége 40-70 mm, tovabba
jellemz6 még ra a tomor allag, a kozepesen vastag héj és az 6rolt paprika illat

(DélkerTESZ, 2012).

kapszaicin mirigyek

kdzponti oszlop
(placenta)

mag kapcsolodasi
helye
termésiireg

kiilsé (bor)

kozépso termésfal

belsé

terméscstics

1. Abra. Az étkezési paprika novény (A) (Anonym, 2008) és termésének felépitése (B)
(Bosland és Votava, 2012).

Az étkezési paprika ndvény és termésének altalanos felépitését az 1. abra szemlélteti. Termésik
az ugynevezett (felfujt) bogyotermés, amelynek fontosabb alkotorészei (1/B. abra) a termésfal, a
kdzponti oszlop a magokkal, az erezet, a csésze és a kocsany. Gazdasagi és termesztési
szempontbol a termés minden alkotérésze jelentés. Erdemes azonban kiemelni a termésfalat,
amely az adott fajtara jellemzd termésiireget adja és a bogyodtermés legfontosabb értékalkoto
része. A magokra jellemzO a lapitott vese alakzat, a sima felllet és a 3-4 évig tartd
csirazoképesség (Balazs, 1994; Bosland és Votava, 2012; Wing et al., 2013).

A hazankban szokvanyos technoldgiakkal termesztett C. annuum fajtdk egyeves novények,
amelyek novekedéséhez megfeleld fényt, vizet, hdét és tapanyagot kell biztositani. A
terméskdtéshez 5000 luxnal nagyobb fényerésség sziikséges, legaldbb napi 12-14 6rén at. Nagy
vizigény(i n6vényr6l van sz6, amely a talaj vizkapacitasanak 60-70%-0s telitettsége és 90-95%-
os relativ levegd paratartalom mellett terem optimdlisan. HoOigényét tekintve a kiillonbozd
fejlodési stadiumaitol fiiggden 255 °C az idealis. Tapanyagigényét tekintve nitrogénre,

foszforra, kaliumra, kalciumra, magnéziumra, mint makroelemekre és vasra, borra, rézre,
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manganra, mint mikroelemekre van a legnagyobb sziiksége. Fontos tovabbé, hogy a sziikséges
tdpanyag mennyiséghez is hozzajussanak a novényeke, az altaluk tolerdlt koncentracidban, igy
megkozelitdleg 1 ezrelékes tapoldat ajanlott a vizkultirds termesztés esetén, ami 25 g N, 19,7 g

P,0s és 73 g K,O-t jelent 100 liter vizben feloldva (Balazs, 1994; Bosland és VVotava, 2012).

2.1.2. Taplalkozas-élettani tulajdonsagai és gyodgyaszati felhasznalasa

Mivel az étkezési paprika fogyasztasa hazai szinten eléggé jelent6s (10 kg/f6 korili, és
vilagszinten is emelkedés mutatkozik), valamint kiemelked6 vitamintartalommal rendelkezik,

ezért hazankban fontos vitaminforrasnak tekintheté (Balézs, 1994).

1. Tablazat. A friss paprikék (beleértve a magyar, jalapeno, erds chili, sarga, zold és piros

édes paprikékat is) taplalkozas-élettani szempontbol fontosabb 6sszetevéi (Wing et al.,

2013)
. Mennyiség/ 100 g - Mennyiség/ 100 g
Osszetevok . ) RDA % | Vitaminok . ) RDA %
friss paprika friss paprika
Fehérje (9) 0,8-2 C-vitamin (mg) 44,3-183,5 73-306
Osszes lipid (g) 0,2-0,6 B1-vitamin (mg) 0,03-0,14 2,5-13,1
Szénhidrat (g) 5,4-9,5 B2-vitamin (mg) 0,03-0,09 2,5-8,2
Osszes élelmi rost (g) | 0,9-3,7 B3-vitamin (mg) 0,05-1,2 0,3-8,9
] Mennyiség/ 100 g o
Asvanyi anyagok _ ) RDA % | B5-vitamin (mgQ) 0,1-0,32 2-6,3
friss paprika
Kalcium (mg) 7-18 0,7-1,8 B6-vitamin (mg) 0,22-0,51 17,2-39,1
Vas (mg) 0,3-1,2 2,7-8 Folsav (ug) 10-47 -
Magnézium (mg) 10-25 3,2-8,1 Kolin (mg) 5,5-11,1
Foszfor (mg) 20-46 2,9-6,6 A vitamin (ug) 10-157 1-15,7
Kalium (mg) 175-340 8,75-17 B-karotin (1g) 120-670 2,4-13,4
Natrium (mg) 1-13 0,04-0,54 | a-karotin (ug) 15-39
Cink (mg) 0,1-0,3 1,1-25 B-kriptoxantin (pg) | 0-50
Lutein+zeaxantin
Réz (mg) 0,07-0,13 4,4-8,9 51-725
(H9)
Mangan (mg) 0,1-0,24 4,5-10,8 | E-vitamin (mg) 0,37-0,69 4,6-8,6
Szelén (ug) 0,1-2 0,2-3,6 K-vitamin (ug) 4,9-14,3 8,9-26

Az 1. tablazatban 0&sszefoglalva lathatdo a friss paprikdk fontosabb taplalkozés-élettani
Osszetevdinek atlagos mennyisége és hogy mekkora részét teszik ki az ajanlott napi bevitelnek
egy felndttre nézve. Zold hattérrel kiemeltem a jelentdsebb mennyiségben el6fordulod
Osszetevoket is. Tudva azt, hogy a tablazatban szereplé 100 g-nyi mennyiség egy kozepes

méretli édes paprikanak felel meg, mindkoziil kitlinik a szamunkra legfontosabb alkotorésze, a

10



C-vitamin (félkovérrel jeldlve), aminek mennyisége adott esetben a napi ajanlott bevitel 306%-at
is elérheti (Wing et al., 2013).

Més, az 1. tdbldzatban nem szerepl6, de igen fontos paprika komponensek a kapszaicinoidok,
amelyek tobb kapszaicin komponensbdl allo, csipdsségért felelos anyagok. Kis mennyiségben
(200-250 pg/bogyd) a nem csip6és paprikak is tartalmazzak, viszont a csipés fajtakban 1000 pg
felett fordulnak elé (Balazs, 1994; Bosland és Votava, 2012; Wing et al., 2013). Ezen
komponenseket az orvosi gyogyaszatban is alkalmazzdk, legfébbképpen, mint helyi
érzéstelenitoket és gyulladascsokkentOket. A modern Maja gydgyszerkdnyv egy felmérése
szerint tébb olyan gydgynovénykészitmény is tartalmazza a Capsicum spp. termésének husat,
amely kulonféle mikrobialis eredeti betegségek gyogyitasara szolgal. Valoszintileg ez is volt a
paprika domesztikaciojanak oka az Gshonos amerikaiak korében (Bosland és Votava, 2012;
Wing et al., 2013).

2.2. Az étkezési paprika gazdasagi jelentosége

A chili és az étkezési paprikakat vilagviszonylatban a fontos zéldségek kozott tartjak szamon és

a FAOstat (http://faostat.fao.org) 2015-0s adatai alapjan (2. abra) Iényegében folyamatosan

novekedd termelési tendencia mutatkozik 1970-t61 egészen napjainkig. A termelés mennyiségét

tekintve 2013-ban mar tdbb mint 30 milli6 tonnéat termeltek évente.
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2. abra. A termelt Chili és étkezési paprika mennyiségének alakulasa vilagszinten 1961-2013
kozott (FAOStat, 2015).

Europai viszonylatban is elsésorban novekvd termelési tendencia (2. dbra) volt tapasztalhato,
viszont nem figyelhetd meg az 1994 utdni, vilagszinten tapasztal gyors novekedés. A 2000-es

évektdl kezddédden pedig inkabb stagnalas tapasztalhatdé (2006-os évtdl eltekintve), mintsem
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lényegi novekedés. Mennyiségi szempontbol megfigyelhetd, hogy 2013-ban megkdzelitdleg a

vilag termelésének egytizedét az eurdpai termelés tette ki.

2.3. Talajkulturas és hidroponikus rendszerek jellemzése, szerepik a

paprikatermesztésben

A nagymennyiségl, kereskedelmi célokra szant étkezési paprikatermesztésben a talajkulturas és
egyre inkabb a hidroponikus, vagy méas néven talajmentes rendszerek az elterjedtek. Alkalmazott
még a hagyomanyos szabadfoldi termesztés is, de ez csokkend tendenciat mutat, mert gazdasagi
(pl. termésétlag szabadfoldi termesztésnél: 5-6 kg/m? talajkultiras: 8-9 kg/m? mig a
hidroponikus esetében: 12-14 kg/m? vagy akér ennél tobb is elérhetd) és agrotechnikai okokbol
(szerves tragyazas igénye, nagy kézimunkerd igény, nagy a korokozo és kartevd veszély, talaj
elsdsodasa, peszticidekkel vald szennyezettsége és kimerultsége) nem tud versenyben maradni
az elébbi két rendszerrel szemben (Baldzs, 1994; Bosland és Votava, 2012; Lantos, 2014;
Asaduzzaman et al., 2015). A kovetkezOkben csak a talaj- és a hidrokultiras rendszerek

targyalasara kerul sor.

2.3.1. Talajkultaras rendszerek

Mivel tobbféle valtozat, technikai kivitelezési forma létezik az étkezési paprika talajkultdras
termesztésére, ezért a tovabbiakban a leginkabb ismert, nagylizemileg hasznalatos megoldasok
kerllnek targyalasra.

Mindegyik technika esetében legels6 1épés a magok elvetése, amely leggyakrabban egy szaporito
ladaban 1évo talajba (esetleg kozetgyapot kockakba) torténik, amelyet altalaban meleghazi
korulmények kozott, gépi vagy kézi gondozassal nevelnek a megfeleld homérsékleti (fajtatol
fliggéen 25-30 °C), fény, valamint viz (k6zetgyapot esetében tapoldat) ellatottsag mellett 7-14
napig. Kovetkez6 1épés a palantanevelés, amely lehet tiizdeléses (7-10 hétig tartd, egyre inkabb
kiszorul6d), valamint tizdelés nélkiili (5-6 hetig tartd). Mindkét esetben a palantanevelés
torténhet szaporité ladaban, a palantaagy talajdban, valamint foldlabdadban (més néven
tapkockaban). Legelterjedtebb a tapkockas nevelés, ahol altaldban a tapkocka Osszetételébdl
adodoan tartalmazza a sziikséges tapanyagokat, de gyorsan hatdé mitragydk haszndlata esetén
iddszakos tapoldatozast is alkalmaznak. Ezt koveti a flités nélkiili hajtatds esetén a palantdk
edzése (az Uj kdrnyezethez valo szoktatas a palantanevelés utolso 10-12 napjaban), ami a fiitéses
hajtatasra szdnt ndvényeknél elmarad. Kovetkezd fazis a palantak eldkészitése €s gépi vagy kézi
tiltetése a termesztd 1étesitmények talajaba, ami a paprika esetében mdajus kozepére tehetd. A
Killtetés helyének a melegagyas, {iiveghazas és a mianyag boritasi (foliasatrak)
létesitményekben johetnek szOba, amelyekbdl a melegagyas és iiveghazas termesztés
12



kiszoruloban van a kis létesitési és tzemeltetési koltseggel bird foliasatrakkal szemben (Balazs,
1994; Lantos, 2014). Vegul a létesitmény talajaba vagy konténerekbe (zsakos, allo, fekvo
agykonténerek, stb.) atultetett palantdk nevelése kdvetkezik, amely komplex Okotechnikai
(id6jarassal  kapcsolatos eljarasok, talajmiivelés, novénytaplalas, novényvédelem) és
fitotechnikai (termékenyulés és érésszabalyozas, novényi részek eltavolitasa, rogzités) eljarasok

Osszességét jelenti (Balazs, 1994).

Az OKkotechnikai (talajmiivelést leszamitva), fitotechnikai eljarasok ugyan jelen vannak a
hidroponikus termesztésnél is, azonban magasabb fok( Uzemeltetési képességek és anyagi
befektetés sziikségesek a sikeres ilizemeltetéséhez, mégis eldnydsebb, mint a talajkulturas
termesztés. A talajkultiras termesztés sok régidban az intenziv monokultiras termesztés
kovetkeztében jelenlévo talajeredetli betegségek, a talaj vegyszeres szennyezettsége, elsésodasa,
kimeriltsége miatt nem alkalmazhat6 gazdasagosan (Jensen, 1999; Lin és Saltveit, 2012;
Asaduzzaman et al., 2015). lgaz, lehetséges a talajok metil-bromiddal (ami azonban nem
engedélyezett beltéri hasznalatra) vagy g6zzel valo fert6tlenitése (ami igen draga eljaras), de
biztonsagi és gazdasagi okok miatt ezek hasznalata kiszorul (Bosland és Votava, 2012) és egyre

inkabb a hidroponikus rendszerek nyernek majd teret.

2.3.2. Hidroponikus/talajmentes rendszerek

2012-es becslések szerint az meleghazban termesztett paprikak 80%-at talajmentes rendszerben
termesztették és valdsziniileg tiz éven beliil ez az arany eléri a 100%-ot. Hollandidban mar az
0sszes meleghazban termesztett, kereskedelmi eladésra szant paprikat kertészeti kdzetgyapotban
nevelik (Bosland és Votava, 2012).

A hidroponikus technoldgia gyakorlatilag a novények tapoldatban/tal (viz és mitragyak) valo
termesztését jelenti, ahol a gydkerek mechanikai stabilitasanak biztositasara hasznalhatnak olyan
(természetes €s/vagy mesterséges) termesztd kozegeket, mint a kdézetgyapot, vermikulit, zeolit,
perlit, homok, szalma, t6zegmoha, kokuszrost, fiirészpor, PVC-racsok, stb. (Balazs, 1994;
Jensen, 1999; Lin és Saltveit, 2012). A termeszté kozeget nélkiiloz6 rendszerek, masnéven a
folyadékos/vizes kozeget alkalmazo rendszerek harom f6 eljarasi modja ismeretes: a mély-vizes
eljaras (angol szakirodalomban: DFH - Deep Flow Hydroponics), a csorgedezteté modszer
(angol szakirodalomban: NFT — Nutrient Film Technique) és az aeroponikus eljaras (Jensen,
1999). Az étkezési paprika esetében a természetes szervetlen termeszté kozeg, azon beliil is a
kézetgyapot (k6gyapot) hasznalata terjedt el, amelynek f6bb eldnyei, hogy steril, inert, konnyt
és térfogatanak 97%-ban képes vizet tartani, mikozben még mindig képes megfelelé mennyiségii

levegdt is visszatartani (Bosland és Votava, 2012). Altaldban mar a magokat kis kézetgyapot
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kockékba fiiltetik, majd a megfeleld méret elérése utan nagyobb neveldkockdba rakjak at,
amelyek ha elérik a megfelelé palanta méretet, akkor beleillesztik ¢ket a meleghdz zart vagy
nyitott hidroponikus rendszerébe. Ott csepegtetéses modszerrel, direkt a gyokérhez juttatjak a
tapoldatot. Mivel bizonyos sok (ionos formaban) térben ¢és iddben valtozd aranyban a
gyokérzonaban felhalmozddhatnak, ezzel gatolhatjak a novény megfelelé ndvekedését és akar
gyokérrothadést is okozhatnak, igy sziikséges a folos tapoldat (Ugynevezett drénviz) eltavolitasa.
Nemrégiben még nagyobb mertékben hasznalatosak voltak a nyitott rendszerek, ahol a drénvizet
a kornyezetbe engedték, ezzel jelentds kornyezeti terhelést és koltségtobbletet okozva. Manapsag
azonban a zart rendszerek hasznalatanak iranyaba mutatnak az alkalmazasi tendenciak, ahol a
drénvizet részben vagy teljes mértékben tjrahasznositjak, miutan valamilyen modon (hékezelés,
kémiai fert6tlenitGszerek adagolasa, mikrosziirés) csiratlanitjak azt (Jensen, 1999; Nemes, 2007;
Savvas et al., 2007; Lin és Saltveit, 2012). A 3. abran lathatd egy ilyen zart hidroponikus
rendszer. A rendszer a tiszta vizet 4 kiilonb6z6 forrasokbdl kaphatja, amelyet egy viztartalyba
vezetnek a megfeleld homérséklet (keriilendd a til hideg viz hasznalata) elérése végett, majd a
viz sétartalmat az elektromos vezetOképességének (EC — electric conductivity) mérésével
allapitjak meg. A viz sétartalmanak ismeretében, valamint az idéjaras és a ndvény vegetacios
szakaszatol fliggben adagoljak hozza a folyékony mitragyakat (A-B tartalyok), amit az oldat
kémhatasanak mérése és - ha szilkséges - beéllitasa kovet, mert a n6vények csak a megfelelé pH-
ju oldatbdl képesek optimalisan felvenni a tapanyagokat. Az elkésziilt tApoldatot itt is tébbletben
adagoljak, akarcsak a nyitott rendszereknél, hogy a felhalmozodott sékat kimoshassak a

rendszerbdl.
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3. &bra. A zart hidroponikus rendszerek altalanos vazlata (Nemes, 2007).

14



A termesztd kozegbdl a drénviz a tulfoly6 tartdlyba keriil, ahonnan a kornyezetbe, vagy
fertdtlenitést és bizonyos mértékli sotalanitast kovetden visszakeriil a viztartdlyba. Manapsag
természetesen az ilyen rendszereket szamitogépek iranyitjak tobb bemeneti paraméter alapjan,
hogy precizen fenntartsdk a legmegfelelobb termesztési koriilményeket, mert ellentétben a
nyitott hidroponikus és meg inkdbb a talajkultiras termesztéssel, itt a valtozasokra joval
érzékenyebbek a ndvények. Ezért igen fontos az adagolt tdpoldat mennyisége, EC értéke,
valamint kémhatasa (Jensen, 1999; Nemes, 2007; Lin és Saltveit, 2012; Asaduzzaman et al.,
2015).

2.4. Endofita baktériumok

Ugyanugy, mint ahogyan az allatok vagy az ember is asszociacioban él baktériumokkal,

valosziniileg az 6sszes vad és termesztett névényben is élnek endofita baktériumok.

2.4.1. Definiciojuk és rovid jellemzésik

Az endofita baktériumokra szdmos definicié talalhaté a szakirodalomban, de legtdbbjuk
alapjaban gy hatirozza meg Oket, mint a névények belsé szoveteiben €16, betegségre utald
tineteket nem okozé szimbiontdkat. A gazdandvénnyel neutrdlis, mutualista vagy
kommenzalista viszonyban élhetnek (Bacon és Hinton, 2007), de foként a mutualista, a
gazdandvény szdmara kedvezo élettani hatasokat hangsulyozzak (Lodewyckx et al., 2002; Bacon
és Hinton, 2007; Ryser et al., 2009; Compant et al., 2010; Reinhold-Hurek és Hurek, 2011). lgaz
az is, hogy teljesen egységes meghatarozasuk nem létezik, mivel az elsé definicidjuk
(,,barmilyen szervezet, amely a ndvényi szovetekben eléfordul” De Barry, 1866) ota kiilonb6zd
kutatok kiilonbozoképpen, foként sajat perspektivajukkal ¢€s kutatdsi kontextusukkal

kapcsolatban hataroztak meg 6ket (Berg et al., 2014).

Kedvezé hatasuk foként az ltaluk termelt fitohormonoknak tulajdonithat6 biostimulacidban, az
altaluk nagyobb mennyiségben elérhetdvé valo tapanyagok révén a bio-trdgyazasban, valamint
az antibakteridlis anyagok es a szideroforok termelése révén a fitopatogénekkel szembeni
védelemben (biokontrollban) rejlik (Gaiero et al., 2013). Biostimulaciéra képes baktériumok
kozul leirtak példaul tébb Arthrobacter, Bacillus, Rhodococcus fajt és Pseudomonas putida
torzseket is, mig bio-tragyazasban példaul az Azospirillum fajok és a Pantoea agglomerans,
Achromobacter xiloxidans, Bacillus pumilus térzsek lehetnek kitiing példak (Gaiero et al., 2013).
Biokontroll torzsek pedig tobb esetben a Streptomyces, Bacillus vagy Pseudomonas
nemzetségek tagjai kozil kerdltek leirdsra, mint példaul a P. fluorescens Pf-5 és P. fluorescens
Q2-87 is (Bloemberg és Lugtenberg, 2001; Gaiero et al., 2013).
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Az altalanosan elterjedt definicidjukon sziikit Rosenblueth és Martinez-Romero (2006)
meghatarozasa, amely szerint csak azon baktériumok tekinthetok valodi endofita
baktériumoknak, amelyek feliiletileg fertdtlenitett novényi szovetekbdl szdrmaznak és a belsd
novényi szévetekben valo jelenlétiik vizualisan, mikroszkopos technikakkal is igazolhat6. Azon
baktériumokra, amelyekre az utobbi kritérium nem teljesul, a feltételezett vagy vélhetéen
endofita megnevezés ajanlott. Tovabba, a napjainkban végzett molekularis vizsgalatok
alatamasztjak a nem tenyészthetd endofitak nagy mennyiségben valo eléfordulasat is (Gaiero et
al., 2013). Erre a jelenségre két magyarazat ismeretes eddig (Muller és Ruppel, 2014). Egyikik
az ¢l6 de nem tenyészthetd (angol roviditése: VBNC) allapotban 1év6 endofita baktériumok,
vagyis olyan, akar hosszu tavon is nyugvé fazisban 1évé baktériumok, amelyek alacsony
metabolikus aktivitast mutatnak és nem osztédnak, viszont megfelelé koriilmények kozott
képesek feléledni ebbdl az allapotbol (Muller és Ruppel, 2014; Podolich et al., 2014). Ebbe az
allapotba valé atmenetiiket indukalhatjak kiilonb6z6 kedvezotlen kornyezeti koriilmények, mint
példaul a ndvényi immunvélasz is, amelyet ezzel a stratégidval elcsendesithetnek vagy
elkertlhetnek (Muller és Ruppel, 2014; Podolich et al., 2014; Mercado-Blanco, 2015). Ilyen
képességgel rendelkezd torzseket irtak mdar le endofitaként a kovetkezd nemzetségekbdl:
Methylobacterium, Alcaligenes, Ralstonia, Pseudomonas, Corynebacterium, Microbacterium,
Staphylococcus, Oceanobacillus, Bacillus, Brachybacterium, Brevibacterium, Kocuria,
Tetrasphaera (Thomas et al., 2008). A masodik eshetéség a nem megfelelé tapkozegek és
tenyesztési korilmények alkalmazésa, amit az is aldtdmaszt, hogy az ismert, kdrnyezetben é16
bakteridlis torzsek tobb mint felének vannak nem tenyészthetd képvisel6i (Muller és Ruppel,
2014).

Erdekes mddon megfigyelték, hogy sok bakterialis endofita sajatsagosan képes a novényi
sejteken beldl is megélni, sejtfal mentes, azaz az ugynevezett L-formaban is (Kamoun et al.,
1998; White et al., 2014). Azt is megfigyelték, hogy egyes gomba és bakterialis endofitak
képesek mutualista életmodbdl parazita életmodba is atvaltani (Senthilkumar et al., 2011; Gaiero
et al., 2013). Tovabba, érdemes még azt is megemliteni, hogy Ryser és munkatarsai (2009)
szerint vannak olyan élelmiszer eredetii humanpatogén baktériumok (Salmonella, E. coli
O157:H7), amelyek az elObbiekben ismertetett kritériumoknak megfelelnek, tehat a
meghatarozasok sz szerinti értelmezése alapjan Ok is endofitaknak, fakultativ vagy passziv

humanpatogén endofitaknak tekinthetdk.

Figyelembe véve és dsszegezve tehat az elobbi definicidkat, megfigyeléseket, igy hatarozhatok
meg a feltételezett (vélhetden, potencialisan) endofita baktériumok, mint feliiletileg fert6tlenitett,

tinetmentes, vagyis mikroszkoposan észlelhet6 tiineteket nem produkald, novények belsd

16



szoveteibdl detektalt mikroorganizmusok, fiiggetlenil a kimutatasi technikatol (hagyomanyos
tenyésztéses vagy molekuléris technikék). A valodi endofita megnevezes odaitéléséhez pedig az
elébbieken tal mikroszkopos bizonyitékok is sziikségesek a belsd ndvényi szovetekben valod

lokalizaciojukat illetden.

Eletmoédjukat tekintve harom f6 csoportba sorolhatok az endofita baktériumok. Elsé csoportot
képezik az obligat endofitdk, amelyek méar annyira alkalmazkodtak a bels6 novényi
kornyezethez, hogy a belsd ndvényi szoveteken kiviil mashol mar nem életképesek ¢és
feltételezhetden az ) ndvénybe vald atjutdsuk is a magokon keresztiil (vertikalisan), nem pedig a
kornyezetbdl (horizontalisan) torténik. A masodik csoportba a fakultativ endofitak tartoznak,
amelyek a kornyezetben (féként talajban, rhizoszféraban, de akéar a fold feletti szervek felliletén)
€16 baktériumok, de alkalomadtan képesek koordinalt fertézés révén kolonizalni a belsé ndvényi
szoveteket is. A harmadik csoportot alkoté passziv endofitak nem torekszenek aktivan a belsé
szovetek kolonizalasara, azonban ha véletlenszerli események, mint a ndvények biologiai
¢s/vagy fizikai sériilése folytan lehetdségiik nyilik erre, akkor kolonizaljak azt. Az igy bejutott
baktériumok azonban nagy valdszinliséggel kevésbé képesek versengeni a belsé szovetek
kolonizacigjaban, mert nem birtokoljak az ehhez szlikséges cellularis mechanizmusokat és

ezaltal talan kevésbé jarulhatnak hozzé a ndvényi ndvekedés serkentésehez (Gaiero et al., 2013).

2.4.2. Az endofita baktériumok névénybe valo6 bejutasa és vandorlasa

A 4. &bra jol szemlélteti a mezOgazdasagilag fontos novényekkel kapcsolatos
mikroorganizmusok korforgasat az 6koszisztémaban, amelyen latszanak az endofita mikrobék,
azon belil a baktériumok lehetséges forrasai, Osszetételbeli kiilonbségei, valamint f6bb

migracios utvonalai a névényben és a kdrnyezetben.

Az endofita baktériumok novénybe val6 bejutasa egyarant torténhet a névény fold feletti és fold
alatti részein keresztil, azonban leggyakoribbnak, els6dlegesnek (Lodewyckx et al., 2002;
Hardoim et al., 2008) és a legnagyobb mértékiinek a gyokereken keresztiil torténé behatolast
tartjak, mert legtobbjik jobbara a rhizoszférabol szarmazik (Compant et al., 2010). Tovabba, a
legtébb novény esetében a gyodkerekben taldlhatok meg nagyobb szadmban az endofita
baktériumok (Rosenblueth és Martinez-Romero, 2006), igy elészor a gyokereken keresztiil

torténd kolonizalast részletezem.
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4. abra. Mezb6gazdasagilag fontos mikroorganizmusok korforgasa az 6koszisztémaban

(Tikhonovich és Provorov, 2011)
Vastag nyilak — mikrobialis migraciok f6bb ttvonalai (fehér nyilak — kiilonboz6 fajta mikrobialis kozosségek
talakulasa; fekete nyilak — k6z0sségek specializacioja kétrészes/kétoldall szimbidzisokba); pontozott nyilak —
mikrobialis migraciok feltételezett Gtvonalai; gorbe nyilak — mikrobidlis kdzdsségek talajba keriilése allatokbol.

eltéro Osszetételiiek és forrasuak.

A rhizoszféra és a rhizoplan benépesitését kovetden egyes talaj eredetii baktériumok bejuthatnak
a gyokerek belsejébe és ott altalaban 10°-10" TKE/gramm koncentracioban elszaporodhatnak,
amihez természetesen specifikus tulajdonsagokkal (flagellumok, Nod gének, sejtfaldegradald
enzimek, méregtelenitd mechanizmusok, IV-es tipust pilusok, szilard fellleten val6 mozgas
képessege, LPS) kell rendelkezniik (Compant et al., 2010). Azt is megfigyelték, hogy a
kiilonb6z6 tapanyagokat tartalmazo ndvény - talaj feliilet kitiin helyszine a plazmidok altal
kozvetitett horizontalis géntranszfer folyamatoknak, amelyek hozzajarulhatnak a baktériumok
alkalmazkodasahoz és evoluciojahoz (Berg et al., 2014). Ez a tény nagyban hozzajarulhat a
rhizoszféraban ¢l6 baktérium (rhizobaktériumok) vagy akar fito-, esetleg huméanpatogén
baktériumok endofita voltanak kialakulasahoz is. A behatolasi folyamatok nem feltétlenul aktiv
mechanizmussal torténnek, ezért varhatoan barmelyik rhizobaktérium lehet endofita valamelyik
életszakaszaban. Az ilyen passziv penetracios bejutasi pontok lehetnek az (j gyoOkerek
megjelenési oldalain keletkezett repedések és a gyokércsucsok, vagy éppenseéggel karos
mikrobak, rovarok okozta repedések, sérulések (5/A. dabra). Ezzel szemben bizonyos
baktériumok aktiv penetracioval jutnak be, mint példaul a giim6képzé baktériumok (mint példaul
az Azorhizobium caulinodans, Bradyrhizobium japonicum, Burkholderia phymatum,

Cupriavidus taiwanensis és Frankia spp. torzsei), amelyek specifikusan alkalmazkodtak a
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gyokerrendszerbe valo bejutashoz (Compant et al., 2010). Ebben az esetben a giimOképzd
baktériumok a hajszalgyokereken keresztiil jutnak be a gyokérszovetekbe, amelyet kdvetden
indukaljak a gliméknek nevezett, specializalodott ndvényi szervek létrejottét. Ez a specialis
folyamat sziikséges a baktériumok szimbiotikus életviteléhez, ami a jelenlegi ismeretek alapjan a
novény altal kivalasztott flavonoidok, vagyis vegyi ingerek és mikrobidlis jelzések, mint a nod
faktorok, kozvetitésével torténik. Tovabba, az aktiv penetraciot és a novényen bellli mozgast
szintén befolyasoljak a flagellumok, pilusok, mobilitasi képesség, a sejtfaldegradald enzimek
kivalasztasa, amit példaul az Azoarcus sp. BH72 torzs genomvizsgalatai is alatdmasztanak,
valamint szamos kulonfele metabolikus Gtvonalért (mint pl. novényi poliszacharidok,
fotoszintetikus termékek metabolizmuséért), transzport rendszerekért felel6s gének is, amelyeket
endofita Klebsiella pneumoniae Kp342 torzson végzett genom vizsgélatok igazolnak (Compant
et al., 2010; Pereira et al., 2016). Az endofita baktériumok tehat aktiv, illetve passziv modon is
bejuthatnak a belsé gyokérszovetekbe, amiket megfigyelésekkel is alatamasztottak. Mihelyt a
baktériumok tuljutva az exodermiszen bejutnak a gyokér elsddleges kérgébe (cortex), az elsé gat
szdmukra az endodermisz sejtrétege, amelyen csak néhany olyan endofita baktérium tud taljutni,
amely képes sejtfaldegradalo enzimek szekrécidjara (5/A. abra).
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5. abra. (A) Az endofita baktériumok bejutasi pontjai a gyokéren keresztil és (B)
tovabbterjedesik a faedényeken at a ndvény fold feletti részeibe (Compant et al., 2010)

lgaz, egyes baktériumok passziv mddon is bejuthatnak, mivel példaul a periciklusbél induld
mellékgyokerek ndvekedése soran, vagy valamely karos baktérium, rovar, nematdda
aktivitasanak folytan az endodermisz sejtrétege megszakadhat és szabadda valik az ut a kozponti
hengerbe (5/A. abra). A kozponti hengeren beliil a faedényekbe vald bejutas a kovetkezd cél,

aminek elérését kimutattak mar rizsben a Herbaspirillum seropedicae Z67, valamint sz616tében
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a Burkholderia phytofirmans PsJN térzsre. Onnan pedig a névény barmely szervébe eljuthatnak
(Compant et al., 2010).

A bels6é gyokérszovetekbe, aktiv penetrécidval bejutott endofitdk indukélja a névény védelmi
mechanizmusait, minek hatasara a novény megerésitheti a sejtfalait vagy kiilonb6z6 anyagokat,
mint példaul gumit termelhet a kéregben vagy a faedényekben (Rosenblueth és Martinez-
Romero, 2006). Mésok azonban azt is megfigyelték, hogy ellentétben a névénypatogénekkel
szembeni novényi reakciokkal, az endofitdk esetében csak néhany védelmi mechanizmus
figyelhetd meg, amelynek okai valdsziniileg a mas fajta metabolitok termelésében ¢€s a termelés
mennyiségében rejlik. Tovabba arrol is beszamoltak mar, hogy a névények védelmi reakcioikkal

az endofita kolonizaciot szabalyozzak (Compant et al., 2010).

A gyo6kérbol torténd rendszerszintli endofita vandorlas soran a szérba és levelekbe elérhetik a
10%-10°> TKE/gramm friss névényi szovet siiriséget is, valamint vandorlasuk kétféle modon
torténhet: egyrészt a tdpanyagban gazdag sejt kozotti tereken, masrészt a faedények lumenjén
keresztiil (5/B. &bra). A legtobb megfigyelés ez utobbi utvonalrdl szamol be, valoszintileg azért,
mert a faedények nyitott vezetékek, ahol szabadabban vandorolhatnak, mint a sejtkozotti
terekben, ahol sejtfaldegradald enzimek szekrécidja is sziikséges a migraciohoz. Amint az 5/B.
abran is jol latszik, az erre képes néhany endofita baktérium kénnyen athaladhat a faedény
elemek kozti perforalt lemezeken. Ebben segitségikre lehetnek a flagellumok és/vagy a novény
parologtatasi aramlata (Compant et al., 2010).

Csak keves tanulmanyban figyelték meg a magok, viragok és termések talaj eredetii endofitak
altali benépesitését, tovabba természetes kortulmények kozott egyaltalan nem, vagy Kkis
mennyiségben (10%-10° TKE/gramm friss novényi szovet) mutattak ki idaig endofitakat
virdgokbol és termésekbdl. Ezt a tényt aladtimasztani latszanak az el6bbiekben is leirt
megfigyelések, amelyek azt sugaljak, hogy csak kevés talajb6dl szarmaz6 endofita és
mindenképpen csakis specializalodott torzsek képesek kolonizalni a ndvényi szaporitd szerveket,
valamint azokban talélni. Ennek ellenére helyszini vizsgalatok kimutattak, hogy még természetes
korilmények kozott is van nehany talajlaké endofita, amely képes az egész ndvényben
szétterjedni és végil a virdgokat és a termést is belakni (Senthilkumar et al., 2011), valamint kis

koncentraciojuk is elégséges a vertikalis transzmissziojukhoz (Compant et al., 2010).

Erdemes szot ejteni még az igencsak fontos kolonizacios feliileteket biztositd és endofita
baktérium forrasaként szolgalo filoszférarol is. A szar, levél, virdg és gyumolcs feliletein
keresztiil is bejuthatnak az endoszféraba az ott €16 epifita baktériumok (Compant et al., 2010).
Ezen epifita baktériumok lehetnek talaj, levegd vagy rovar eredetiiek (Tikhonovich és Provorov,

2011) is, igy akar humanpatogének (Salmonella, E. coli O157:H7) is internalizalédhatnak
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(Beczner és Bata-Vidacs, 2009; Ryser et al., 2009; Teplitski et al., 2009; Berger et al., 2010;
Ongeng et al., 2011; Deering et al., 2012; Martinez-Vaz et al., 2014). Itt is fontos megemliteni
az abiotikus vagy biotikus faktorok okozta szoveti sériiléseket, sebhelyeket, amelyek azon tul,
hogy bejutasi Utvonalat biztositanak, a kiszivargo ndvényi valadékok taplalékként is szolgalnak a
baktériumoknak (Senthilkumar et al., 2011). A mesterseges nyilasokon tul (sebek) a termeészetes
névényi nyilasokon keresztiil is elérhetik a bels6 szoveteket, szallito edényeket az endofitak és a
patogének. Ilyen természetes nyilasok a leveleken 1év6 sztomak vagy a szaron 1évoé lenticellak. A
termésekbe val6 bejutas a virdgokon keresztil is ismeretes, tovabba egy teljesen mas bejutasi
forma lehet a rovarok kozvetitésével torténd penetracié is (Lodewyckx et al., 2002;

Senthilkumar et al., 2011; Tikhonovich és Provorov, 2011).

2.4.3. Novénnyel val6 egyuttélésik és a névényre gyakorolt jotékony hatasuk

A legelterjedtebb szemléletek alapjan az endofita — névény kapcsolatok mutualista jellegliek
(Lodewyckx et al., 2002; Bacon és Hinton, 2007; Ryser et al., 2009; Compant et al., 2010;
Reinhold-Hurek és Hurek, 2011), ahol mindkét partner az egymasnak szolgaltatott elénydk
alapjan pozitiv médon keril kivalasztasra (Hardoim et al., 2008). A baktériumok a nagy
mennyiségben rendelkezésre allé tdpanyagokbdl (Hardoim et al., 2008), az extrém kornyezeti
hatasokkal (hdmérséklet, ozmotikus potencidl, ultraibolya sugarzas) szemben védelmezd és a
tobbnyire uniform kornyezetb6l profitalhatnak (Lodewyckx et al., 2002), mig a ndvények
ndvekedésiik serkentése vagy kiilonboz6 stressz hatasokkal szembeni ellenalld képesség terén
szerezhetnek elényoket (Hardoim et al., 2008).

Az endofitdk oldalarol megkozelitve ezt az egyiittélést érdemes megemliteni, hogy a belsd
novényi szovetekben (endoszférdban) az etilén szintjének baktériumok altali szabalyozasa
kulcsfontossagu stratégia a ndvény viselkedésének iranyitasaban, mivel barmilyen hatés, amely
befolydsolja a novény ezen stressz jelzéséért is felelds molekulajanak mennyiségét, jelentds
(pozitiv vagy negativ) hatéssal lehet a baktériumok tulélésére. Az egyik kulcsfontossagu kérdés
kedvezé modon befolyasolni endofita életmodjukat (Hardoim et al., 2008). Az eldbbiekre is
alapozva Hardoim és munkatarsai (2008) leirdasa alapjan a kompetens endofitdk csak azon
baktériumok lehetnek, amelyek birtokoljak az endoszféra kolonizacidjahoz és az abban vald

megmaradashoz sziikséges kulcs sejtmechanizmusok genetikai hatterét.

A novény oldalarol nézve ezt az asszociaciot elmondhatd, hogy az endofita baktériumok jelentds
hatassal lehetnek a novény novekedésére, egészsegere, a névény pedig a benne elszaporodo

baktériumok okozta kihivasokat molekularis mechanizmusok kifejlesztésével oldja meg. Ezt az
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utobbi megallapitast latszik alatamasztani, hogy tébb ismert (shr5i — ndvény és az endofita
interakciok kialakulasakor, a szignal transzdukcioban résztvevd egyik fehérjét kodold gén; etilén
jelatvitelért felel6s gének) és ismeretlen funkcioju, kandidatus gének expresszidja masképpen
torténik a ndvény — endofita baktérium egyiittélése soran. Ebbol pedig arra lehet kdvetkeztetni,
hogy a novény aktivan nyomon kovetheti az endofita kolonizacio kezdeti lépéseit és
valoszintileg segiti, vagy éppenséggel gatolja a baktériumok szaporodasat, attél fliggden, hogy az

adott baktérium szdméra hasznos-e vagy sem (Hardoim et al., 2008).

Attol fliggben, hogy az endofita baktériumok milyen modon fejtik ki kedvezd hatasukat a
novényre, két csoportba oszthatok: a novények novekedését, magok csirdzasat, terméshozam
noveléset direkt modon, eés az ugyanezt indirekt modon befolyasold, Ugynevezett biokontroll
bakteriumokra (Taurian et al., 2012).

NoOvényi névekedés serkentése direkt modon:

Az egyik legfontosabb ndvekedést serkenté mod az tgynevezett fito-hormonszer(i molekulak,
mint az auxinok, citokininek, gibberelinek, abszcizinsav, indol-3-ecetsav, jazmonatok termelése
és az etilén szintjének szabalyozasa (Taurian et al., 2012; Gaiero et al., 2013). Az etilént a
novény kiilonb6zé biotikus és abiotikus stressz hatdsokra valaszként termel és ami nagy
mennyiségben eléfordulva gatolja a DNS szintézist, ndveli a ndvény Oregedését, a levelek,
virdgok, termés vagy a magok elhullasat (Lodewyckx et al., 2002; Taurian et al., 2012; Gaiero et
al., 2013). Kis mennyiségben azonban éppenséggel serkenti szamos novényi faj ndvekedését. Az
etilén szintjének szabalyozasaban igen fontos az ACK-deamindz nevii enzim termelése, ami az
ACK-nak nevezett, etilén prekurzor molekula bontasa révén serkenti a novény ndvekedését
(Tyler és Triplett, 2008; Taurian et al., 2012). Megfigyelték tovabba azt is, hogy ez a hatas egy
masik bakterialis mechanizmussal is lehetséges, mégpedig az etilén bioszintézisében résztvevo

ACK-szintaz és/vagy beta-cisztationaz inhibicidja révén (Taurian et al., 2012).

A novények novekedése a kiilonbozé tapanyagok elérhetdségének ndvelése révén is serkenthetd,
melyek kozil a nitrogén, foszfor és a vas az egyik legfontosabbak. Ezen tapanyagok
elérhetdségének novelésében szamos NSEB-t irtak mar le (Taurian et al., 2012), mint példaul a
foszfor szolubilizaciora és mineralizaciora képes Achromobacter xiloxidans, Bacillus pumilus
fajba tartozd napraforgd izolatumok (Gaiero et al., 2013). A bioldgiai nitrogén kétésben, pedig a
giimOképzo6 baktériumok, a diaztordf Pantoea agglomerans és tobb Azospirillum, Azoarcus faj is
szerepet jatszik (Gaiero et al., 2013). Vegul pedig a vas elérhet6ségének, felvételének
novelésében szerepet jatszhatnak az olyan NSEB-k, amelyek képesek szideroférokat (pl.
piokelin, szalicilsav) termelni, aminek révén nagy affinitassal kotédnek a vashoz, ezéltal a

patogén mikrobdk szamara elérhetetlenné téve azt, ugyanakkor mobilizadlva a ndéveny vagy
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éppenséggel az NSEB-k szamara (Lodewyckx et al., 2002; Taurian et al., 2012; Gaiero et al.,
2013)

NoOvényi névekedés serkentése indirekt médon:

Az endofita baktériumok, tgy tiinik, képesek megelézni vagy csokkenteni a névénypatogén
szervezetek (gombak, nematddak, baktériumok, virusok és rovarok), toxikus anyagok okozta
kéros hatdsokat, és e keépessegiuk révén indirekt modon hozzajarulhatnak a novények
ndvekedéséhez (Lodewyckx et al., 2002; Tikhonovich és Provorov, 2011). Ezen endofiték
bioldgiai kontroll tevékenysége a tapanyagokert folytatott versengésben, az antibiozisban, a
parazitizmusban, a ndvény rendszerszintli rezisztencidjanak indukcidjaban (RRI) és a novény

méregtelenitésében nyilvanulhat meg (Tikhonovich és Provorov, 2011; Taurian et al., 2012).

2.5. Nyers novényi élelmiszerekkel terjedé6 humanpatogén baktériumok

A friss zoldségek, gyiimdlesok igencsak fontos Osszetevdi az egészséges étrendnek, valamint
szamos betegség elleni védelemben nyujthatnak segitséget. Ennek okan sok orszag egészségugyi
szervezete 0Osztonzi fogyasztasukat, azonban a nyersen fogyasztott zoldségekrél és
gyumolcsokrél bebizonyitottak, hogy hordozoi lehetnek olyan humanpatogén baktériumoknak,
amelyeket eddig az allati eredetii ¢lelmiszerekkel hoztak sszefliggésbe (Berger et al., 2010).
Sajnos az egyre nagyobb szallitdsi tavolsagok ¢és az ezaltal megnovekedett szallitdsi ido,
valamint a megnovekedett kereslet kovetkeztében eddig még nem mivelt, vagy az allattenyésztd
telepek kozelében 1étesiilé zoldség- és gyiimolestermeld teriiletek igencsak befolyésoljak a
termékek fert6zésének kockazatat (Deering et al., 2012). Ezt latszik alatdmasztani, hogy 2007-
ben az Eurdpai Unidban vizsgalt nyers termékek 0,3%-aban talaltak szalmonellat. A nyers
termékek okozta megbetegedések szama 0,7%-rol (1970-es évek) 6%-ra nétt az USA-ban az
1990-es évekre, ami a nyers termékek fertézésének valdos novekedését tiikrozi. A fert6zési
agensek tekintetében a jarvanyok 60%-aért bakterialis patogének voltak felelések (Berger et al.,
2010): a jarvanyok majdnem feléért valamilyen Salmonella szerotipus volt felelés (Berger et al.,
2010), azonban az E. coli 0157, Shigella fajok is jelentés mertékben, mig a Campylobacter
jejuni, Yersinia enterocolitica, Clostridium botulinum, Vibrio cholerae, Bacillus cereus vagy a
Listeria fajok ritkabban fordultak elé ilyen jarvanyok okozoiként (Beczner és Bata-Vidacs,
2009). Vivant és munkatarsai (2013) leirdsa alapjan azonban a genom és posztgenomikus
vizsgalatok alatdmasztani latszanak a L. monocytogenes talajhoz valé adaptacios folyamatait,
valamint nagyon sok talajmintabdl sikerilt izolalni ezt a baktériumot, ami ezen kdrokozé friss

zoldségekkel, gytimdlesokkel kapcsolatos egyre gyakoribb jovébeni el6fordulédsat sejteti.
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Azt is megfigyelték, hogy az endofitak szoros rokonsagi kapcsolatban lehetnek humanpatogén
baktériumokkal, vagy éppenséggel maguk is humanpatogének vagy opportunista
humanpatogének. Ezekre kivald példa tobb endofita Salmonella, E. coli 0157, Klebsiella
pneumoniae torzs, valamint az opportunista humanpatogén Burkholderia cepacia (Rosenblueth
és Martinez-Romero, 2006; Mendes et al., 2013). Az sem meglep6 tovabba, hogy bizonyos
ndvénybetegségekben effektiv biokontroll fajok, mint a Stenotrophomonas maltophilia, Pantoea
agglomerans vagy Burkholderia cepacia olyan opportunista humanpatogének, amelyek kitiinéen
versengenek a tapanyagokert, termelhetnek antimikrobas metabolitokat és antibiotikumokra is
rezisztensek lehetnek. Raadasul megfigyeltek mar olyan endofitakat is, amelyekben a patogének
virulencidjahoz szikséges gének is jelen voltak, ami kdnnyen magyarazhatja azt, hogy egyes
kornyezeti és Klinikai Klebsiella variicola, Pseudomonas spp. izoldtumokat nem tudtak
egymastol elkiloniteni. Joggal feltételezhetd tehat, hogy az ilyen tulajdonsagokkal felvértezett, a
novény védelmi reakcioit is talélé endofitak akar az emberi immunvalaszokkal szemben is

rezisztensek lehetnek (Rosenblueth és Martinez-Romero, 2006).

2.5.1. Epifita humanpatogén baktériumok

Bizonyitottan sok huméanpatogén baktérium adaptéalodott a talajban és vizben valo taléléshez, és
sokaig képesek fennmaradni a kicsirazott magokon, a gyokerek, levelek és termések felszinén az
ott €16 mutualista, kommenzalista jellegli természetes mikrobidtaval egyiitt. Amennyiben sikertiil
kotédnitik a feliiletekhez, biofilmet hozhatnak 1étre. Ez a felllethez hozzatapadd,
exopolimerekbdl allé6 matrix, amelyben beagyazddva a mikrobak aggregatumokat hoznak létre.
A biofilmben 1évd baktériumok poliszacharidok és fehéjék termelése révén tovabb fokozzak
kotoédésiiket a novényi feliiletekhez és egyre jobban kolonizéljak azt. A frissen fogyasztott
zoldségek, gylimolcsok feliiletén 1évd biofilmek idedlis menedékként szolgalnak a patogén
bakteriumok szamara, mivel a baktériumok mosas hatasara nehezebben lesznek eltavolithatok és
a fert6tlenitészerek hatékonysaga is csokken (Beczner és Bata-Vidacs, 2009; Ryser et al., 2009).
Ezéltal tehat jelentésen megnovekszik az ilyen jellegli élelmiszerek élelmiszerbiztonsagi

kockazata.

2.5.2. Endofita humanpatogén baktériumok

Amint az 6. abran is lathato, a termény gyakorlatilag a szant6f61dtol egészen az asztalig ki van

téve a mikrobas szennyezettségnek.

A patogének fobb forrasaiként szolgalhatnak maguk a magok, a fold, a tragya és az 6nt6zdviz is.
Az Ontoz6vizet szennyezhetik az aradasok, esetleg allattenyészté telepeken keresztll haladd
folyok, és az OntozOoviz Gjrahasznositasa is lehet a szennyezés oka. A betakaritas utan pedig
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foként a mosdviz, esetleg a kiilonb6z6 manualis vagy gépi kezelési 1€pések szolgalhatnak fert6zo

forrdsaként (Ryser et al., 2009).

A novénybe valo6 bejutési pontok (6. abra) gyakorlatilag megegyeznek az endofita baktériumok
esetében (részletesen lasd a 2.4.2. alfejezetben) felmeriilokkel, azonban a leggyakoribbak a
kovetkezOk: mellékgyokerek, csirdazd gyokocske, sztomak, lenticellak, trichomak, sebek,

zUzbdasok, hegek, virdg csészetaja és a vacokkehely (Ryser et al., 2009).

Szennyezo forrasok Bejutisi pontok
Permetezéses dntbzés Levelelf . Magok
Csepegtetéses dntdzés Sztomak Sebek

] Trichomak )
Tragya Hidatodak gombak,

. protozodk,
Gombak Virigok rovarok és
Protozoak Betakaritas elott Nektirmirigyek nematadak
R'm'aruk _ Vacokkehely
Nematodak Gyikerek

Termések Mellékgyikeér
Lenticellak Hajszalgyoker
Epidermisz

Mechanilcai kezelés

Tr'agas Sebek

Nyeses Zizédisok

Kimagozas o

e Betalkaritds Felilleti hegek
Kézi munkalatok kizben

L. Csészetaj (Calvx)

Hiités

Jeg

Vakuum
Feldolgozas

Szallitas . .

Mozgatis csatornikban Vagott felletek

Apritas Zuzodasok

Kockara vagas Betakaritds utin o

Saritis Felilleti hegek
Mechanikai sériilések Csészetsj (Calyx)
Kezi munkalatok

6. abra. Humanpatogén baktériumok transzmisszidjanak médozatai, valamint bejutasi pontjai
z6ldségekbe és gyimolcsokbe (Ryser et al., 2009; Wright et al., 2013)

A Dbetakaritds elott gyakori jelenség a patogének hajszalgyokereken, epidermisz sejteken
keresztiil torténd bejutasa (7. abra), amit az edényrendszerbe val6 behatolés és transzport kovet.
A filloszféraban jelenlévo kiilsé viaszréteg gat a bakterialis penetracioval szemben, mert betolti a

lenticellakat, lefedi a kisebb sériiléseket, viszont a komolyabb fizikai sériilések, kartevok okozta
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sebek a kutikuldn mar kénnyen a patogének internalizacidjahoz vezethetnek (Ryser et al., 2009;
Wright et al., 2013).

100pm

7. é&bra. Fénymikroszkoppal keszilt felvételek E. coli (Sakai)-val fert6zott spenot
gyokérmetszetekrol, a fertdzést kovetd 10. napon; A — fertdzott epidermalis sejtek (nyillal

jeldltek); B — fert6zott hajszalgyokér (Wright et al., 2013)

A 6. dbran szemléltetett betakaritas kozben és azt kovetéen felmeriild bejutasi pontokon tul
termény és a mosoviz kozti nagy homérséklet kiilonbségb6l adodhat, amelynek kovetkeztében a
termény hémérsékletének csokkenése lehet6vé teszi a feliileti hidrosztatikus, az atmoszférikus
erdk és a bels6 nyomads kiegyenlitddését, ezaltal elémozditva a viz és a benne 1€év6 baktériumok

terménybe valo6 behatolasat (Ryser et al., 2009; Deering et al., 2012).

A patogének bejutasaval kapcsolatban megemlitend6 az is, hogy a stressznek (szarazsagnak,
extrém hémérsékletnek, rovarfertdzottségnek és mas egyéb kedvezdtlen novekedési/kornyezeti
tényezOknek) kitett novények fogékonyabbak mind a ndvény, mind a huméanpatogének okozta
fert6zésekre (Ryser et al., 2009).

A belsd novényi szovetekbe torténd behatolasukat kdvetden a mikroba sejtek vagy lokalizaltan
maradnak, vagy az edényrendszeren keresztul elterjednek az egész ndvényben. Ez utdbbi
jelenséget figyelték meg a ludfiivet fert6z6, opportunista humanpatogén Pseudomonas
aeruginosa PA14 torzs esetén, de ugyanezt tapasztaltdk Salmonella enterica és E. coli O157:H7-
tel vald, aszeptikusan kezelt novények fertézése soran is (Ryser et al., 2009). Mennyiségi
szempontbdl Teplitski és munkatarsai (2009) leirasa alapjan a talajkulturas noévényekben az
endofita szalmonella populaciok elérhetik a 10%-10° TKE/g-ot is. A hidroponikus, laborat6riumi
korialmények kozott nevelt ndvények belsejében az enterdlis baktérium populaciok elérhetik akar
a 103-10° TKE/g-ot is (Teplitski et al., 2009).
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2.6. Novénnyel asszocialt baktériumok kélcsonhatasai a névényi endoszféraban

A novényekben €16  baktériumok

kolcsonhatésairol  keves  informécio
talalhatd a szakirodalomban, és foként
az epifitak viszonylataban vizsgalodtak
csak ez idaig. Ha viszont a jobban
tanulmanyozott rhizoszféréaval
kapcsolatos megfigyeléseket vesszik
alapul, talan kozelebb Kkerilink a
novényi endoszfera valdsadgdhoz is.
Ezek alapjan pedig feltételezhetjlk,
hogy hasonloképpen, mint a
rhizoszféraban, a ndvényi endoszféraban
is megjelenhetnek a jotékony hatéasu

(mutualista endofitak), a fitopatogén és

A
Niovekedés és fejlodés Tapanyag beszerzés

PN
Abiotikus stressz tolerancia Patogének elleni védelem

Immunvilasz

Elettan/metabolizmus
; A4

A rizoszféra
MIKROBI OTAJA

Novényi betegségek Elelmiszer-szennyezés

8. abra. A rhizoszféra kedvez6 hatasa ,,A JO”,
ndvénypatogén ,,A ROSSZ”, valamint
humanpatogén ,,A CSUNYA” mikrobainak

funkcidja és befolyasa a névényre (Mendes et
al., 2013).

a humanpatogén mikrobak, valamint
hatdsuk és befolyasuk mértéke is
hasonlo lehet a 8. &bran lathatdakkal. Tobben megfigyelték mar, hogy a fitopatogének, mint a
Pectobacterium carotovorum, a Wausteria paucula és az Erwinia carotovora a novényi sejtfal
degradacioja révén szén- és nitrogénforrashoz juttathatjak az olyan humanpatogéneket, mint a
Salmonella spp. és az E. coli O157:H7, ezaltal kedvezé kornyezetet teremtve szamukra a
fennmaradashoz, szaporodashoz és az internaliz&ciohoz is (Ryser et al., 2009; Teplitski et al.,
2009; Deering et al., 2012; Kwan et al., 2013). Ezt azonban nem lehet univerzalisan minden
fitopatogén baktériumrdl elmondani, tovabba egy bevasarlokdzpontban tett megfigyelés arra
vilagit ra, hogy a fitopatogének okozta terménypuhulasoknal kétszer tobb esetben mutattak ki
szalmonellat, mint az egészséges termények esetében, és a populaciok nagysaga is ezekben az
esetekben volt a legnagyobb (Teplitski et al., 2009). Ezen tilmenden Kwan és munkatarsai
(2013) olyan érdekességet is leirtak, hogy a P. carotovorum subsp. carotovorum ndvekedését
csokkentette és a kornyezetet elsavasitotta az adott terményen elszaporoddé S. enterica (ami
azonban az E. coli O157:H7-nél nem volt megfigyelhetd) és ezaltal csokkentette a
termenypuhulas tineteit. Ez a jelenség azért lehet érdekes, mert a terménypuhulés az egyik jele
lehet az élelmiszerbiztonsagi kockazatnak, azonban ha ezek a tlinetek csokkennek, a vasarlok

egészségesnek latszé terméket fogyaszthatnak, holott a termény esetleg patogénnel fert6zott.
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A jotékony hatdsu bakteriumok (mutualista bakterialis endofitak) - amint a 2.4.3-as alfejezetben
mar emlitésre kerllt - valosziniileg inkabb gatoljak, mint sem serkentik a human-, illetve
fitopatogének novekedését. Ezt az Altaluk termelt antibakteriadlis metabolitok, a névény
rendszerszintli rezisztencia-indukcidja, vagy az egyes tapanyagokért folyd versengés altal
fejthetik ki. Ezzel kapcsolatosan foként Enterobacter (E. asburiae, E. cloacae) és Pseudomonas
(P. fluorescens) fajok esetében szamoltak méar be a versengés altal S. enterica, E. coli O157:H7
és L. monocytogenes sejtekre Kkifejtett inhibiciordl (Tyler és Triplett, 2008; Ryser et al., 2009;
Deering et al., 2012).

2.7. Endofita baktériumok kimutatasara és izolalasara alkalmas modszerek

Az endofitak kimutatdsara alkalmas modszereket két f6 csoportba lehetne sorolni. Egyik csoport
a tradiciokkal bird, baktériumok kitenyésztésén alapuld, mig a masik a tenyésztéstdl fiiggetlen,
molekularis bioldgiai vagy szeroldgiai vizsgalatokon alapulé mddszerek. Azonban fiiggetlendl
attol, hogy milyen maodszerrel vizsgaljak az endofitakat, szinte elengedhetetlen a névények
feliileti fertdtlenitése abbol a célbdl, hogy a névények feliiletén 1évo epifita és mas mikrobakat
eliminalhassuk. A leggyakrabban alkalmazott fertdtlenitészerek kozott ismeretes a NaOCl (2-
10%), etanol (70-90%), H,0, (3%), perecetsav (0,03%) és a HgCl, (0,1%) is, amelyekbdl kettot
vagy tobbet alkalmaznak kombinacioban (Ryser et al., 2009). Ezen kemikaliak hatasanak
novelésére gyakran haszndlnak detergenseket (Tween 20 vagy 80) is. A fert6tlenitészerek 10
masodperc — 10 percig tarto (kemikaliaktol fiiggden) alkalmazasat kovetéen a mintakat tobbszor
atoblitik steril vizzel vagy pufferrel a maradék kemikaliak eltavolitasa céljabol. Idealisan ezen
fertdtlenitd eljarasok eliminaljak az Gsszes epifita mikrobat és a teljes endofita populacio €16 és
visszanyerhetd allapotban marad, azonban a gyakorlatban ez az allapot ritkan vagy taldn soha
nem érhet6 el, mert bizonyos mértékben az epifiték is tulélnek és az endofiték is elpusztulnak
(Ryser et al., 2009). A feliileti fert6tlenitésre alternativaként ismeretesek még a nyomason
(Scholander nyoméas bomba) vagy vakuumon alapul6 extrakcios technikak, amelyek a novények
edényrendszerébodl képesek kinyerni/izolalni a mikrobakat a fellletferttlenités alkalmazasa

nélkal is (Ryser et al., 2009).

2.7.1. Hagyomanyos, tenyésztésen alapulé mddszerek

Az endofitak kvantitativ vizsgalatdra a feliiletileg fertdtlenitett novényi szoveteket puffer
oldatban  manudlisan  (mozsarban) vagy gépileg (turmixgépben, sztomacherben)
maceraljak/homogenizaljak, majd higitasi sort készitenek beléle és ezekbdl szélesztenek a

megfeleld taptalajra (Ryser et al., 2009).
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A feliileti fertdtlenités utani centrifugalas is alkalmazott moédszer, amely viszont csak a
sejtkozotti folyadék Osszegylijtésére alkalmas puha novényi szovetek esetében (Ryser et al.,
2009).

Hasznalatos eljaras tovabba az ugynevezett direkt szOveti lenyomatozas is, amely soran a
fertotlenitett, kiilonb6zo vastagsagra szeletelt nGvényi metszeteket a megfeleld taptalaj feliiletére

helyezik, ranyomjak rovid idére (kb. 10 perc), majd azt kovetden inkubaljak (Ryser et al., 2009).

Ismeretes még az izolalt bakterialis endofitdk ismételt bejutdsdnak igazoldsara egy antibiotikum
rezisztencian alapuld, tenyésztéses vizsgalat is. Ebben az esetben az adott vad térzs legalabb ket
vagy tobb antibiotikumra rezisztens telepeit (mutansait) valasztjak ki, majd demonstraljak az
eredeti torzzsel valé fenotipusos hasonlosagait, és veégul bejuttatjdk az adott ndvénybe. Utolsd
1épésként megprobaljak ujra izolalni a megfelelé antibiotikumokat tartalmazd tapkdzegben
(Ryser et al., 2009).

2.7.2. Tenyésztéstol fiiggetlen mddszerek

Ezen modszerek kozott els6ként a PCR-alapy vizsgalatokat érdemes megemliteni, amelyekkel
legtobbszor a novénybdl kivont, genomidlis DNS-b6l szaporitjak fel a 16S rRNS gén egy
darabjat specifikus primerekkel. Ezek a primerek nem vagy kismértékben amplifikéaljak a
kloroplasztisz DNS-t, valamint nem vagy mas méretben, azaz elkiilonithet6 modon amplifikaljak
a mitokondrialis DNS-t. Az amplifikalas utan a PCR termékeket megszevenaljak (Shakya et al.,
2013). A felszaporitott 16S rRNS gén fragmentumok denaturdlé gradiens gelelektroforézissel
(DGGE) (Ryser et al., 2009; West et al., 2010; Hardoim et al., 2012b), termindlis restrikcios
fragment hossz polimorfizmussal (T-RFLP) (Reiter et al., 2002; Sessitsch et al., 2002; Ferrando
et al., 2012; Shi et al., 2014) val6 vizsgalata is alkalmasnak bizonyult az ismert endofitak
ndvényben vald jelenlétének igazolaséra. Tovabba alkalmazott még a felszaporitott 16S rRNS
gén fragmentumok klonozasat koveté szekvenalas is (Sessitsch et al., 2002; Ferrando et al.,
2012; Govindasamy et al., 2014; Shi et al., 2014).

Alternativ mddszer lehet a szeroldgiai technikak alkalmazasa. A technika Iényegében a teljes
bakterialis sejt vagy a sejtfal fehérjekomponensei ellen termeltetett antitestek kotédésén alapszik,
amelyet fluoroforos vagy kolloidalis arannyal vald jeldlés kdvet, ami mar fluoreszcens vagy
elektronmikroszkopias detektalassal lathatova teszi a baktériumsejteket (Gamalerlo et al., 2009;
Ryser et al., 2009).

A glikuroniddz (GUS) egy masik hasznos marker lehet a baktériumok ndvénybdl valo
kimutatasahoz. Ebben az esetben bejuttatjak a baktériumsejtekbe a B-gliikuronidaz enzim génjét,

ami aktivan expresszalodik a legtobb szervezetben. A megtermelt enzim egy kromogén
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szubsztratot hasit, ami kék vagy zold precipitatumként figyelheté meg a baktérium sejtben (Herd
et al., 1997; Ryser et al., 2009).

Az autoradiogréfias vizsgalatok is alkalmasak lehetnek ndvény-baktérium kdlcsonhatadsok
vizsgalatara. Ebben az esetben az endofita baktériumokat **C, >N vagy *P izotéppal kiegészitett
taplevesben tenyésztik, majd beoltjak veliik a ndvényeket €s késobb autoradiografidsan probaljak

detektalni 6ket (Ryser et al., 2009).

Manapsag igen gyakran hasznalt egyéb riporter gének az ugynevezett ,,GFP” gének, amelyek
z6ld, piros, sarga, esetleg mas szinben fluoreszkal6 fehérjéket (GFP, RFP, YFP) expresszalnak.
Ezen fehérjék konfokalis pasztazo lézermikroszkdpiaval (CLSM) val6 detektalasa akar direkt in
vivo modon is lathatova teszi az adott baktériumot (Ryser et al., 2009; Cardinale, 2014). A
modszer igen praktikus; elénye az in vivo vizsgalati lehet6ségben és az eléggé erds
jelintenzitasban rejlik, mig hatranyaként emlitheté meg a génbevitel koriilményessége és ennek

kovetkeztében az esetlegesen bekdvetkezd fenotipusos tulajdonsagok megvaltozasa.

A GFP génkazettas eljaras alternativajaként ismeretes (Thomas és Reddy, 2013; Cardinale,
2014) és egyre gyakrabban alkalmazott eljaras a Fluoreszcens In Situ Hibridizacio (FISH) és a
CLSM technikak egydttes hasznalata (Compant et al., 2011; Valm et al., 2011; Cardinale et al.,
2015). Az eljarashoz szilkseges a vizsgalni kivant baktérium 16S rRNS génszekvenciajanak
legalabb részleges ismerete, és sajnos nem alkalmas in vivo vizsgalatokra, azonban kevesbé
koriilményes az elOkészitése (nincs sziikség génbevitelre), nem jar az adott baktérium

fenotipusos tulajdonsagainak megvaltozasaval és in situ vizsgalodast tesz lehetove.

2.7.2.1. A FISH technika
A technika a komplementer nukleinsav szekvencidk teljesen permeabilizalt sejtekben torténd
specifikus hibridizaciojan alapul (Bisha, 2009), ahol a célszekvencidhoz kot6dé kis, 15 — 25
nukleotid hosszusagu szekvencia (az ugynevezett oligonukleotid préba vagy csak proba)
fluoreszcensen jeldlt, tehat fluoreszcens mikroszkopiaval vagy aramlasos citometriaval
detektalhatd (Wagner et al., 2003).

A cél szekvencia sok esetben az rRNS, amely genetikailag stabil, er6sen konzervalt és variabilis
régiokat is tartalmaz, valamint nagy kopiaszamban van jelen minden célsejtben. A konzervalt és
variabilis régidoknak koszonhetéen Ilehetséges olyan probak tervezése, amelyek képesek
rendszertani szinten differencialni a célsejteket. Mind az 5S, 16S és 23S rRNS hasznalhatd
diagnosztikai célokra, de a FISH probatervezéseknek leggyakoribb célpontja a 16S rRNS, mert
ezen szekvenciakbdl léteznek a specifikus probak tervezeéséhez elengedhetetlen legnagyobb
adatbazisok (Bisha, 2009).
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A prébakat in silico tervezik, gyakorlatilag az adatbazisokban 1évé ismert célszekvenciakhoz
valo illesztéssel, tervezesi (Probe design) és dsszeillesztési eszkdzoket (Probe match) hasznélva
az olyan programokban, mint példaul az ARB® (Ludwig et al., 2004; Bisha, 2009). A probék
fluoreszcens jelolésekor leggyakrabban direkt kémiai tton jelolik a probadkat az 5° végen egy
amino-linker segitségével, azonban ritkdbban a 3’ végen is jelolik terminalis transzferaz
alkalmazésaval. Tipikus fluoroforok a rodamin (Texas Red), a cianin festékek (mint Cy5, Cy3,
Cy7), vagy valamilyen fluoreszcein szarmazékok (6-FAM, FITC), amelyek altalaban erésebb
jelintenzitast eredményeznek. A fluoreszcensen jeldlt probak alkalmazasanak szamos elénye
van, amelybdl az egyik igen fontos a kiilonb6z6 gerjesztesi és emittalasi spektrumu fluoreszcens
festékek (fluoroforok) egyidejii hasznalatanak lehetdsége, amit ha a kiillonb6zé baktériumokra
specifikus probékkal kombinalunk, akkor lehetségessé valik tobb célsejt detektaldsa egy
mintdban (Bisha, 2009). Ezen tulmenden pedig, ha egy sejten beliil egynél tobb cél
szekvencidhoz hibridizalunk kiilonb6z6 fluoroforos jelolésti probakat, akkor lehetségessé valik

az Ugynevezett kombinatorikus jel6lés, amelynek sematikus vézlata a 9. abran lathato.

. Piros fluorofor
€. Z6ld fluorofor
L. Kék fluorofor
- Riboszoma
%3 Mikroba

Nagy nagyitdsu
részlet

Jelolt mikrobdk a
latomezdben

9. abra. A FISH soran alkalmazott kombinatorikus jel6lés sematikus vazlata (Valm et al.,
2011)

A FISH alapt vizsgélatok altaldban a kovetkezd 6t 1€pésbdl allnak: 1. fixalas, 2. elokészités, 3.
hibridizalas, 4. mosas és 5. mikroszkopos vizsgalat. A fixalasnak két célja van. Az egyik a sejtek
atjarhatova tétele a probak szamara, a masik pedig a nukleinsavak degradaciéjanak
megakadalyozasa. A fixald anyagok egyik tipusa a keresztkttéseket létrenozo formaldehid,
paraformaldehid (féként Gram-negativok esetében), alkalmazhatok még precipitalé anyagok is
fixalasra, mint az etanol vagy a metanol (féként Gram-pozitivok esetében), de ezek egymast

kovetéen is hasznalhatok. Az elOkészités soran (ha szlkséges) a Gram-pozitiv sejtek
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permeabilizaltsagat lizozimes kezeléssel ndvelik, majd a mintakat dehidrataljak (altalaban etanol
sorba valé meritéssel) és szaritjak. Ezt kdveti a hibridizalas, ami a probak célszekvencidhoz vald
kotodését jelenti szoros koriilmények kozott (sztringens — nagyfokd homolodgia a proba és cél
szekvencia kozott), amelyet a formamid koncentracié, homérséklet és a s6 koncentracio

valtoztatasaval lehet beallitani. A nem ko6t6dott probakat egy mosasi 1épéssel tavolitjak el (Bisha,

2009), végul az elkészilt prepardtumokat fakulas gatlé &gensek hozzaadéasaval vizsgaljék
aramlésos citometriaval, epifluoreszcens mikroszkoppal vagy CLSM-mel (Wagner et al., 2003).
Ez utobbinak elénye, hogy képes kiilon sikokban, fényszéras nélkiil is a jo mindségi
képalkotasra, tovabba haromdimenzios képek készitése is lehetséges a kilon sikokban eléallitott

felvételek dsszeillesztésével.

2.7.2.2. PCR — primer tervezési és ellenérzési médszerek
A PCR reakciok esetében altaldban két kiilon primer sziikségeltetik, amelyekkel meghatérozhat6
az amplifikalandé szakasz két vége. A miikodé képes és specifikus PCR reakcid érdekében pedig
koriiltekintéen kell megtervezni ezen primereket, amelyekhez a DNS polimerdz enzimnek
elengedhetetlentil szliksége van ahhoz, hogy folytatni tudja a templat szallal komplementer, Uj

DNS szal szintézisét. A primerek tervezese altalaban a kovetkezo f6 l1épéseket tartalmazza:

i. aprimerek helyének kivalasztasa
ii.  akotédési homérséklet (olvadasi hoémérséklet, Tm) beallitasa
iii.  onmagukkal vagy mas primerekkel valo kettds szalu szerkezetek kialakuldsénak
vizsgalata (Abd-Elsalam, 2003; Chen et al., 2002; Hyndman és Mitsuhashi, 2003; Suchi
etal., 2013).

Az emlitett 1épések kacsan pedig érdemes figyelembe venni néhany megfigyelést. Mindenekel6tt
ismerni kell legalabb annak a DNS szakasznak a szekvenciajat, ahova a primereket el szeretnénk
helyezni. Tovabba, ha az adott fajra specifikus pirmerek tervezése a cél, akkor rokon fajok
szekvenciéit is figyelembe kell venni a primerek elhelyezésekor, aminek kivitelezéséhez egy
szekvencia adatbazist érdemes létrehozni. Célszerii két konzervalddott régiot kivalasztani,
amelyek kozott a tavolsag altalaban 100-1000 bp. Az als6 hatér alatti tavolsagot a keletkezett
amplikonok vizualizalasi nehézsége miatt, mig a fels6 hatar felettit az amplifikacids nehézségek

miatt nem érdemes tervezni (Hyndman és Mitsuhashi, 2003).

A primerek hossza legalabb részben befolyasolja kotddés hoémérsékletét, idejét és
specifikussagat, ezért ezen jellemzéjiik igen fontos. Altaldban 15-30 bp hosszuakra tervezik,
mert 15 bp alatt nagyobb valoszintiséggel hibridizalnak a masodlagos kotéhelyekhez is, valamint

30 bp felett nagy eséllyel alkotnak kettés szala szerkezeteket 6nmagukkal (Abd-Elsalam, 2003).
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A kotédési homérsékletre még a primer szekvencidja, a s6 koncentracid, a primer koncentracio
és a denaturdld szerek jelenléte lehet hatassal (Chen et al.,, 2002). A primer szekvencia
tekintetében elmondhat6, hogy minél nagyobb a GC tartalom (GC%), annal magasabb a kot6dési
hémérséklet, ezért altalaban 50-60% kozo6tti GC tartalmd primereket terveznek (Chen et al.,
2002; Kumar és Chordia, 2015). Az optimalis kotddési hémérséklet altalaban 52-65°C mozog,
de nem ismeretlen 65-80°C kdzo6tti tartomany hasznalata sem, tovabba célszerti még, hogy a két
primer olvadasi hémérséklete nagyjabol megegyezzen (1-3, maximum 8°C-os eltéréssel) (Chen
et al., 2002; Suchi et al., 2013).

Igen fontos a guanin vagy citozin 4 vagy ennél tobbszori, egymas utani ismétlédésének
elkeriilése a primerekben, mivel ez el6segitheti az 6nmagukkal formalt Ggynevezett hajtl
szerkezetek kialakulasat. Két teljesen egyforma primer is kotédhet egymassal (homodimer
szerkezetek) ha megfelel6 komplementer bazissorrendeket tartalmaznak, tovabba az egyazon
reakcioban alkalmazott két kiilonboz6 primer kozotti komplementer régidk folytan is létrejohet
kettds szalu szerkezet (hetrodimer). Mind a harom szerkezeti lehetéség kialakulasat célszerti

minimalizalni (Chen et al., 2002; Hyndman és Mitsuhashi, 2003).

A fentiekben emlitett 1épések és megfigyelések alapjan sajat magunk altal vagy kiilonb6z6
bioinformatikai programok segitségével is megtervezhet6k a kivant primerek. Azonban a
magunk végezte tervezés esetén is szinte elengedhetetlen egy olyan bioinformatikai program,
mint példaul a MEGAG6 (Tamura et al., 2013), amelyel az illesztett szekvenciakat, egymashoz
hasonlithatjuk és kivalaszthatjuk a primerek megfelelé helyét. A szekvencidk illesztését a
MEGAG6 (Tamura et al., 2013) program ClustalW vagy MUSCLE (elényosebb) algoritmusaval
(Hall, 2013), a Guidance nevii (http://guidance.tau.ac.il/) internet alapl program o6t féle (koztlk a

ClustalW és MUSCLE) algoritmuséaval (Hall, 2013), vagy mas programok segitségével is
elvégezhetd. Ez tdbbi program elénye, hogy az 6t fajta illesztés mindségét ki is értékeli a
program ¢és igy kivalaszthatdo legmegfelelobb. Vannak azonban komplexebb és egyszeriibb
bioinformatikai programok is, amelyek a primertervezes munkasabb részeit megkonnyitik vagy

nagyrészt el is végzik. Ilyenek példaul a Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/

primer-blast/), Primer3 (http://primer3.wi.mit.edu/) vagy a PrimerQuest

(https://eu.idtdna.com/Primerquest/Home/Index) (Kumar és Chordia, 2015). Tovabba mind a

magunk, mind a programok tervezte primerek alkalmazhatosagat (Tm, mésodlagos szerkezetek
kialalkulédsanak esélye, specifikussaguk) ellenérizni Kkell in silico. Erre a célra kitiinden
alkamzhaté példaul az IDT SciTools (Owczarzy et al., 2008) egyik online eszkdze, az
OligoAnalyzer 3.1 (http://eu.idtdna.com/calc/analyzer). Ennek segitségével még a primerrel

homoldg szekvencidk is kikeresheték a GeneBank-bol, mivel beépitett BLAST (Altschul et al.,
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1990)  funkcioval is rendelkezik. Hasonléan  alkalmazhat6 ~a  NetPrimer

(http://www.premierbiosoft.com/netprimer/) program is (Chen et al., 2002; Kumar és Chordia,

2015). Végul pedig az in silico vizsgélatok alapjan legmegfelelébbnek tiinG primerek cél
szekvencidkhoz valo specifikus kotédésének rekcio kortlményeit a gyakorlatban célszerti
optimalizalni. A specifikussagot pedig mas rokon es nem rokon fajbdl szarmazo, nem cél

szekvenciak felhasznalasaval is érdemes leellendrizni.

2.8. Filogenetikai analizisek — torzsfak szerkesztési szempontjai és az alkalmazhatd

bioinformatikai médszerek

Elgvilagunk egységes rendszerezésére, osztalyozasara, az él6lények fenotipusos tulajdonsagai
alapjan mar Arisztotelésztdl kezd6édéen tobben tettek probalkozast (Ari, 2012), azonban a
legtobb él6lény, de kiillondsen a prokaridtak, nem rendelkeznek elegendd fenotipusos karakterrel
a hatékony 6sszehasonlitdo elemzések elvégzéséhez (Sleator, 2011). A molekuléris alapl
filogenetikai rendszerezes, amely ezt a korlatozast hatékonyan fel tudja oldani, az 1980-as
években kezdett fellendiilni, amikor a statisztikai és valdszinliségelméleti megkdzelitéseken
alapul6 algoritmusok fejlesztése elindult (Sleator, 2011; Ari, 2012). Ezek a mddszerek a modern
DNS szekvenalédsi technikdk fejlédésének koszonhetben mar DNS, RNS és fehérje
szekvencidkkal dolgoznak és a biologiai fajok, organizmusok, gének vagy fehérjék evolucios
kapcsolatait prébaljak megmutatni szamunkra filogenetikai torzsfak szerkesztése és analizise
révén (Sleator, 2011; Ari, 2012; Sleator, 2013). Megjegyezend6 azonban, hogy az analizisek
eredmeényeként kapott, az evollciot rekonstruald torzsfak helyessége sohasem bizonyithato teljes
mértékben, mivel jelenleg nem létezik olyan algoritmus, amely minden fajra és szekvenciara

tokéletesen illene (Ari, 2012), ezért a készitheto torzsfak csak megkozelitéseknek tekinthetok.

Ahhoz, hogy kiilonb6z6 fajok rokonsagi kapcsolatait vizsgalhassuk, eldszor is sziikségiink van a
vizsgalando fajok genomjéanak részleges vagy teljes nukleotid szekvencidira. Az analizishez
kivalasztott szekvenciak pedig evollcios rokonsagi viszonyban kell alljanak egymaéssal, azaz
kozos 6ssel kell rendelkezniiik és az ilyen szekvencidkbol allo géneket, fehérjéket, illetve
szabalyoz6 vagy nem kodolé DNS szakaszokat pedig homoldgoknak nevezik (Sipiczki, 2004;
Ari, 2012). Tehat, tobb faj evoluciés viszonyanak felderitésében homolog szekvenciakra van
szlikség és ezek foként a vizsgalt fajok egyedi, meghatarozott génjének vagy akar génjeinek
(multigén) szekvenciait (RNS-t, fehérjét vagy aminosavat kddol6 gének) jelentik, de manapsag
mar a fajok teljes genomi szekvencidit is egyre gyakrabban felhasznaljak (Sleator, 2011; Auri,
2012). Termeszetesen az is igaz, hogy nem csak ezen, hanem szamtalan mas molekularis adat
felhasznalasaval is levonhatok a fajok rokonsagi kapcsolatait illeté kovetkeztetések (Ari, 2012).

A teljes genom szekvencian alapul6 torzsfakészités megbizhatébb eredménnyel szolgél, mint az
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egy vagy tobb génen alapuld konstrukciok, mivel az egyes gének a kiilonb6z6 fajokban nem
mindig egyforman konzervaltak, azonban a teljes genom alapt filogenetikai analizisek joval id6
és pénzigenyesebbek (Sipiczki, 2004). Ezért, még napjainkban is az erésen konzervalt géneknek
megfeleld szekvenciak (filogenetikai markerek) elemzésére alapoznak, mint példaul az rRNS-t
kodold genszekvencidk, mivel ezek minden €16 szervezetben megtalalhatdak, valamint azonos a
szerkezetiik es funkciojuk (Sipiczki, 2004; Deak, 2006). Prokariotak esetében az rRNS kisebb
alegységét, a 16S rRNS-t kodold gén hasznalhat6 kitinéen, mint filogenetikai marker (Ludwig
és Klenk, 2005).

Ha rendelkezink homoldg gén vagy genek szekvencidival, akkor a helyes torzsfa elkészitéshez a
masodik fontos 1épés a megfeleld szekvencia illesztés, ami akkor jo, ha a homolog szekvencidk
egyes pozicioi is homoldgok, vagyis a hézagok (gap-ek) megfelel6 helyen vannak (Ari, 2012).
Az illesztési metddusok kozil a tdbbszords szekvencia illesztés (angolul: multiple sequence
alignment) gyakoribb az evolucids kapcsolatok levezetésében, szemben a paronkénti szekvencia
illesztéssel (angolul: pairwise sequence alignment). Ez azzal magyarazhat6, hogy vannak olyan
biologiai ~ szempontbdl  fontos  mintazatok/motivumok,  amelyek  két  szekvencia
Osszehasonlitdsdval nem fedhetdk fel, azonban tobb rokon szekvencia egyidejii 6sszehasonlitasa
soran igen (Gusfield, 1997). A tobbszorés szekvencia illesztésre, tobbféle algoritmus alapjan
miikodo, tobbféle program is létezik, amelyek koziil érdemes megemliteni a gyakran hasznalt
ClustalW-t (Thompson et al., 1994) és MUSCLE-t (Edgar, 2004), amelyek tobbféle gén
szekvencia illesztésére is alkalmasak. Tovabba ajanlott tobbféle programmal is illeszteni az adott
szekvencia gylijteményt, majd a kiilonboz6 illesztéseket egyesiteni az Ugynevezett meta-
illesztékkel (mint pl. a MCoffe) annak érdekében, hogy megbizhatobb illesztést kapjunk
(Posada, 2009). llyen, akar 6t kiillonb6z6 modszerrel vald illesztésre van lehetéség a Guidance

nevil (http://guidance.tau.ac.il/) internet alapd program segitségével, amely ki is értékeli az

illesztések mindségét (Hall, 2013). Vannak azonban csak bizonyos genekre specializalddott,
pontos és nagyteljesitményii illesztd programok is, mint a SINA (Pruesse et al., 2012) online

program is (http://www.arb-silva.de/aligner/), amely az rRNS gének illesztésére kitlinben

alkalmas.

Harmadik lépésként a torzsfaszerkesztési modszert kell megvalasztani, amelyek tdbbsége a
fenetikus (mas néven, algoritmikus vagy tavolsag alapu) és a kladisztikus (karakter-alapl vagy
torzsfa-keres6 vagy filogenetikus) modszerek osztalyaba sorolhatok (Sridhar et al., 2006). A {6
torzsfakészitési modszerek tekintetében az eldbbi osztalyba a Neighbor-joining, az UPGMA
(Unwieghted Pair Group Method using Arithmetic averages), mig utébbiba a Maximalis

Parszimonia (Maximum Parsimony), a Maximalis Valdszinliség (Maximum Likelihood)
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modszerek és a Bayes-statisztikan alapulo eljaras (Bayesian) tartoznak (Korsos, 2003; Rizzo és
Rouchka, 2007; Sleator, 2011; Ari, 2012; Sleator, 2013). Vizsgalataimhoz csak a Maximalis
Valosziniiség modszert (Felsenstein, 1981) alkalmaztam, ezért csak ez kerl rovid részletezésre a

tovabbiakban.

A Maximalis Valoészinliség modszer egy valosziniiségi modellen alapuld, karakter alapd
torzsfakeres6 modszer, melynek a kovetkezd paraméterei vannak: torzsfa topologidja és
aghosszai, valamint a nukleotid szubsztiticios modell paraméterei. Ezen mddszer alkalmazasa
esetén elsd 1épésként célszeri meghatarozni a hasznalandd nukleotid szubsztit(cios modellt,
aminek gyakorlatilag az adott szekvencia adatokhoz a lehetd legjobban kell illeszkednie és
azokbol becsiilhetd. A becslés ugy zajlik, hogy a hasznalt bioinformatikai program minden
szubsztitucids modellel és a mas paraméterek minden kombinaciojaval elkészit egy-egy torzsfat,
majd tobbféle modellszelekcios kritériumot alkalmazva, mindegyikre meghataroz egy
pontszamot (Rizzo és Rouchka, 2007; Posada, 2009; Ari, 2012). Megjegyezendd, hogy a
kiilonb6zé modellszelekeids kritériumok kiilonbozoképpen sulyozhatnak. Célszert ezért azt a
szubsztitacids modellt valasztani, amelynek a legkisebb a BIC (Bayesian Information Criterion)
pontszdma, mert ez megfelel annak a modellnek, amelynek maximalis az utdlagos
valoszintisége, ha mindegyik modellszelekcios kritériumnak egyforma a sulyozéasa (Posada,
2009). Végul a kivalasztott modellel kell elkésziteni a végleges torzsfat, amihez a visszatevéses
Ujra-mintavételezéses (bootstrap) analizist is célszerii végezni, mert igy vizsgalhatd az elkésziilt
torzsfa szerkezeti megbizhatosaga, reprodukalhatésaga (Hall, 2013). Altalaban 100-1000 kozotti
ismétlést alkalmaznak és a 70% megbizhatdsag alatti elagazasokat mar nem szoktak figyelembe
venni (Hall, 2013).

A filogenetikai torzsfak elkészitéséhez tobb ingyenes hasznalhat6 bioinformatikai program is
létezik, mint a PhyML 3.0 (Guindon et al., 2010) online program (http://www.atgc-

montpellier.fr/phyml/), amely a Maximalis Likelihood mddszerrel dolgozik, vagy a MEGA6

(Tamura et al., 2013) program, amely a fentebb emlitett modszerek kdzil a Bayesian kivételével
mindegyikkel és a Minimum-Evolution mddszerrel is képes dolgozni. Ez utobbi program

filogenetikai torzsfakészitési célbol torténd hasznalatat részleteseben Hall (2013) irta le.

2.9. A paprika bakterialis endofitaival kapcsolatos eddigi tudomanyos vizsgalatok és ezek
konkluzidi
Ebben a fejezetben csakis feliiletileg fertdtlenitett paprika noévénybdl szadrmazd endofita

baktériumokkal kapcsolatos tudomanyos kdzlemenyek kerllnek targyalasra.
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Rasche és munkatarsai (2006) a hiitési hémérséklet (6 majd 4°C) hatasat vizsgaltak in vitro két
melegkedvelé paprika fajta (Milder Spiral és Ziegenhorn Bello) tenyészthetd endofita
baktériumaira. A baktériumokat a szarbol izolaltak tenyésztéses modszerrel és strukturdlis
diverzitasukat 16S rRNS alapd T-RFLP-vel, tovabba a T-RFLP profilok dominans kdzosségi
tagjainak meghatarozasat 16S rRNS génkonyvtarak létrehozasaval végezték. A vizsgalatok
alapjan a hiités hatasara nagy heterogenitast figyeltek meg a kdzdssegek 0sszetételében, valamint
tovabb latszott igazolddni a fajta-specifikus kozosségek létezése. A Milder Spiral fajtabol
szarmaz0 izolatumok tdbbsége a nagy GC tartalmu baktériumok (Microbacterium sp.,
Micrococcus sp., Rhodococcus sp.) és a Firmicutes (Staphylococcus sp.) torzsbol kertiltek ki,
mig a Ziegenhorn Bello fajtabol izolaltak 93%-a Staphylococcus aureus és Bacillus sp.
(Firmicutes) voltak.

s

feltehetéen endofita baktériumot izolalt tenyésztéses modszerrel paprika szarbol. Ezekbol 23
dominans és egyben reprezentativ izolatum kerult kivalasztasra, valamint fenotipusos jellemzés
és rRNS gén alapl azonositasra. Ezen izolatumok a Ochrobacterium, Pantoea, Pseudomonas,
Sphingomonas, Janthinobacterium, Ralstonia, Arthrobacter, Clavibacter, Sporosarcina,
Acidovorax és Brevundimonas nemzetségekbe tartoztak. A 10°-10’ TKE/g koncentracidban
kolonizalni képes Pseudomonas rhodesiae PS4 és Pantoea ananatis PS27 torzsek szignifikansan
serkentették a palantdk novekedesét, 73,9% illetve 41,5%-kal novelték a gyokerek frissen mért
tdmegét, valamint kivaltottak a névény RRI-jét a Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria

ndvénypatogénnel szemben.

Sziderics és munkatérsai (2007) 6t darab Ziegenhorn Bello paprika fajtabol tenyésztéses
modszerrel izolalt ACK-deaminaz aktivitast mutatd torzs hatésat vizsgéltdk enyhe ozmotikus
stressznek Kitett és kontroll Ziegenhorn Bello paprikékban in vitro. A vizsgalt torzsek kozul négy
termelt indol-ecetsavat és ez a négy serkentette a novények novekedését, tovabba az
Arthrobacter sp. EZB4 és Bacillus sp. EZB8 torzsek csokkentették az abiotikus stressz hatasat a
novényekben. Ez utobbi megfigyelést két paprika gén (CaACCO - ACK oxidaz gén, CaLTPI —
nem specifikus lipid transzfer fehérje gén) feltl vagy éppenséggel alulregulacidjaval érték el a

torzsek.

Marasco és munkatarsai (2012) tradicionalis egyiptomi farmon termelt paprikdk gyoker-

endoszférajanak, rhizoszférajanak és a gyokerek kozvetlen kozelében 1évé talaj baktérium

kozOsségeit vizsgaltak, vizhianyos termesztési kortlmények kozott és Osszehasonlitottak a

miiveletlen talaj baktérium kozosségeivel. A DGGE vizsgalatok alapjan a baktérium kozosségek

szerkezete és diverzitasa eltért a kiilonbozé mikro-¢éléhelyeken, felhivva a figyelmet arra, hogy a
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novény altal meghatarozott, szelektiv nyomas nehezedik az egyes baktériumkozossegekre.
Ehhez hasonl6an a tenyészthet6 baktérium nemzetségek tekintetében is szintén eltéré eloszlast
tapasztaltak a kiilonb6z6 gyokérrendszeri frakciokban. Megfigyelték, hogy a Bacillus fajok
dont6 tobbsége az endoszférabol szarmazott (az endoszféra izolatumok 68%-at tette ki), mig a
rhizoszférat és a gyokér kozvetlen kozelében 1évé talajt Klebsiella fajok uraltak (61%, illetve
44%). Az endoszférdban a Bacillus fajokon kivil még Paenibacillus (30%) és Lysinibacillus
(3%) fajok fordultak elé. Az Gsszes izolatum 95%-a ndvényi ndvekedést és stressz rezisztencia
serkentd tulajdonsagot mutatott, kiilonos tekintettel a Bacillus és rhizoszféra torzsekre. Végul azt
is megfigyelték, hogy sivatagos koérnyezetben termesztve a paprika gyarapitotta a benne és a

kornyezetében 1évo novényi ndvekedést serkentd baktérium populaciokat.

Paul és munkatarsai (2013) Chili paprika gyokeréb6l, szarabol és levelébdl Osszesen 283
baktériumot izolalt, amelyek 44 telepmorfoldgiai csoportba voltak sorolhatdk, valamint az
izolatumok aranya 50%, 45% ¢és 5% volt az elobb emlitett szervek kozott. A 44 morfoldgiai
csoportot 14 genotipusha soroltdk rRNS génszekvencia vizsgélatok alapjan, amelyek kozil a
legtobb a Pseudomonas, majd a Bacillus és a Burkholderia nemzetsegekbe tartozott, de igen
sokszinli volt a mas nemzetségek palettaja is (Actinobacter, Arthrobacter, Enterobacter,
Escherichia, Kitasatospora, Pandoraea, Pantoea, Rhizobium, Ralstonia, Paenibacillus,
Serratia). Megvizsgalték az izolatumok patogén gombékkal (Alternaria panax, Botrytis cinerea,
Colletrotichum acutatum, Fusarium oxysporum és Phytophthora capsici) szembeni aktivitasat.
Az eredmények alapjan 22 izolatum gatolt legalabb egy gombat, tovabba a Bacillus tequilensis
(CNU082075), Burkholderia cepacia (CNU082111), valamint a Pseudomonas aeruginosa
(CNU082137 és CNU082142) torzsek mind az 6t patogén gombat gatoltak.

Xia és munkatarsai (2015) a kukorica, paradicsom, sargadinnye és a paprika novény tenyészthetd
bakterialis endofitainak diverzitasat vizsgaltdk a manapsag szokvanyos/konvencionalisan és
szigorlan biogazdalkodasi termesztési technikdk vonatkozasaban, valamint vizsgaltdk az
izolatumok novényi novekedest serkenté hatasat paradicsom magok beoltasaval. A
baktériumokat feliiletileg fert6tlenitett gyokér, hajtas (szar és levél), valamint magokbdl izolaltak
hagyomanyos tenyésztéses modszerrel, majd rRNS génszekvencia adatok alapjan azonositottak
oket. Osszesen 336 bakteridlis izolatumot azonositottak a négyféle ndvénybdl, amelyek 5
torzsbe, 58 kiillonbozd genotipusba és 32 fajba voltak sorolhatok, tovabba az 5 torzs koziil a
Firmicutes (55%) adta az izolatumok tdbbségét. A Shannon-féle diverzitasi index alapjan
Osszességében a gyokerekbdl és a hajtasokbol hasonld, mig a magokbdl szarmazé baktériumokra
a legkisebb értékeket kaptdk. Kiemelendd, hogy a biogazdalkodéasi technikdkkal nevelt

novényekbo6l tobb (239) és magasabb fokd diverzitast mutatd, mig a konvencionalisan
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termesztett ndvényekbdl kevesebb (97) és alacsony diverzitast mutatd baktériumokat sikertilt
izolalniuk, ami potenciélisan jelezheti a biogazdalkodasi gyakorlat endofita baktériumok
mennyiségére és diverzitasara gyakorolt pozitiv hatasat. A paprikdbol szarmazo izolatumok
relativ gyakorisdga a hajtasokban (0,02 konvenciondlis — 0,04 biogazdalkodas) volt a
legnagyobb, ezzel szemben a gyokerekben és a magokban hasonlé és joval kisebb volt a
gyakorisaguk (0 konvencionalis — 0,01 biogazdalkodas). Osszességében, a biogazdalkodasi
gyakorlattal termesztett paprikdkbol héaromszor nagyobb (0,02 konvencionédlis — 0,06
biogazdalkodas) volt a baktériumok relativ gyakorisaga, valamint a Shannon-féle diverzitasi
index is majdnem keétszer akkora ertéket (1,24 konvencionalis — 2,34 biogazdalkodas) mutatott.
Az 58 genotipus paradicsom magra kifejtett hatdsa alapjan 61% serkentette (legnagyobb
mértékben harom Bacillus, egy Brevibacillus és egy Burkholderia térzs) a novény névekedését

és 50-64%-uk novelte a biomassza akkumulaciot.

Wang (2015) doktori munkaja soran a savos ¢és a milanyag talajtakarasos talajmiivelést értékelte
szabadfdldon, konvenciondlis és bio, valamint jo és korlatozott viz-ellatottsagu étkezési paprika
termesztéshen két éven keresztil (2011 és 2012), tovabba vizsgélta a ndvények bakteridlis
endofita populacidit. Majd 2013-ban az izolalt endofita baktériumok kozil két Pseudomonas és
egy Bacillus thioparans torzzsel Ujra beoltotta az liveghazban, jo és korlatozott viz-ellatottsaggal
nevelt paprikakat, hogy felmérje a ndvények novekedésere gyakorolt hatasukat. A két évben
Osszesen 160 baktériumot izolalt, amelyek 57 egyedi fajba és 125 tdrzsbe tartoztak, valamint az
alabbi nyolc fajt mindkét évben sikertlt izolalni: Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus sp.,
Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, Bacillus pumilus, Bacillus safensis, Bacillus cereus és
Bacillus aryabhattai. Az izolatumok tébb mint 50%-a a Firmicutes torzsbe tartozott, melyet a
Proteobacteria 30% és az Actinobacteria torzs kovetett 10% részesedéssel. A leggyakrabban
eléforduld harom nemzetség a Bacillus, Pseudomonas és Enterobacter volt, 68, 18 és 15 darab
izoldtummal. Az eredmények tovabba azt sugalljadk, hogy a mezdgazdasigi gyakorlat
(konvencionalis vagy bio) évrdl évre, valamint a novények kis elhelyezkedésbeli valtozasai
szignifikansan befolyasoljak az endofita populaciokat. A kornyezeti tényezok tekintetében pedig
elmondhato, hogy a mezdgazdasagi gyakorlat, a talajmiivelés és a tobbi kornyezeti valtoz0 is
jelent6sen befolyasolhatja a bakterialis endofita populaciokat. Ez azt sugallja, hogy habar a
kiilonbozd termesztési rendszerekben nevelt novények endofita populdcidinak egy idében (egy
termesztési evben) valo felmérése hasznos lehet, az adott névény endofita diverzitasanak
felmérése azonban kevésbé lehet hatékony az egyik rendszer masikhoz viszonyitott erdsségének
megéllapitasaban. A vizellatottsag tekintetében fontos lehet, hogy milyen koriilmények kozott

értékelik az endofitakat, mert relative keves olyan torzset talaltak, amelyek mind a normalis,
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mind a hianyos viz-ellatottsagu korilmények kozott serkentették a novényi ndvekedést. Ennek
ellenére csakis ezen torzsek lehetnek potencialis jel6ltek a szabadfoldi alkalmazésra, mivel ott a
korulmények igen valtozoak.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. A baktériumok izolalasahoz felhasznalt paprika mintak

Az endofita baktériumok izolalasa talajkultdrasan és hidroponikusan termesztett édes étkezési
paprika (Capsicum annuum var. grossum) Karpia F1 és HO F1 hibrid fajtdkbdl, valamint a
termesztéshez hasznalt magokbdl tortént. A paprika novényeket a Szent Istvan Egyetem
Kertészettudomanyi Karahoz tartozé Soroksari Kisérleti Uzem és Tangazdasag termesztette
2012-ben.

3.2. A kisérletekben hasznalt baktérium torzsek

A kisérletek sordn a paprikdbol szarmazdé baktérium izoldtumokon kivil az aldbbiak
baktériumtorzseket hasznaltam: C. antarticum F1445/3 (sertéskaraj eredetii), E. coli ATCC 8739
(human széklet eredetii), E. coli SE/2-2/1 (baromfihls eredetii), E. coli SE/14-2/1 (t6kehus
eredetil), E. coli SE/4-2/Il (baromfihls eredetii), L. grayi CCM 4029", L. innocua 1010
(¢élelmiszer eredet(i), L. monocytogenes CCM 4699, P. fluorescens CCM 2115", P. mendocina
CCM 35907

3.3. Alkalmazott tapkozegek

* PGES (*N és/vagy *V) agar:

Pepton 59/l
Glikoz 19/
ElesztSkivonat 2,59/l
NacCl 59/l
Bakterioldgiai agar 15 g/l
*Nisztatin 0,19/
*Vitamin oldat 1 ml/l

*- esetenként autoklavozas és 50 °C-ra vald visszahiités utan a tapkozeghez adagolva

= WL (Wallerstein Laboratory) (*V) nutrient agar (Atlas, 2010):

Eleszt6kivonat 4 g/l
Pepton 59/
Glikoz 50 g/l
KH,PO, 0,55 g/l
KClI 0,425 g/l
cacCl, 0,125 g/l
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MgSO, 0,125 g/l

FeCl; 0,0025 g/l
MnSO4 0,0025 g/l
Bromkrezolzold 0,022 g/l
Bakterioldgiai agar 159/l
*Vitamin oldat 1 mi/

*- esetenként autoklavozas és 50 °C-ra valé visszahiités utan adagolva

= VRBL (Violet Red Bile Lactose) agar: koliformok kimutatasara alkalmas szelektiv

taptalaj (Biokar Diagnostics - Solabia group, Franciaorszag)

= ALOA kromogén agar: L. monocytogenes kimutatdsara alkalmas, szelektiv
differencial6 taptalaj (Microgen Bioproducts Ltd., Egyesilt Kiralysag)

= Chromocult® koliform agar: kéliformok és E. coli kimutatédséra alkalmas szelektiv
differencial6 taptalaj (Merck KGaA, Németorszag)

3.4. Alkalmazott oldatok

= Nisztatin oldat:
Nisztatin 25 mg/ml
Oldoszer - DMSO

Csiramentesités - sz{irés 0,22 um poérusatmérdji sziirén

* Vitamin oldat:

Folsav 0,002 g/l
Biotin 0,002 g/l
Ca-pantotenat 0,4 g/l
Inozit 29/l
Nikotinsav 0,4 g/l
p-amino-benzoesav 0,2 mg/l
Piridoxin HCI 0,4 mg/l
Tiamin HCI 0,4 mg/l
Riboflavin 0,2 mg/l

Oldoszer - desztillalt viz
Csiramentesités - szlirés 0,22 um porusatmérdjii sziirén
= Tris-EDTA (TE) puffer [pH 8]:
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Tris-HCI 10 mM
Na,-EDTA 1mM

Oldészer - desztillalt viz

10x Tris-Borsav-EDTA (TBE) puffer [pH 8]:

Tris base 108 g/l
Borsav 55 g/l
Na,-EDTA (0,5 M) 40 ml

Oldészer - desztillalt viz

Lizozim oldat:
Lizozim enzim (Sigma-Aldrich, USA) 3,5U/ul
Oldoszer - Lizozim puffer

Lizozim puffer [pH 8]:
Tris-HCI 50 mM
Na,-EDTA 10 mM

Olddszer - desztillalt viz

Etidium-bromid térzsoldat:
Etidium-bromid (Carl Roth GmbH + Co., Németorszag) 10 mg/ml

Olddszer - 96%-o0s etanol es desztillalt viz 1:1 aranyu keveréke

Fixalo oldat (névényi mintak fixalasahoz): 4% (v/v) formaldehid 1x PBS pufferben

oldatban

10x PBS puffer [pH 7,4]:

NacCl 80 g/l
KCI 29/l
Na,HPO, 14,4 g/l
KH,PO,4 2,4 g/l

Oldészer - desztillalt viz

Formamid oldat: molekularis biologiai mindségli, tisztasaga > 99,5%, (Sigma-
Aldrich, USA)

Formaldehid oldat: 35% (w/v) metanollal stabilizalt (Acros Organics BVBA,

Belgium)
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3.5. Egyéb anyagok
= Agar6z gelek:
A sziikséges mennyiségli agar6zhoz (SeaKem, Lonza Rockland Inc., USA)
hozzaadtam a megfeleld6 mennyiségi 0,5x TBE oldatot, majd teljes
oldddasig tartdé melegitést alkalmaztam és etidium-bromid hozzaadasat
kovetden talcaba ontottem.

* Molekula méret markerek agar6z gélelektroforézishez:

— DNA Molecular Weight Marker VI. - RAPD-PCR analizishez (F.
Hoffmann—La Roche Ltd., Svajc)

— 100 bazisos molekulalétra - PCR analizishez (New England Biolabs®
Inc., USA)

* Futtato festék gélelektroforézishez (10 ml-re megadva):
Szacharoz 5¢

Nap-EDTA (50 mM, pH8) 1 ml

Bromfenolkék indikator 10 mg
SDS (10%) 10 ul
Destztillalt viz 10 ml-ig

- Csiraztatd papir: 120 g/m? (Ko-Sza Papir Bt., Magyarorszag)

= DNS izolald kit tiszta tenyészetekhez:

Master Pure™ Complete DNA and RNA Purification Kit (Epicentre
Technologies Corp., USA)

*  PCR termék tisztito kit:

PCR-Advanced™ PCR Clean Up System (Viogene BioTek Corp., Tajvan)

= PCR termék gélbdl valo kivonasara alkalmas kit:

Gel Advanced™ Gel Extraction System (Viogene BioTek Corp., Tajvan)

* Bakterialis DNS izolalo kit névényi sz6vetbdl torténd kivonashoz:

PowerSoil® Pro DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories Inc., USA)
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= Fakulast gatl6 oldat fluoreszcens mikroszkopos vizsgalatokhoz:

Citifluor AF1 (Citifluor Ltd., Egyesilt Kiralysag)
3.6. Modszerek

3.6.1. Mintavétel és a feltehetoen endofita baktériumok izolalasa

A palantakbol, novényekbdl és az tltetéshez hasznalt magokbol a mintavétel a 8. tablazatban
lathatd idOpontokban tortént feliileti fertdtlenitést kovetden. A tablazatban a ndvények
vegetacids szakasza és pontos kora is lathatdé. Minden palantazashoz hasznalt magfajtabdl és
paprika novényfajtabol, illetve mindegyik novényi szervbol (gyokér, szar, levél, termés) két
parhuzamos mintavétel tortént. A feliilleti fert6tlenités és a baktériumok izoldldsa (a

tovabbiakban ,,izolatumok™) az al&bbiak szerint valdsult meg.

A magok és a novényi szervek (kiilon a gyokerek és kiilon a zold szovetek) fertdtlenitésének

menete:
a. minta fert6tlenitése 70% etanolban, 1 percig tarté razogatas mellett,

b. a minta fert6tlenitése natrium-hipoklorit oldatban (3,4% natrium-hipoklorit, 0,1% Tween

80) 10 percig tartod keverés/razogatas mellett,
C. aminta Ujabb fertdtlenitése 70% etanolban 1 percig torténd rdzogatas mellett,
d. aminta Oblitése steril csapvizzel, 6t alkalommal.

A fertOtlenitett magok aszeptikus koriilmények kozotti félbevagasat, valamint a kiillonbozo
novényi szervekbol vald kis darabok levagasat kovetéen a baktériumok tenyésztése 3 ml,
nisztatinnal (0,1 g¢/l) kiegészitett steril PGES taplevesben (PGESN) tortént 251 °C-0s
kémcsoforgatd készulékben (ROTOMIX Type 2114, MTA KUTESZ) 7 napig aerob
korilmények kozott. A szaporodast mutatd kémcsovekbdl egy kacsnyi keriilt kiszélesztésre
PGES taptalajokra, amelyekrdl a 25 °C-on 3 napig torténd tenyésztést kovetden a kiilonbozo
telepmorfologiat mutatd telepek keriiltek izoladlasra. Az egyedi telepekbdl készitett tiszta
tenyészetek PGES ferde agarra kerlltek atoltasra, amelyek tarolasa a vizsgalatok megkezdéséig
steril parafin olajjal lefedve 4 °C-on tortént. Az izolatumok hosszu tavu fenntartasa 20% glicerint
tartalmazo PGES levesben valosult meg -80 °C-on.

3.6.2. Az izolatumok fenotipusos jellemzése

Az izoldtumok jellemzésére polifazikus megkozelitést alkalmaztam, amely sordn minden

vizsgalatot 24 Oras, PGES agaron aerob kortlmények kozott felszaporitott tenyészetekkel
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vegeztem. A fenotipusos jellemzés soran a makro-morfologiai tulajdonsagok megfigyeléséhez a
WL Nutrient (Atlas, 2010) és PGES agarokra kiszélesztett izolatumokat 25 °C-on 1-3 napig
inkubaltam, majd értékeltem. A gyengén szaporodd izolatumok esetében a taptalajokat
kiegészitettem vitaminoldattal is (lasd 3.3.), igy ezek esetében PGESV és WLV taptalajokat
alkalmaztam. A kovetkez6 1épésben megvizsgaltam valamennyi izolatum szaporodasi
képessegét koliform szelektiv VRBL agaron 37 °C-os 2 napig tartd inkubalast kovetéen. A
mikro-morfoldgiai jellemvonasok vizsgalatahoz fénymikroszkopot és metilénkékes festeést
alkalmaztam, mig a Gram-pozitiv izolatumok spérazasi képességét faziskontraszt mikroszkdppal
vizsgaltam (BH2-RFCA, Olympus), minimum 3 napos tenyészetb6l. A Gram-szerinti
differencialast a KOH oldatos sejtfal lizis modszerével végeztem (Carlone et al., 1982). Az
eredmények dsszehasonlitasa elétt az izolatumokat a Gram-szerinti differencialés alapjan Gram-
pozitiv és Gram-negativ csoportba rendeztem. Ezt kovetden az eredményeket szamszerisitettem
és a STATISTICA 10 (StatSoft Inc., USA) program Kklaszteranalizisének alkalmazasaval
Osszehasonlitottam. Az eredményként kapott fenogramokon az izolatumok egymashoz
viszonyitott rokonsagi kapcsolatai kertltek bemutatésra.

3.6.3. Altalanos molekularis modszerek

A polimeraz lancreakcidk soran alkalmazott 6sszes primer és primerpar a 2. tdblazatban, mig a

specifikus PCR reakcidk leirdsai a 3. tAblazatban lathat6ak.

2. tablazat. A munka soran alkalmazott oligonukleotid primerek listaja

Alkalmazés Primer Primer szekvenciaja 5°— 3’ Ar:npllkon Referenciak
méret (bp)
M13 GAGGGTGGNGGNTCT valtozo gg?s)a” etal,
RAPD-PCR (Andrighetto et
D8635 GAGCGGCCAAAGGGAGCAGAC | valtozo A 0(?1)
Eza‘fe‘gonsaseci s | PST ACGATCCGTAACTGGTCTGAGA ||, (Belak et al.,
i gsp Ps-r CCACTGGTGTTCCTTCTTATATC | 2014)
;2‘;5 d%en:‘;(;?s Laps TGGCCGAGAACCAGTTCCGCGT |, (Aiit Tayeb et
, PP | Laps27 CGGCTTCGTCCAGCTTGTTCAG al., 2005)
esetében
(Edwards et
égfn:ZNi gﬁ: ECE 27f AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 1467 Z‘t' 'Allgigéfde”
nely baxtenu 1492r TACGGYTACCTTGTTACGACTT 1o 199
esetében Weisburg et
al., 1991)
(Shakya et al.,
rmcly baictériam | 10701 | TCAGCTCGTGTYGTGARA | 0 (Edonrds
ey 1492r TACGGYTACCTTGTTACGACTT
esetében al., 1989; Eden
etal., 1991;
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Weisburg et
al., 1991)
21f/1492r-¢l 519f CAGCAGCCGCGGTAATAC szekvencia
amplifikalt 16S )
rRNS gén teljes e
. szekvenalas | (Nordentoft et
szekvenalasahoz g
, . mindségétol | al., 2011)
hasznalt primerek, 926r CCGTCAATTCCTTTGAGTTT filggden
barrpely baktérium 1200-1467
esetében
C. hispalense Jelen
FPBSKK1specifikus | Chr22F TGCGTGTCTTGAGTGAGGTTGA | _ o dolaozatban
PCR (célgén: 16S Chr818R | TACGGTCACCGACTTCAGGTAC ter\?ezve
rRNS)
E' Spi'ﬁ':PBf(':ES Pse393F | GCCGTTGGGTACCTTGAGTA 726 j‘?f';zatban
PeCIHiius Pse618R | GCAGCACCTGTGTCTGAGTT 9
(célgén: 16S rRNS) tervezve
- 9" is659R | CACTCCAGTCTTCCAGTTTC g
(célgén: 16S rRNS) tervezve
s Ec/Sh473R
SE'eCC(;]['i/l(iZ'gg'F‘:‘ 27f AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 466 jelen
pect’ Ec/Sh473R | AAAGGTATTAACTTTACTCCCT dolgozatban
(célgén: 16S rRNS) {ervezve

A piros szinnel jel6lt nukleotid a degeneraltsagot mutatja.

3. tablazat. A PCR reakcidk soran alkalmazott primerparok, komponensek és reakcid

korulmények

Reakciok korilményei Reakciok komponensei
Primerpar | Kezdé Végsé Tag/
Denat. | Prkotés | Lanch. Mag. dNTP | Pr.
Denat. lanch. Puffer
25 ciklus
Ps-f
. 95°C/ | 65°C/ 72 °Cl/ 0,25 uM
s-r
95°C/ | 1p 30 mp 30mp | 72°C/
5p 35 ciklus 3p
Laps 0,6 U/
95°C/ | 55°C/ 72 °Cl/ 0,7mM | 0,1 mM | 0,2 uM
Laps27 1x
10mp | 20mp 50 mp
35 ciklus
27f 95 °C/ 72 °C/
95°C/ | 58°C/ 72 °C/ 0,25 uM
1492r 4p 1p
30 mp 1p 1p

Jelmagyarazat: Kezd6é Denat. — kezdé denaturalds; Denat. — denaturalas; Prkotés. — primerk6tédés; Lanch. —
l&nchosszabbités; Végsé lanch. — végsé lanchosszabbitas; Mg. — MgCly; dNTP — dNTP; Pr. — primer mennyisége
primerenként; Taq — Taq polimeraz (New England Biolabs® Inc., USA); Puffer — DNS polimeraz puffer (New
England Biolabs® Inc., USA); p — perc; mp — masodperc.

Mindharom esetben 50 ng templat DNS-t hasznaltam és a keletkezett PCR termékek kimutatasat gélelektroforézissel
1% agardz gélben végeztem. A kapott amplikonok méretbeli dsszehasonlitasa érdekében 100 bazisparos molekula

méretmarkert alkalmaztam.
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3.6.3.1. A baktérium izolatumok genomialis DNS-ének kivonasa

A genomiélis DNS kivonasa sordn 24 0rés, PGES agaron 25 °C-on felszaporitott, steril
desztillalt vizzel atmosott tenyészetekkel dolgoztam a ,,Master Pure™ Complete DNA and RNA
Purification Kit”-et felhasznélva a gyarto altal leirt protokoll szerint. A Gram-pozitiv izolatumok
esetében a protokollt kiegészitettem egy kezdd, lizozim enzimmel térténd kezeléssel, amelynek
sorén a sejteket 300 pl lizozim oldatban (lasd 3.4.) 37 °C-on, 1 6rén &t inkubaltam. A kivont
DNS-t 30 ul steril TE pufferben oldottam fel és felhasznalésig -20 °C-on taroltam.

3.6.3.2. Az izolatumok molekularis tipizaldsa RAPD-PCR modszerrel

Az M13 (Vassart et al., 1987) és a D8635 (Andrighetto et al., 2001) RAPD primereket (lasd 2.
tdblazat) a mintdk molekularis tipizalasdhoz alkalmaztam. A PCR reakcio elegy (25 ul) a
kovetkezoket tartalmazta: 1x DNS-polimeraz puffer (New England Biolabs® Inc., USA); 0,8
mM MgCl,, 0,3 mM dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 0,5 pM RAPD primer, 0,75 U Taq
DNS polimeraz (New England Biolabs® Inc., USA) és 50 ng templat DNS. A PCR reakcio
koriilményei a kovetkez6k voltak: kezdé denaturalas 95 °C-on 5 percig, majd 35 cikluson
keresztiil: 95 °C 30 masodpercig, primerkdtés 37 °C-on (M13) vagy 43 °C-on (D8635) 30
masodpercig, és lanchosszabbitas 72 °C-on 2 percig. A végs6 lanchosszabbitas 72 °C-on tortént
5 percig. A felszaporitast kovetden keletkezett PCR termékek elvalasztasat és kimutatdsat
gélelektroforézissel, 1,5%-0s agardz gélben végeztem. A kapott mintazatok dsszehasonlitdsanak
érdekében ,,DNA Molecular Weight Marker VI.” molekulalétrat is futtattam a gélen, és a kapott
mintazatok 0Osszehasonlitisa a GelCompar® Il (Applied Maths NV, Belgium) szoftver

segitségével tortént.

3.6.3.3. A Pseudomonas nemzetségbe tartozo izolatumok detektalasa

A Pseudomonas nemzetségbe tartozd izolatumok elkiilonitését a Pseudomonas nemzetségre
specifikus PCR alkalmazasaval (Belak et al., 2014) végeztem, amelynek soran a 3. tablazatban
szerepld Ps-f/Ps-r primerpart, az ahhoz tartozo reakcio komponenseket és reakciokorilményeket

hasznaltam.

3.6.3.4. A Pseudomonas nemzetsegbe tartozo izolatumok rpoB génjének

felszaporitasa

Az rpoB gén felszaporitasat az rpoB gén PCR alkalmazésaval végeztem, a 3. tablazatban

szerepldé Laps/Laps27 primerpar, reakcio komponensek és reakciokoriilmények felhasznalasaval.
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3.6.3.5. Azizolatumok 16S rRNS génjének felszaporitasa

Az 6sszes izoldtum 16S rRNS-t kodolé rDNS génjét a 16S rRNS gén PCR alkalmazéasaval
végeztem, amelynek sordn a 3. tablazatban szereplé 27f/1492r primerpart, reakcio

komponenseket és reakciokorilményeket hasznaltam.

3.6.3.6. Az rpoB és a 16S rRNS gének szekvenalésa

Mind az rpoB gén (1247 bp), mind a 16S rRNS gén (1467 bp) amplikonjait a PCR-Advanced™
Clean Up System nevii PCR termék tisztito kit segitségével tisztitottam meg. Az rpoB gén
esetében az amplikonok szekvenalasa egy iranybdl tortént, a reverz (Laps27) primer
alkalmazésaval. Ugyanigy, a reverz (1492r) primer segitsegével tortént a 16S rRNS gén esetében
is, azonban egyes esetekben két iranybol is megtortént a nukleotid sorrend meghatarozasa,
beliilrél kifele iranyuld primerek alkalmazasaval (519f és 926r primerekkel, 2. tdblazat). Ezen
utébbi modszerrel majdnem a teljes 16S rRNS gén szekvenciaja leolvashaté (amplikon és
szekvenalas mindségétdl fliggben 1200-1467 bp). Az elektroferogramok kiértékelésében,
valamint a szekvenciak 0Osszerendezésében a MEGAG6 (Tamura et al., 2013) program volt
segitségemre. A meghatarozott bazissorrendii szekvenciakat az rpoB gén esetében a BLAST

program segitségével (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) hasonlitottam, a ,,Nucleotide

collection (nr/nt)” nevii adatbazisaban 1évé 0sszes torzshdz, majd pedig csak a tipustorzsek
szekvencidjahoz (,,Sequences from type material” opcid bejelolésével). Ez azért volt fontos,
hogy a GeneBank-ban tipustdrzsként még nem deponalt tipustorzseket is figyelembe vehessem.
A 16S rRNS gén esetében viszont az EzTaxon server (http://www.ezbiocloud.net/eztaxon)

adatbazisaban 1évé (Kim et al., 2012), tenyészthet$ tipustorzsek szekvenciaival tortént az
6sszehasonlitas.
3.6.4. Filogenetikai vizsgalatok

Els6 1épésként a 16S rRNS gén nukleotid szekvenciakat a SILVA rRNS adatbazis honlapjan

(http://www.arb-silva.de/aligner/) talalhatd SINA online illesztd program segitségével

illesztettem (Pruesse et al., 2012), majd a tovabbiakban a MEGA6 program (Tamura et al.,
2013) segitségével dolgoztam. A nukleotid szekvenciak paronkénti tavolsaganak
meghatarozasaval azonosithattam a megegyezé szekvencidkat. Az azonos szekvenciakkal
rendelkezé torzsek KTE-ket alkottak, amelyekb6l egy-egy (a leghosszabb szekvenciaval
rendelkez6) reprezentativ torzset valasztottam ki a tovabbi lépésekhez. Ezt kovetben a
szekvencia-gytijtemény mindkét végérdl toroltem az adott végen legrovidebb szekvencian tali
nukleotidokat, majd a szekvencia-gyiijteményhez legjobban illeszkedd nukleotid szubsztitiucios
modellt valasztottam a MEGAG6 program kalkuléacidja alapjan. A kapott pontszamok alapjan, a
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legkisebb BIC (Bayesian Information Criterion) pontszammal rendelkez6é szubsztiticios modellt
valasztottam, amely esetemben a Kimura 2-parameter + Gamma distribution + invariable
(K2+G+I) modell volt. Kovetkez6 1épésként ezen modell és a Maximum Likelihood statisztikai
modszer (Felsenstein, 1981) alkalmazasaval elkészitettem a filogenetikai torzsfat. A torzsfa
szerkezeti megbizhatosaganak elemzését az Ujra-mintavételezés (bootstrap) maodszerével

végeztem el, 200 ismétlést alkalmazva.

3.6.5. FISH probak tervezése és szamitogépes értékelése

A FISH technikéhoz sziikséges oligonukleotid probak tervezése soran elsésorban az ARB® 6.0.2
program csomag (Ludwig et al., 2004) prdba tervezési (Probe design) és illesztési (Probe match)
eszkoOzeit hasznaltam. A probakat a kivalasztott térzsek, valamint a munka soran szekvenalasra
kerllt dsszes torzs 16S rRNS szekvenciaja alapjan, és az akkori SILVA adatbazisban (Quast et

al., 2013) szerepld osszes 16S rRNS szekvencia figyelembe vételével terveztem.

4. tablazat. A munka soran alkalmazott oligonukleotid prébak és fluoroforos jel6lésiik

Cél Proba név Fluorofor
mikroba/csoport (Referencidban | Proba szekvenciaja 5°— 3° jelolés 5° Referenciak
(lefedettség) szereplo név) végen
Baktériumok 6- (Amann et al.,
EUB338 | GCTGCCTCCCGTAGGAGT
(90%0) FAM/Cy3 | 1990)
Planctomycetales 6- (Daims et al.,
EUB338 11 GCAGCCACCCGTAGGTGT
(69%0) FAM/Cy3 | 1999)
Verrucomicrobiales 6- (Daims et al.,
EUB338 111 GCTGCCACCCGTAGGTGT
(93%) FAM/Cy3 | 1999)
A legtébb )
. ) (Bathe és
baktérium EUB338 I, EUB338Il és EUB338 Il | 6-
EUB mix o o ) Hausner,
(altaldnos préba prébék ekvimolaris keveréke FAM/Cy3 2006)
mix)
L. spp., kivéve L. ] (Schmid et al.,
. Lis-637 CACTCCAGTCTTCCAGTTTCC 6-FAM
grayi 2003)
nincs Jelen munka
L. versengd Lis-comp CACTCCAGTCTCCCAGTTTCC o .
jelolés sorén tervezve
Ec/Sh_453 (Jansen et al.,
E. coli/Shigella GCAAAGGTATTAACTTTACTCCC | 6-FAM
(ECOLI) 2000)
C. hispalense Jelen munka
Chryseo_643 TCAACCTCACTCAAGACACGCA | Cy3 .
FPBSKK1 soran tervezve
Jelen munka
P. sp. HPBBIK3 Pseudo_828 GTACTCAAGGTACCCAACGGC Cy3 ]
soran tervezve

Jelmagyarézat: Cy3 — Cyber 3; 6-FAM vagy 6-karboxifluorescein (FLUOS).
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A potencialisan 0j probak specifikussagat a probeCheck webserver-en is leellenériztem (Loy et
al., 2008), valamint gyakorlati alkalmazhatésagukat (hibridizacios hatékonysagukat, a Gibbs
szabad energiajukban bekovetkez6 valtozasat €s a formamid gorbéjiket) a mathFISH (Yilmaz et

al., 2011) webes eszkozzel értékeltem (http://mathfish.cee.wisc.edu/). Az adott kérilmények

kozott optimalisnak bizonyult Gj prébak és valamennyi, a vizsgalatok soran hasznalt, masok altal

tervezett oligonukleotidok szekvencidja a 4. tdblazatban lathato.
3.6.6. A FISH lépései, Uj probak gyakorlati értékelése es specifikussaguk vizsgalata

3.6.6.1. A FISH lépései és a mikroszkopos vizsgalatra valé el6készités

A FISH Iépései munkam soran mindig a kovetkezok voltak:

1) minta elokészités;
2) minta szaritasa aramlo levegdn vagy 46 °C-os hiité-fiit6 termosztatban;

3) minta dehidratdlasa a targylemezek 50%, 80%, majd 96%-0s etanolba meritésevel,

egyenként 3 percig mindegyik oldatban;
4) széritas 46 °C-os hiit6-fiit6 termosztatban vagy szobah6mérsékleten;
5) 1 ml hibridizacios puffer oldat 6sszemérése az 5. tblazat alapjan;
6) a probak kiolvasztasa sotétben és felhasznalasig jégen valo tarolasa;

7) 1:10 arényban az oligonukleotid proba munkaoldat és az adott hibridizacios puffer

Osszekeverése, majd a targylemezen 1évé mintara valo felvitele;

8) egy kisebb darab labor papirtérlé 50 ml-es centrifugacsébe valo elhelyezése és a maradék
hibridizacios puffer radntése;

9) a targylemez vizszintes elhelyezése a centrifuga csében, a cs6 lezarasa és 46 °C-on,

sOtétben, vizszintes, stabil helyzetben valo termosztatalasa minimum 2 éran keresztil;

10)50 ml lemoso puffer 6sszemérése a 6. tablazat alapjan, majd elomelegitése 48 °C-ra

vizfiirdoben;

11) az inkubacio letelte utan a targylemez lemoso-oldatba valé helyezése és 48 °C-on vald
inkubalasa 10-15 percig;

12) a targylemez 2-3 mésodpercig jéghideg ddH,O-ba vald meritése, majd siiritett levegdn

valo gyors szaritasa;

13) -20 °C-on val¢ tarolas sotétben, a mikroszkopos vizsgalathoz valo elokészitésig;
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14) a mikroszkopos vizsgalat el6tt a mintakat gyorsan megszaritottam, Citifluor AF1 fakulast

géatlo oldatot cseppentetem a latdbmezoékre, majd fed6lemezzel lefedtem.

Mivel az alkalmazott két fluorofor festék jelintenzitasa kulonbozik, ezért munkdm sorén
mindegyik hibridizaciot a probanak megfelelé munkaoldattal végeztem az azonos jelintenzitas
elérése erdekében. A Cy3-mal jeldlt probak esetében igy 5 pM/ul, mig a 6-FAM-mal (,,6-
karboxifluorescein” vagy ,(fluoreszcein”) jelolt probaknal 8,3 pM/ul  koncentracioju

munkaoldatot hasznaltam.

crer

re vonatkoztatva

FA koncentrécio 0% 5% 10% [15% 20% 25% 30% 35% 40%
5 M NaCl 180 pl 1180l |180 pl | 180 pl 180l |180pul [180pl (180 pl (180 pi
1 M Tris-HCI 20 20l {20l {20 pl 20 pl 20 pl 20 ul 20 ul 20 pl
dd H,O 799 ul | 749 pl 699 pl [ 649 ul 599l |549pul (499l (449 pl (399 pl
FA (100%0) - 50 ul 100 pl [ 150 pl 200l | 250l [300pl (350 pl [400 pi
10% SDS 1l 1l 1pl 1pl 1l 1pl 1l 1l 1l

Jelmagyardzat: FA — formamid

6. tablazat. A kiilonboz6 lemoso-puffer oldatok dsszetétele. Az elso sor a kiilonb6zo

crer

formamid koncentracioju hibridizacios puffernek megfelelé lemoso-puffert jeloli

FA koncentracidhoz

tartozo lemosd 0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% 40%

puffer

5 M NaCl 9ml 6,3ml |45ml |3,18ml |2,15ml |1,49ml {1,02ml |0,7ml |0,46 ml

1M Tris-HCI 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml

0,5M EDTA - - - - 0,5 ml 0,5 ml 05ml |05ml |0,5ml

dd H,0 %0 ml >0 m- %0 ™ |somiig |50mi-ig |50 mi-ig >0 ml >0 ml %0 ml-
19 g 19 9 19 19

Jelmagyarazat: FA — formamid

3.6.6.2. Az (j oligonukleotid probak gyakorlati értékelése

A két, Ujonnan tervezett oligonukleotid préba (Chryseo 643 és Pseudo_828) esetében az
optimalis  hibridizacio  korilményeit, vagyis azt a formamid koncentraciot kellett
meghataroznom, ahol a legspecifikusabban kotddnek a cél baktérium 16S rRNS-einek
meghatéarozott szakaszahoz. Az 0j probak kotodését 10%, 20%, 30% és 40% (v/v) formamidot
tartalmaz6 hibridizacios puffer alkalmazasaval vizsgéaltam meg, az elézetesen meghatarozott
formamid gorbék alapjan (lasd a 3.6.5. fejezetben). A versengd proba (Lis-comp)

miikodéképességét is megvizsgaltam a Listeria nemzetségre specifikus (Lis-637) probaval
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egyuttesen alkalmazva a Schmid és munkatarsai (2003) altal leirt optimalis, 35% formamid
koncentracidju hibridizécios pufferben. A versengé proba hasznalata azért indokolt, mert a Lis-
637 proba tébb Paenibacillus és Bacillus nemzetségbe tartozd faj és egyéb, nem tenyészthetd
baktérium szekvencigjaval is szinte teljes homologiat és nagy hibridizacids hajlandésagot
mutatott. Az ebbdl fakadd esetleges téves pozitiv jel kikiiszobolése érdekében az érintett
nukleotid cseréjével és a fluoroforos jelolés elhagyasaval olyan, ugynevezett ,,versengd” probat
sikertilt tervezni, amely teljes homoldgiat és még nagyobb hibridizacids hajlandésagot mutatott
az e¢lébb emlitett szekvenciakkal (és mivel nem tartalmaz fluoroforos jel6lést, igy nem tud téves
pozitiv jelet adni). Az Ec/Sh_453 prdba alkalmazhatdsaga is kiprobalasra kerilt a mathFISH
webes eszkdzzel kapott (lasd 3.6.5.), optimalis 15% formamid koncentracion.

A prébék értékeléset 24 6ras C. hispalense FPBSKK1, P. sp. HPBBIK3, L. monocytogenes
CCM 4699, L. grayi CCM 4029", L. innocua 1010 és E. coli ATCC 8739 torzsekkel végeztem,
amelyeket PGES agaron, 25 °C-on tenyésztettem. A baktériumokbdl egy kacsnyit
felszuszpendaltam 1 ml steril ddH,O-ban, majd ebbdl pipettaztam 10 pl-t a targylemez
latomezdire. A 3.6.6.3. fejezettdl eltekintve a mikroszképos vizsgalatok az MTA, TTK,
Enzimolégia Intézetében 1évd Zeiss LSM 710 tipusu (Carl Zeiss AG, Németorszag) konfokalis
pasztazd lézermikroszkoppal valdsultak meg. A formazasokat a ZEISS ZEN 2 lite (Carl Zeiss

AG, Németorszag), ingyenes elérhetd programmal készitettem.

3.6.6.3. Az (j oligonukleotid probak specifikussaganak vizsgalata

Az eldzd alfejezetben megallapitott optimalis formamid koncentraciokat alkalmazva mindegyik
proba specifikussagat megvizsgaltam a kovetkez6 baktérium toérzsekkel: E. coli ATCC 8739, C.
hispalense FPBSKK1, P. sp. HPBBIK3, L. monocytogenes CCM 4699, P. mendocina CCM
3590" és P. fluorescens CCM 21157, A baktériumtorzsek felszaporitisa és a minta elGkészitése
az el6z6 alfejezetben (3.6.6.2) leirtak alapjan tortént.

A mikroszkopos prepardtumokat ebben az esetben a Bécsi Egyetem Mikrobiologiai és
Okoszisztéma-tudomanyi Tanszékén 1évé Leica TCS SP8 X tipust (Leica Microsystems GmbH,
Németorszag) konfokalis pasztazo lézermikroszkdppal vizsgaltam, és az elkésziilt fényképeket a

LAS AF Lite (Leica Microsystems GmbH, Németorszag) programmal formaztam.

3.6.7. Primerek tervezése, in silico és gyakorlati értékelése

Az oligonukleotid primerek tervezése a cél baktérium torzsek 16S rDNS szekvenciaja alapjan
tortént, azonban az 6sszes KTE reprezentativ torzs és néhany, az adott nemzetséghez tartozé faj

= sz

vagy primer parokat tervezhessek. A tervezest magam végeztem a szekvenciak specifikus/egyedi
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és konzervativ régidinak keresesével, a szekvenciak illesztését kovetéen. Ehhez a MEGAG6
programot (Tamura et al., 2013), valamint az illesztéshez a programon belil a ClustalW
algoritmust hasznaltam. Tovéabba a specifikus oligonukleotid prébak &ltal lefedett régidkat és a
mar 1étez6 primereket is felhasznaltam annak eérdekében, hogy alkalmazhatd, specifikus

primerparokat lehessen tervezni.

A potencialis primerek alkalmazhat6sagat in silico is megvizsgaltam, ami egyrészt az olvadasi
hémérsékletiik, GC tartalmuk, a kettds szalu szerkezet (hajtti és homo, illetve hetero-dimer
szerkezetek) kialakitasara valo hajlamossaguk vizsgalatabdl allt. Ezen vizsgalatokat az IDT
SciTools (Owczarzy et al., 2008) egyik online eszkdzével, az OligoAnalyzer 3.1
(http://eu.idtdna.com/calc/analyzer) végeztem. Masrészt a primerek specifikussagat is

megprobaltam leellendrizni a teljesen vagy részben homoldg szekvencidkra vald rakereséssel,
amiben a programban beépitett BLAST funkcié volt segitségemre. Ez a funkcio gyakorlatilag az
NCBI Nucleotide BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi) eszkozt (Altschul et al., 1990)
hasznélva keresi az emlitett szekvencidkat a Nucleotide collection (nr/nt) adatbazisbol, a blastn

algoritmus segitségével.

A primerparok gyakorlati értékelése az optimalis primerkotédési hémérséklet vizsgalataval
kezdodott, 45-68 °C kozotti hdmérséklettartomanyban a 27f /1492r primerpar esetén alkalmazott
PCR kondiciok (lasd 3. tablazat, kivétel a primerkotési hdmérséklet) alkalmazasaval, valamint a
cél torzsek genomidlis DNS-ének felhasznalasadval. A primerparok (lasd 2. téblazat)
specifikussagat az optimalis primerkotdédési hémérsékleten az alabbi torzsek DNS-ével
ellenériztem le: Chr22F/ Chr818R — C. hispalense FPBSKK1, E. coli ATCC 8739, L. innocua
1010, P. sp. HPBBIK3, C. antarticum F1445/3; Pse393F/ Pse618R — P. sp. HPBBIK3, P.
fluorescens CCM 2115", P. mendocina CCM 35907, E. coli ATCC 8739, L. innocua 1010, C.
hispalense FPBSKKZ1; 27f/ Lis659R — L. innocua 1010, L. monocytogenes CCM 4699, L. grayi
CCM 4029", P. sp. HPBBIK3, C. hispalense FPBSKK1, E. coli ATCC 8739; 27f/ Ec/Sh_473R —
E. coli ATCC 8739, E. coli SE/2-2/1, E. coli SE/14-2/1, E. coli SE/4-2/11, P. sp. HPBBIK3, C.
hispalense FPBSKK1, L. innocua 1010.

3.6.8. A baktérium izolatumok paprikamag csirazasra gyakorolt hatasanak

vizsgalata

Szuszpenzidkat készitettem a baktériumok 24 0Ords, PGES agaron 25 °C-on inkubalt
tenyészeteib6l steril csapviz  felhasznalasaval. A Nanodrop 2000 tipusd UV-Vis
spektrofotométerrel (Thermo Fischer Scientific Inc., USA) 600 nm hullamhosszon tértént

mérések alapjan (elézetesen készitett kalibracios gorbe segitségével) a sejtkoncentraciot 108
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TKE/ml-re allitottam be, majd a sterilizalt karboxi-metil-celluloz (CMC) hozzaadasat kovetéen
(vegkoncentraci6: 2 g/l) oOtven darab, a 3.6.1-es alfejezetben leirtak alapjan fellletileg
fert6tlenitett paprikamagot adtam a szuszpenzidhoz. A kémcsoveket 25+1 °C-on inkubaltam hat
oran keresztiil kémcs6forgatoval a baktériumok maghoz valé tapadasa érdekében (Niranjan Raj
et al., 2003). Az inkubalast kovetéen a magokat laminaris fiilkében szaritottam, majd a steril
csapvizzel elére benedvesitett, kétrétegli, 120 g/m’-es csirdztatd papirba (MN 651/120;
Macherey-Nagel, Németorzsdg) csomagoltam, és steril polietilén zacskokba helyeztem. A
csiraztatas 25 °C-on tortént 10 napon keresztill harom parhuzamosban, majd meghataroztam a
kicsirazott magok szamat. A CMC-vel Kkiegészitett steril csapvizben inkubalt magokat
hasznéltam nem-fert6zott kontrollként (ISTA, 2003; Niranjan Raj et al., 2003; Chandrashekhara
etal., 2007).

3.6.9. Palantanevelési kisérlet

A baktériumok novényi szdvetekbe vald bejuttatdsat a paprikamagok baktériumokkal vald
megfertézésével a 3.6.8. fejezetben leirt modszer kiegészitésével szimulaltam. A
paprikamagokat a Szent Istvan Egyetem Kertésztudomanyi Karanak Kisérleti Uzem és
Tangazdasagabol vasarolt, érett Kérpia paprikakbol nyertiik ki. A magokat 30 °C-on egy-két
éjszakan at szaritottuk, majd felhasznalasukig szaraz, sotét, hiivos helyen taroltam oket. A
vizsgalatok soran 6t kulonb6z6 baktérium torzs (C. hispalense FPBSKK1 és P. sp. HPBBIK3
mint potencialis endofiték, és L. innocua 1010, E. coli ATCC 8739 és L. monocytogenes CCM
4699 mint patogén modellek és patogén) hatdsat vizsgaltam a palantak fejlédésére, és ennek
mérésére két kontrollt (steril és nem steril kontrollt) is felhasznaltam. Osszesen 140 darab (7x20)
magot hasznaltam fel, amelyekb6l 120 (6x20) darab paprikamagot az 6t bakteriummal vald
fert6zéshez és a steril kontrollhoz a 3.6.1. fejezetben leirtak alapjan feliiletileg fertétlenitettem,
mig a maradék 20 magot nem steril kontrollként hasznaltam fel. A fertStlenitett magokbol 100
darabot (5x20-at) a fent emlitett baktérium torzsekb6l készitett szuszpenzidkkal oltottam be
kilén-kuldén, mig a maradék 20 darabot steril kontrollként hasznaltam fel. A magok csiraztatasat
a 3.6.8. fejezetben leirt médon végeztem azzal a kiillénbséggel, hogy a csiraztatod papirokat ebben
(Yara Hungaria Kft., Magyarorszag) komplex mitragyaoldattal itattam at. A nem-steril
kontrollnak szant 20 magot is hasonloképen csiraztattam a fert6tlenitéstol eltekintve. A cSirdzasi
id6 leteltével mind a hét mintdbdl (5 baktériummal beoltott és 2 kontroll) 9 darab két sziklevelt
novényt valasztottam ki, és harom részre osztva, harom parhuzamot alkottam. Mindegyik
parhuzamot egy sterilezett, kézetgyapot kockat tartalmazo, celofannal lefedett f6z6poharba

ultettem at. A beultetett ndvények esetén a hézagok kitdltésére autoklavozott vermikulitot (jé viz
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és levegltartd, természetes eredetli szilikat-asvany) hasznaltam. Az iiltetést kovetden a
kézetgyapot kockak teljes atnedvesedését a ndvények taplaladsa céljabol Ferticare™ 1 (Yara
Hungaria Kft., Magyarorszag) miitragya 1,2 g/lI-es koncentracioju, steril oldataval biztositottam.
A kovetkez6 ontozéseket (kortlbeliil két-harom hetenként) ugyanigy, ugyanezen miitragya oldat
2,2 g/l-es, tbmeényebb valtozataval végeztem. A palantak megfeleld fényellatasat a Phytolite
Agro Grow-Bloom HPS (400W) lampa (PHT Trading SA, Svéjc) hasznalataval biztositottam. A
novények az elsé héten 8 6ran, a masodik héten 9 6ran, majd a hatralevé idoben napi 10 6ran at
kaptak megfelel6 fényellatast. A palantakat 35-40 napos novekedési stddiumig neveltem, majd

ezutan dogoztam fel dket.

3.6.9.1. A palantak feldolgozasa, valamint tarolasa a vizsgalatok megkezdéséig

Mindegyik mintabdl, mind a hdrom parhuzamot (6sszesen 9 névényt) a 3.6.1. alfejezetben leirtak

alapjan feliiletileg fert6tlenitettem, majd a gyOkeret a fold feletti hajtasrol lemetszettem.

Els6 parhuzam feldolgozésa: Ezen palantakat klasszikus tenyésztéses vizsgalatok céljabol kisebb

darabokra valé (5-10 mm hosszusagu) kereszt és hosszanti iranyu szeletelést kovetéen azonnal
kihelyeztem az elékészitett taptalajok (a potencidlisan endofita torzsekkel beoltott, illetve
kontroll palantdkat PGESNV, mig a patogén ¢és patogént modellezéket Chromocult® koliform
szelektiv vagy ALOA Listeria szelektiv kromogeén taptalajok) feluletére, kiilon a gyokeér és kilon

a foldfeletti zold szoveteket.

Masodik parhuzam feldolgozésa: Ezen paléntadkat PCR-alapu vizsgalatok céljabdl 15 ml-es steril
centrifugacsdvekben 1x PBS pufferben pépesitettem IKA Ultra Turrax® (IKA® - Werke GmbH

& Co. KG, Németorszag) T25B tipusu mechanikus homogenizatorral, majd -20 °C-on taroltam a
vizsgalatok megkezdéséig. Kilon pépesitettem a gyokér és a foldfeletti zold szdveteket. A
mintak kdzott a homogenizatort a kovetkezé modon tisztitottam, fertétlenitettem: oblités steril
csapvizzel, majd 6blités 70% etanolban, 6blités a 3.6.1. fejezetben leirt natrium-hipoklorit

oldatban, és végiil kétszeri oblités steril csapvizzel.

Harmadik parhuzam feldolgozasa: A 10-15 mm hosszusagu darabokra szeletelt gyokeret, illetve

hajtas részeket (kulon-kulén) 50 ml-es centrifuga csévekben 1év6 10 ml 4 °C-os fixalé oldatba
(l&sd 3.4.) helyeztem, majd 4 °C-on inkubaltam egy éjszakan keresztiil (Compant et al., 2011).
Kovetkez6 1épésként leontottem a fixald folyadékot és 1x PBS pufferrel haromszor atéblitettem
minden mintat a felesleges formaldehid eltavolitasa céljabdl. Végul 5 ml 1x PBS-t és 5 ml 96%

etanolt adtam a mintakhoz, majd -20 °C-on taroltam a metszetkészités elkezdéséig.
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3.6.9.2. Potencialisan endofita baktériumok Kitenyésztése mesterségesen fert6zott

palantédkbol, csoportositdsuk és molekularis analizisik

Potencidlisan endofita baktériumok izolalasa és morfoldgiai csoportositasa: A C. hispalense
FPBSKK1-gyel és a P. sp. HPBBIK3-mal beoltott, valamint a kontroll palantakat PGESNV

agarra helyeztem és 25 °C-on inkubaltam 2-3 napig. Egy Petri-csészére egyfajta

baktériumtorzzsel fertdzott mintdt vagy kontroll mintat helyeztem. A kifejlédott baktérium
telepekbOl tiszta tenyészetet készitettem WLV nutrient agaron, vagy amennyiben az adott
izolatum nem mutatott névekedést WLV-n, a tiszta tenyeszet készitéshez PGESV tapagart
alkalmaztam. A lemezek inkubalasa 25 °C-on harom napig tortént. A telepmorfologiak
dsszehasonlitasaval csoportokba rendeztem az izolalt baktériumokat, majd mindegyik csoportbol
kivalasztottam egy reprezentativ izolatumot és a tovdbbiakban azzal dolgoztam. Ezen
izolatumok, valamint a beoltashoz hasznalt térzsek szaporodasat €s telepmorfologiai jellemzdjét

megvizsgaltam ALOA taptalajon is 37 °C-on 48 6ras inkubalas mellett.

DNS kivonés és PCR-es vizsgalat: Az izolatumokbol DNS-t vontam ki a 3.6.3.1-es fejezetben

leirtak alapjan. Ezen DNS-eket és a paprikamagok beoltdsahoz hasznalt potencialis endofita
baktériumtorzsek (C. hispalense FPBSKK1, P. sp. HPBBIK3/ lasd 3.6.9) DNS-ét (mint pozitiv
kontrollok) megprobaltam felszaporitani a 3.6.9.4-es alfejezetben szereplé Chr22F/Chr818R és
Pse393F/Pse618R specifikus primerpéarokkal az ott leirt protokollt kovetve. A megfeleld méretii
PCR terméket ad6 izolatumok 16S rRNS génjét a 3.6.3.5-0s alfejezetben leirtak alapjan
szaporitottam fel, majd szekvenaltam meg a 3.6.3.6. fejezetben leirtak alapjan a reverz primer
alkalmazasaval. Ezt kovetéen a MEGAG6 (Tamura et al., 2013) program segitségével az
izolatumok meghatérozott nukleotid szekvencidit Gsszehasonlitottam a beoltdshoz hasznalt
torzsek 16S rRNS génszekvencidjaval.

Molekuldris tipizélas: Ebben az esetben is az izoldltumokbdl és a beoltashoz hasznalt torzsekbol

szarmazd genomialis DNS-t hasznaltam fel a RAPD-PCR-es tipizalashoz, amelynek soran az
M13 és a D8635 primereket alkalmaztam (a 3.6.3.2-ben leirt protokoll alapjan). A kapott
molekularis ujjlenyomatok kombinalt dendrogramba vald rendezését a GelCompar® Il (Applied

Maths NV, Belgium) szoftver segitségével végeztem el.

3.6.9.3. Patogént modellezo6 és patogén baktériumok kimutatasa szelektiv

taptalajokon mesterségesen fertozott palantakbol

Az E. coli ATCC 8739-cel beoltott palantaszdveteket Chromocult® koliform szelektiv
taptalajra, mig a L. innocua 1010-zel és L. monocytogenes CCM 4699-cel beoltott

palantaszoveteket ALOA Listeria szelektiv kromogeén taptalajra helyeztem, majd 30 °C-on
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inkubaltam Oket 5 napig. Egy Petri-csészére egyfajta baktériumtorzzsel beoltott mintat
helyeztem. A Petri-csészék hat egyforma részre voltak felosztva, amelyb6l haromra a
gyokérdarabokat és haromra a foldfeletti hajtasokat helyeztem, igy harom péarhuzamost képezve

mindegyik mintabol.

3.6.9.4. A palantabdl kivont DNS vizsgélata PCR mddszerrel

A pépesitett gyokerekbdl, valamint a foldfeletti hajtasokbol a baktérium DNS kivonasat a
PowerSoil® Pro DNA Isolation Kit segitségével a gyarté éltal leirt protokoll alkalmazésaval

végeztem.

A vizsgalt mintdkbol a potencialis endofita, a patogént modellezé és a patogén torzseket a
megfeleld primerparok alkalmazasaval (lasd 2. tdblazat) mutattam ki. A PCR reakcio
korulményei megegyeztek a 3.6.3.5-0s alfejezetben leirtakkal, csupan a primerek és a

primerkotési hdmérsékletek (68 °C minden primer esetében) valtoztak.

Azon mintak, amelyek a C. hispalense FPBSKK1 torzsre specifikus primerpérral
(Chr22F/Chr818R) megfelelé méreti (797 bp) PCR terméket adtak, szekvenalasra keriiltek a
reverz primerrel (Chr818R). Ezt kovetden a mintdk meghatarozott nukleotid szekvenciait
0sszehasonlitottam a C. hispalense FPBSKK1 torzs 16S rRNS génszekvencigjaval a MEGAG

(Tamura et al., 2013) program segitségével. Veégul az EzTaxon  server

(http://www.ezbiocloud.net/eztaxon) segitségevel (Kim et al., 2012) az adatbazisban szerepld

szekvencidkkal is dsszevetettem az eredményeket.

Azon minték, amelyek a P. sp. HPBBIK3 tdrzsre specifikus primerparral (Pse393F/Pse618R)
adtak megfeleld hosszusagu (226 bp) PCR terméket, tovabb lettek vizsgalva a bakterialis rDNS-
re specifikus 1070F (Shakya et al., 2013) és 1492R (lasd 2. tablazat) primerparral. A PCR
reakcié korulményei megegyeztek a 3.6.3.5-0s alfejezetben leirtakkal, csupan a primerek és a
primerkotési homérséklet (52 °C) valtozott. A gélelektroforézist kdvetden a mintdk esetében
kapott két amplikon kozil a kisebbet (448 bp) a Gel Advanced™ Gel Extraction System Kkittel
megtisztitottam és szekvendltattam. A szekvenalas itt is a reverz primerrel tortént, majd a
meghatarozott szekvencidkat 0sszehasonlitottam a P. sp. HPBBIK3 tdrzs 16S rRNS
génszekvenciajaval (MEGA6 program, Tamura és munkatarsai (2013)), majd az EzTaxon

(http://www.ezbiocloud.net/eztaxon) segitségével (Kim et al., 2012) az adatbazisban szerepld

szekvenciakkal is.
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3.6.9.5. Baktériumok kimutatasa névényi szovetekbdl FISH technikaval

Mintak el6készitése: A feldolgozott mintakat a Microm HM 505 NP tipust Cryostat Microtome

(MICROM International GmbH, Németorszag) -23 °C-os légterében rogzitettem és agyaztam be
a Shandon™ Cryomatrix™ (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) bedgyazo folyadék
segitségével, majd a teljes fagyast kovetéen 10-20 um vastagsadgu metszeteket készitettem. A
mintakbol az elsé 30 metszetet nem hasznaltam fel, hogy biztosan belsd, érintetlen szoveteket

vizsgaljak, majd ezt kovetéen a megfeleld6 metszeteket

70%

etanollal

targylemezekre helyeztem és a FISH elkezdéséig -5 és -20 °C kdzott taroltam.

7. tablazat. A palantanevelési kisérlet mintaihoz hasznalt prébak, jeldlésuk és a

hibridizacié koriilményei altalanos és specifikus probak egyidejli alkalmazasa soran

Minta megnevezése

Altalanos proba:

prébanév — jelolés

Specifikus prdéba:

prébanév — jelolés

FA koncentracid
(%)

C. hispalense FPBSKK1 — gyel

] EUB mix — 6-FAM Chryseo 643 — Cy3 25%
beoltott palanta
P. sp. HPBBIK3 — mal beoltott )
EUB mix — 6-FAM Pseudo 828 — Cy3 30%
palanta
L. innocua 1010 — zel beoltott Lis-637 — 6-FAM
EUB mix — Cy3 ) 35%
palanta Lis-comp — nincs
L. monocytogenes CCM 4699 — cel | EUB mix — Cy3 Lis-637 — 6-FAM 35%
beoltott palanta Lis-comp — nincs
E. coli ATCC 8739 — cel beoltott EUB mix — Cy3 Ec/sh 453 — 6-FAM | 15%
palanta
EUB mix — 6-FAM Chryseo_643 — Cy3 25%
EUB mix — 6-FAM Pseudo 828 — Cy3 30%
Steril kontroll palanta Lis-637 — 6-FAM
EUB mix — Cy3 _ . 35%
Lis-comp — nincs
EUB mix — Cy3 Ec/sh_453 — 6-FAM | 15%
EUB mix — 6-FAM Chryseo 643 — Cy3 25%
EUB mix — 6-FAM Pseudo 828 — Cy3 30%
Nem steril kontroll palanta Lis-637 — 6-FAM
EUB mix — Cy3 _ . 35%
Lis-comp — nincs
EUB mix — Cy3 Ec/sh_453 — 6-FAM | 15%

A FISH lépései a 3.6.6.1-ben leirtak alapjan torténtek, mig a vizsgalatokhoz hasznalt prébak,

jeloléseik és a hibridizacios korilmények a 7. tablazatban lathatok.
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3.6.10. A Kkivalasztott endofita baktériumok patogén és patogént modellezo
baktériumokra gyakorolt hatasanak vizsgélata

A vizsgalatok sordn a kivalasztott két endofita torzs (C. hispalense FPBSKK1 és P. sp.
HPBBIK3) interakcidjat vizsgaltam kulon-kilén egy humanpatogén térzs (L. monocytogenes
CCM 4699), egy opportunista huméanpatogén térzs (E. coli ATCC 8739) és egy nem patogeén,
csupan a patogen modelljeként hasznélatos torzzsel (L. innocua 1010) szemben.

Torzsek felszaporitasa és koncentraciojuk meghatarozasa: Mind az 6t torzsbél 24 6ras, 25 °C-on

termosztalt tenyészeteket készitettem PGES agaron, majd 1x PBS pufferben 0,5-6s OD értékre
allitottam a koncentréacidjukat 600 nm-en, ami az el8zetes kalibracios gorbék alapjan 1-3x10°
TKE/ml-nek felelt meg.

Az endofita baktériumokat a kés6éi exponencialis/korai stacioner szaporodasi szakaszukban
szerettem volna vizsgalni, ezért a szuszpenziokbdl beoltottam kilén-kilon egy-egy 50 ml-es,
centrifugacsében 1évé 30 ml PGES levest Gigy, hogy a baktériumok koncentraciéja 1-3x10°
TKE/ml legyen. Ezt kdvetden a centrifuga csoveket az RTS-1 tipusu valds idejii szaporodasméro
készulékbe (Biosan Ltd., Lettorszag) helyeztem, majd a kovetkez6 paramétereket allitottam be:
hémérséklet 25 °C, OD mérése 15 percenként, keverési sebesség 2000 RPM és a keverés
iranyvaltasa 1 percenként. A baktériumokat a késoi exponencialis vagy korai stacioner szakaszig

tenyésztettem, majd a szuszpenzidkat két részre osztottam.

A kontakt baktérium inhibicios vizsgalatokhoz 5 ml szuszpenziot mértem ki mindkét torzsbol
steril centrifugacsébe, mig a lyukdiffizids vizsgalatokhoz a 0,45 pm porusatmérdji sziirén szlirt

fermentleveket alkalmaztam.

3.6.10.1. Kontakt baktérium inhibicids vizsgalatok

Massziv oltds: A patogént modellez6 (L. innocua 1010), a patogén (L. monocytogenes CCM
4699) és az opportunista patogén (E. coli ATCC 8739) t6rzsbdl 1-3x10* TKE/ml koncentréacioju
szuszpenziot készitettem. Mindegyikb6l 1 — 1 ml-t vittem fel négy PGES agarra, amelyeket negy
kiilonb6z6 hémérsékleten (20, 25, 30 és 37 °C) inkubaltam. A szuszpenziOkat eloszlattam

egyenletesen a taptalajok felliletén, majd a felesleget lepipettaztam.

Endofita t6rzsek felcseppentése: Az 5 - 5 ml endofita baktérium szuszpenziot 14000 rpm-en 5

percig centrifugaltam, a feliliszot ledntdttem, majd a sejteket 5 - 5 ml 1x PBS pufferrel
atmostam, és végul 0,5-6s OD értékig higitottam 1x PBS pufferrel. A szuszpenzidkbol kéttagu,
decimalis higitassal 1-3x10° TKE/ml koncentraci6ju szuszpenzikat kaptam és ezekbél

cseppentettem harom-harom, 10 pl térfogatl cseppet a massziv oltassal elokészitett PGES

60



agarokra. A Petri-csészéket 20, 25, 30 eés 37 °C-ra helyeztem, majd a szaporodasuk mértékétol

fiiggden 1-tdl 3 napig inkubaltam.

3.6.10.2. Lyukdiffazids vizsgalatok

Massziv oltés és lyukasztds: Az el6z6 alfejezetben leirtakkal megegyezden készitettem a massziv

oltasokat, majd a lelangolt dugé fardval mindegyik Petri-csészébe 3 darab 7 mm atméréji lyukat

készitettem.

Endofita térzsekbdl késziilt feliilaszok felvitele: A sterilre szlrt feliiliszokbol 100 — 100 pl-t

pipettaztam a massziv oltassal el6készitett taptalajokban 1évd lyukakba, majd egy éjszakara 4
°C-ra helyeztem a feluliszdk agarba vald bediffundalasa érdekében. Masnap reggel a Petri-

csészéket 20, 25, 30 és 37 °C-ra helyeztem, majd 1-t61 3 napig inkubaltam.
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4., EREDMENYEK

4.1. Feltehetoen endofita baktériumok izolalasa

Munkam soran két jol ismert és széles kdrben fogyasztott étkezési csemegepaprika fajta (H6 és
Kérpia) magjaibol, valamint két, eltéré6 termesztési korulmények kozott (talajban es
hidroponikusan) nevelt palantaibol és kifejlett novényeibdl vettem mintakat annak érdekében,
hogy minél teljesebb képet kapjak a vizsgalt paprikakban él6 és kitenyészthetd endofita
baktériumok biodiverzitasarél, megoszlasarol. A két paprikafajta fobb jellegzetességei az M2.

mellékletben, mig a névények termesztesi korilményei a M3. mellékletben olvashatdk.

Osszesen 170 darab feltehetden endofita baktériumot sikeriilt izolalnom. Az izolatumok jeldlése,

eredete és szamszertsitett Gsszegzése a 8. tablazatban lathato.

8. tablazat. A talaj és a hidroponikus termesztésii HO és Karpia paprikamagokbol,
palantakbol és a kifejlett ndvények kiilonb6zd szoveteibdl izolalt, feltételezhetden

endofita baktériumok szdmszerli 6sszegzése

’ _ Termesztési kértalmény _

. Izolatumok [ Novenyi . ’ : ’ ; Vegetacios szakasz

Jel6lési Kod : Fajta (Vetés* - Mintavetelezes .
szama szervek 5 (N6vény kora)
datuma)
SHS1 1 Ho Ultetéshez hasznalt
Mag 2012.03.20.
SKS1 - 3/2 4 magok
SEPRH1 - 5/1 5
SEPRH5/2 -22 |18 Gyokerek
SEPRH1K 1 H6
SELH1 -2 2 Fold feletti
SELH4 - 8 5 z0ld szervek
SEPRK1 - 27 27 Hidroponikus (2012.02.24 -
SEPRK?29 1 04.11.)
SESRK1 - 14 14 Gyokerek Palantak
SESRK16 -17 |2 (Hidroponikus 47
SESRK1K - 7K |7 napos, Talajkultdras
SESK1 -2 2 Fold feletti 51 napos)
SELK1-4 4 z0ld szovetek
SEFPRH7-13 |7
SEFPRHL1V -
2 Gyokerek
2V
Ho

SEFSRH1 1
SEFSH1 - 2 2 Fold feletti
SEFSH4 -5 2 z0ld szbvetek
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SEFSH7
SEFLH1 -4
SEFPRK1 - 8
SEFPRK10
SEFPRK12 - 18
SEFSRK1 -5
SEFLK1
SEFSK1-13
HPBBIHL1 - 2
HPBBIH4
HPBBIHG6
HPBSKHL1 - 2
HPBBIK1 - 4
FPBTIH1
FPBBIHZ2 - 3
FPBTIK1
FPBTIK1a
FPBTIK2
FPBBIK1 - 2
FPBBIK4
FPBBIK6
FPBSKK1 - 3

Gyokerek

Rl al N | o &

-
w

Termés Ho Hidroponikus (2012.02.24 -
08.22.)

Termés Hé

[SC) I B B \C) N R ) B Y T N (R Y (= S B )

Osszesen 170
Jel6lési kod roviditésének magyardzata: FPBSKK1-3 = FP-BSK-K-1, FP-BSK-K-2, FP-BSK-K-3; SHS1 = S-H-S-
1; SKS1-3/2 = S-K-S-1, S-K-S-2, S-K-S-3/1, S-K-S-3/2

Jel6lési kod magyarazata (balrdl jobbra haladva): SEF és FP — talajkultiras, SE és HP — hidroponikus; PR —

f6gyokér, SR — mellékgydkér, S — szér, L — levél, BBI — termés szivacsos allomanya, BTl — termés his, BSK —
termés his és héj; K — Kérpia fajtaju paprika, H — H6 fajtaju paprika; SHS1 — ltetéshez hasznalt Ho fajta, SKS1 —
lltetéshez hasznalt Kéarpia fajta paprikamag.

A tablazat alapjan elmondhatd, hogy a magokbol kevés izolatumot sikerilt kinyerni (1 darabot a
HO és 4 darabot a Karpia fajtabol). Ezzel ellentétben a palantakbdl 142 izolatumot tenyészett Ki:
50 a Ho6, mig 92 a Karpia fajtabol. A kifejlett ndvényekbdl szintén kevés baktériumot sikeriilt
izolalni: 9 darabot a H6 és 14 darabot a Karpia fajtakbol. Osszességében tehat a paprika fajtak
tekintetében majdnem fele annyi izolatum (60) szarmazott a H6 fajtabol, mint a Karpiabdl (110).
A termesztési koriilményeket és a paprika fejlettsegét figyelembe véve megallapithatd, hogy mig
88 izolatum szarmazott a hidroponikus és 54 a talajban nevelt palantdkbdl, addig a kifejlett

ndvények esetében ez az arany forditott volt, mivel 10 izolatum szarmazott a hidroponikus és 13
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a talajkdltiras novényekbdl. Osszességében tehat tobb izolatum keriilt kitenyésztésre a

hidroponikus (98), mint a talajkultirés (67) termesztéstii ndvényekbdl.

4.2. A potencialis endofita izolatumok fenotipusos jellemzése

Az izolatumok fenotipusos jellemvonésait a 3.6.2-es alfejezetben leirtak alapjan vizsgéltam, és a
részletes eredményeket az M4. mellékletben tlntettem fel. A makro-morfoldgiai tulajdonsagok
alapjan torténd differencialasra a WL téaptalaj sokkal alkalmasabbnak bizonyult, ezért a
mellékletben a tdblazat nagy terjedelme miatt foként ez az eredmény szerepel, csupan olyan
esetekben tiintettem fel a PGES agaron mutatott jellemvonésokat, ahol az adott izolatum nem
szaporodott WL taptalajon.

Az izolatumok vizsgalt fenotipusos jellemvonasait a STATISTICA 10 nevli program
alkalmazasaval hasonlitottam 0Ossze (l&sd 3.6.2-es alfejezet), amelynek eredmenyeképpen
ugynevezett fenogramokat készitettem. A fenogramokon az azonos fenotipusos tulajdonséagokat
mutatd izolatumok egy csoportba vagy klaszterba rendezddtek, és a csoportok rokonsagi

viszonya is leolvashato.

Az izolatumok nagy szama és a konnyebb kezelhet6ség miatt kiilon fenogramot készitettem a
Gram-pozitiv és a Gram-negativ izolatumokbol, amelyek a M5. mellékletben (a Gram-pozitiv
izolatumok fenogramja) és a M6. mellékletben (a Gram-negativoké) lathatok. Ebben a
felosztasban a 69 Gram-pozitiv izolatum 56 klaszterbe, mig a 101 Gram-negativ baktérium 82
klaszterbe volt csoportosithatd. A két vagy ketténél tobb izolatumot tartalmazé klasztereknél -
két Gram pozitiv klaszter kivételével - egyfajta névényi szervbél szarmaztak a baktériumok, ami
arra utal, hogy ezek az azonos klaszterba tartozé izolatumok valdsziniileg azonos torzsekhez
tartoznak. A tovabbi vizsgalatokhoz mindegyik klaszterb6l egy reprezentativ izolatum kerdilt
Kivalasztasra a tovabbi vizsgalatba bevont izolatumok szdmanak csokkentése érdekében. Az
azonos izolatumok Kkisziirése azért is fontos, hogy a teljes mikrobapopulacido kvantitativ

diverzitasanak eredményeit ne torzitsak el.

A vizsgélt fenotipusos tulajdonsagok alapjan az izoldtumok csoportokba rendezését kovetden a
tovabbi vizsgalatokba vont baktériumok szamat lényegesen lecsokkentettem (tobb mint 18%-
kal). Ez azért volt lehetséges, mert feltételezhetd, hogy a megegyez6 fenotipusos tulajdonsaggal
biré izolatumok ugyanahhoz a t6rzshdz tartoznak, igy minden csoportbol egy reprezentativ
izolatum kivalasztasaval nem valtoznak meg a teljes mikrobapopulacid diverzitasarél levonhatd

kovetkeztetések.
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4.3. Az izolatumok tipizalasa RAPD-PCR modszerrel

Az elOzetes vizsgalatok alapjan a két vizsgalt primer koziil az M13 miniszatellit bizonyult
alkalmasabbnak a Gram-negativ izolatumok tipiz&lasara. A Gram-pozitivok vizsgélatanal
azonban sok esetben nem, vagy nagyon kevés amplikon keletkezett ezzel a primerrel a PCR
soran, ezért a Gram-pozitiv izolatumok tipizalasara a D8635-0s primert alkalmaztam. Ez az
oligonukleotid azonban a Gram-negativ izolatumok tipizalaséara is hasznélhatonak bizonyult.
Annak ellenére, hogy a D8635 primer alkalmasabbnak bizonyult a Gram-pozitivok izolatumok
tipizalasara, megfigyelheté volt, hogy egyes Gram-pozitiv izolatumok (SEFSK9, SKS3/1,
SEFSK3, SEFSK4, SEFSK1, SKS3/2) esetében még igy is kevés amplikon keletkezett.

Az eltéré primerekkel kapott mintdzatokat, az ugynevezett ,,molekularis ujjlenyomatokat” a
GelCompar 1l szoftver segitségével hasonléséagi csoportokba rendeztem, és az eredményeket az
M7. és M8. mellékletben szemléltetem. Az 56 Gram-pozitiv reprezentativ izolatum 45
klaszterbe, mig a 82 Gram-negativ baktérium 55 klaszterbe csoportosult, igy a fenotipus alapjan

elkulonitett 6sszesen 138 reprezentativ izolatum 100 RAPD tipusba volt sorolhat6.

Hasonloképpen, mint a fenogramok értékelésénél, itt is megfigyelhetd volt, hogy a ketténél tobb
izolatumot magaba foglalo klaszterek majdnem mind ugyanolyan névényi szévetbdl szarmazo
izolatumokat foglaltak magukba, Kivételekre csupan két-két példa volt a Gram-pozitiv és Gram-

negativ izoldtumok dendrogramjain.

Itt is, mint az el6z6 alfejezetben, valamennyi klaszterb6l egy reprezentativ izolatum lett

kivalasztva a tovabbi vizsgalatokhoz, amelyek torzsnek tekinthetok.

Osszegezve az eredményeket elmondhatd, hogy a fenotipusos csoportositas alapjan kivalasztott
reprezentativ izolatumok tovabb csoportosithatdk (tipizalhatdk) térzs szinten a RAPD-PCR
maodszerrel, megjegyezve azonban, hogy a Gram-pozitivok vizsgalatahoz nem sikeriilt megfelel6
amplikonszdmu mintazatot ad6 (ideélisan alkalmazhatdé) primert taldlnom. A Gram-pozitiv,
egyedi fenotipusu izolatumok szama tébb mint 19%-kal, mig a Gram-negativoké ennél is
nagyobb mértékben, tdbb mint 32%-kal csokkent a genotipizalasnak koszonhetéen. fgy dsszesen

100 torzzsel dolgoztam az identifikalasi munkamenetben.

4.4. A Pseudomonas nemzetségbe tartozé torzsek detektalasa

A Pseudomonas nemzetségbe tartozo izolatumok detektalasara hasznalt Ps-f és Ps-r nemzetség-
specifikus PCR primerpart (Belak et al., 2014) a 3.6.3.3. alfejezetben leirtak alapjan
alkalmaztam. Mind az 55 Gram-negativ torzzsel elvégeztem a PCR reakciot, és azon estekben,
ahol keletkezett a megkozelitdleg 450 bazispar hosszisagu termék, az adott torzset a

Pseudomonas nemzetsegbe soroltam.
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Az eredmények alapjan 17 torzs (a vizsgalt izolatumok 31%-a, 9. tablazat) esetében keletkezett
a megfelelé méreti PCR termék. Ezen izolatumok faji azonositasa az rpoB és a 16S rRNS gének

nukleotid sorrendjének meghatarozasa alapjan tortent.

4.5. Az rpoB és a 16S rRNS gének PCR-es amplifikalasa és szekvenalasa

Az el6z6 fejezetben detektalt Pseudomonas torzsek rpoB génjének felszaporitasa szekvenalas
céljabol a 3.6.3.4.-es alfejezetben leirtak alapjan zajlottak, amelyek eredményeként mind a 17
torzs esetében sikerllt felszaporitani a megfelelé hosszusagih DNS darabokat. A szekvenalas
sordn kapott és az a NCBI adatbazisba bevitt génszekvencia adatok (reprezentativ torzsek
esetében) a M9. mellékletben és a 9., illetve 10. tbladzatokban is megadott GBN alapjan érhetok

el. A tobbi adat a torzsszamok és a génnév feltlintetésével az M9. mellékletben lathato.

A 16S rRNS gén felszaporitisat valamennyi torzs (45 Gram-pozitiv és 55 Gram-negativ)
esetében elvégeztem a 3.6.3.5-0s alfejezetben leirt protokoll alapjan. A szekvendlas els6
Iépésben részlegesen tortént a reverz primerrel, majd azon esetekben, ahol ezen informéaciok
alapjan nem volt lehetséges a pontos faj szintli azonositas, a teljes gén szekvenalasara is sor
kerllt. A szekvendlas soran kapott és az a NCBI adatbazisba bevitt génszekvencia adatok
(reprezentativ torzsek esetében) a M9. mellékletben és a 9., illetve 10. tablazatokban is megadott
GBN alapjan érhetok el. A tobbi adat a torzsszamok és a génnév feltlintetésével az MO.

mellékletben lathato.

Az rpoB gén felszaporitasara azért kerllt sor, mert a Pseudomonas nemzetség tagjainak faj
szinten torténd azonositasahoz a 16S rRNS gén énmagéaban nem nyujt elég informéciot. Ez azzal
magyarazhat6, hogy a magas fokdan konzervalt 16S rRNS gén, a pszeudomonaszok esetében
viszonylag kisszamu informativ és rdadasul heterogén szekvencia résszel rendelkezik, ami
gyakran nem teszi lehetévé a pontos filogenetikai hovatartozasuk megallapitasat. Az rpoB gén
szintén egy er6sen konzervalt haztartasi gén, azonban jelentsebb diszkriminacios tulajdonsagu,
igy ennek koszonhetden nagyobb filogenetikai felbontast tehet lehetévé (Ait Tayeb et al., 2005).
Azonban sok esetben nem elégséges csupan az rpoB gén vizsgalata mert, ahogy Bennasar és
munkatarsai (2010) és Mulet és munkatarsai (2010) megallapitasai is alatdmasztjak, egyre tobb
mas haztartasi gén (mint pl. a gyrB, rpoD, stb.) és specifikus gén (mint példaul a katekol-1,2-
dioxigenadz, nosZ) szekvencia informéacioja is szilkséges a Pseudomonas nemzetségbe tartozé

torzsek pontos faji azonositasahoz.

Amint a 9. tdblazatbdl kiderul, azon torzsek faji azonositasa, amelyek a Pseudomonas
nemzetségbe sorolhatok, nehéznek bizonyult, még annak ellenére is, hogy az rpoB

génszekvenciakat is figyelembe vettem.
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9. tablazat. A Pseudomonas nemzetségbe tartozo torzsek 16S rRNS és rpoB

génszekvenalas alapjan kapott identifikalisi eredmények az EzTaxon és NCBI adatbazis

alapjan

Torzs kod | Azonositas 16S rRNS génszekvenciak Azonositas rpoB génszekvencidk alapjan az
(16S rRNS alapjan az EzTaxon adatbazist hasznalva | NCBI adatbazist hasznalva

Sz. | gén-GBN/ T T
rpoB gén - Név (Javasolt_ GBN Has. | Név (javasolt_ GBN Has.
GBN) nemzetség/fajnév) % nemzetség/fajnév) %
SEFPRKS8 | Pseudomonas corrugata Pseudomonas corrugata

1. | (kueose9es | ATCC 29736" D84012 99,9 [ LMG 21727 AJ717487.1 | 100
KX958158) (Pseudomonas corrugata) (Pseudomonas corrugata)
SESK2 Pseudomonas protegens Pseudomonas protegens

2. | (kusose9es/ | CHAOQ' (Pseudomonas CP003190 | 100 | CHAO" (Pseudomonas CP003190.1 | 100
KX958159) protegens) protegens)

3. | SELH1 100 99
4. SEPRK16 Pseudomonas grimontii 100 Pseudomonas grimontii 99
SEPRK15 | CFML 97-514" AF268029 CIP 106645" AJ717439.1
5. (KU605704/ (Pseudomonas grimontii) 100 (Pseudomonas grimontii) 99

KX958162)
SEPRH1K | Pseudomonas g:c?yodfgr:]rr?gr?ss CIP
6. | (Kueoses1/ extremorientalis KMM AF405328 | 100 1067447 (Pseudomonas AJ717458.1 | 97
KX958163) 3447 (Pseudomonas sp.) 5p.)
Pseudomonas prosekii
7. | SEPRH2 100 strain AN/28/1 JN814370.1 | 96
Pseudomonas koreensis Ps AFA68452 (Pseudomonas sp.)
SEPRK29 9-14 (Pseudomonas sp.) Pseudomonas baetica
8. | (kuse05700/ 100 | CECT 77207 HE800504.1 | 98
KX958165) (Pseudomonas sp.)
HPBBIK3 Pseudomonas alcalophila Pseudomonas mendocina
9. | (kueos701/ | AL15-21 (Pseudomonas AB030583 | 98,42 | strain ATCC 25411 KF029437.1 | 95
KX958166) sp.) (Pseudomonas sp.)
SEPRH4 Pseudomonas soli F- Pseudomonas
10. | (Ku605743/ 279,208T (Pseudomonas HF930598 | 100 alkylphenolia KL28 CP009048.1 | 94
KX958167) sp.) (Pseudomonas sp.)
Pseudomonas
11. | SEPRH1 : 98,27 | alkylphenolia KL28 95
Pseudomonas vranovensis (Pseudomonas sp.)
CCM 7279 (Pseudomonas AY970951 CP009048.1
SEPRKG6 sp.) Pseudomongs
12. | (Ku605705/ ' 99,02 | alkylphenolia KL28 93
KX958169) (Pseudomonas sp.)
SEFPRK2 Pseudomonas cichorii Pseudomonas
13. | (Kue05677/ LMG 2162 (Pseudomonas | 276658 99,12 | alkylphenolia KL28 CP009048.1 | 94
KX958170) sp.) (Pseudomonas sp.)
SEFPRK15 Ersssggm;?im subsp Pseudomonas
14. | (Kue05741/ iaca CIP 105';457 EU391388 | 99,9 | chlororaphis LMG 12457 | AJ717426.1 | 95
KX958171) neoaurantiaca (Pseudomonas sp.)
(Pseudomonas sp.)
Pseudomonas
vancouverensis CIP
15. | SEPRH18 _ 99,71 106707" (Pseudomonas AJ717473.1 | 96
Pseudomonas koreensis Ps
9-14 (Pseudomonas sp.) AF468452 5p.)
SEPRK?23 ' Pseudomonas
16. | (kue05702/ 99,8 | granadensis F-278,770" | HG764747.1 | 96
KX958173) (Pseudomonas sp.)
SEPRK19 . Pseudomonas putida
17. | (KUs05703/ Eﬁf %ggg%gﬁohﬁaga:egs's IX545210 | 100 | NBRC 14164 AP013070.1 | 97
KX958174) P- (Pseudomonas sp.)

Jelmagyarazat: GBN — GenBank accession number; Has. - Hasonldsag

Szamszeriileg értékelve az eredményeket elmondhatd, hogy a kétféle génbdl (rpoB és 16S rRNS

gén) szarmazo szekvencia informaciok alapjan csupan 5 esetben (9. tablazat els6é 6t torzsére)
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kaptam egybehangzd eredményt a 17 torzs kozil. Ez azt jelenti, hogy ezen torzsek
megkozelitéleg 30%-a volt csak faj szinten azonosithatd nagy biztonséggal. A pontos azonositas
kismértékii megvalosulasanak egyik oka az, hogy csupan a 16S rRNS és rpoB génszekvenciak
ismerete nem elégséges, tovabbi univerzalis és specifikus gének szekvencidjanak ismeretére is
szilkség lenne. Amennyiben tdbb geén szekvencia adata is rendelkezésiinkre 4allna, a
Pseudomonas-ok identifikalasara kifejlesztett PseudoMLSA

(http://www.uib.es/microbiologiaBD/Welcome.html) adatbdzisban meg lehetne kisérelni a faji

azonositast. Azonban még ha rendelkeznénk is a hianyzd szekvencia informéaciokkal,
valoszinlileg akkor sem lenne Ilehetséges minden kérdéses torzset faj szinten pontosan
azonositani, mert a PseudoMLSA adatbazis nem rendelkezik az ¢sszes elfogadott, identifikalt faj
tipustdrzsére vonatkozd génszekvencia informaciokkal. Végul pedig ezen torzsek kozott
lehetnek 0j, még le nem irt fajba tartozok is, amelyek szintén magyarazhatjak az adott torzsek

sikertelen faj szintii azonositasat.

A felhasznalt szekvencia adatok alapjan, faj szinten nem azonositott torzsek esetében (9.
téblazat) csak a Pseudomonas nemzetseg van feltintetve, mint javasolt nemzetség/fajnév.
Tovabba, az rRNS génszekvenciak esetében, a szekvencia azonositd szamok (GBN) az adott
torzshoz legjobban hasonlésitd tipustérzseket azonositjak, mig az rpoB génszekvenciak esetében
az elsé harom legjobban hasonlito tipustorzs valamelyikét. Ez azzal magyarazhato, hogy egyes
esetekben a 16S rRNS génszekvencia alapjan legnagyobb hasonldsagot mutatd tipustdrzsnek

nem volt fellelhet6 az rpoB génszekvencija.

A faj szinten azonositott Pseudomonas nemzetségbe tartoz6 torzsek kozil érdemes megemliteni
a P. grimontii fajba tartozokat, amelyeket mar leirtak, mint kiilonboz6 feliiletileg fert6tlenitett
novényi szovetekbdl izolalt potencialis endofita baktériumokat (Dalton et al., 2004). A P.
corrugata fajt olyan novénypatogénként irtdk le, amely egyébként méas novénypatogén
baktériumokkal és gombakkal szemben antagonista hatast mutatott (Catara, 2007), tovabba
megemlitették, mint burgonya endofitat is, szintén kihangsulyozva ndévénypatogén gombakkal
szembeni antagonista hatasat (Berg és Hallmann, 2006). A P. protegens faj CHAQ' torzse is
antimikrobidlis anyagokat (2,4-diacetil floroglucinol, pioluteorin) termelé rhizobaktériumként

ismeretes, de endofita voltat is feltételezik (Hardoim et al., 2012a).

A nem-Pseudomonas nemzetsegbe tartozé torzsek azonositasanak eredményei a 10. tablazatban

lathatok. Amint megfigyelhetd, a torzsek csupan 57,83 %-at (a tablazat els6 48 torzse a 83-bol)

sikeriilt faj szinten is azonositani. A felhasznalt szekvencia adatok alapjan, faj szinten nem

azonositott torzsek esetében a tablazatban csak az adott nemzetség van feltlintetve, mint javasolt

nemzetség/fajnév, mert ezen esetekben a térzsek vagy tébb faj tipustorzsével is teljes/majdnem
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eltérést mutattak, hogy a faj szintii azonossag kérdeses vagy kizart. Ez utobbi esetekben az (j,
még le nem irt fajokrol is szo lehet. Tovabbé az is elmondhato, hogy ezek a torzsek foként olyan
nemzetségek (Bacillus, Rhizobium, Microbacterium) tagjai, amelyek nagyon gazdag faji
diverzitassal rendelkeznek, és azonositasukhoz nem elégségesek csupan a riboszomalis RNS-t
kodolo genszekvencidk meghatérozasa, hanem tovabbi fenotipusos, genotipusos vagy mas egyeb
jellemzok ismerete is sziikséges (Logan, 2002; Young et al., 2004; Daffonchio et al., 2006;
Evtushenko és Takeuchi, 2006).

A faj szinten azonositott nem-Pseudomonas torzsek kozétt vannak olyanok, amelyeket korabban
mar leirtak, mint potencidlis vagy valodi endofitat. llyenek példaul az antibakterialis aktivitassal
rendelkez6 Staphylococcus warneri és a Pantoea vagans (Smits et al., 2010; de Oliveira Costa et
al., 2012) torzsek, amelyek kozll a S. warneri warnericin és nukacin nevii bakteriocinek

termelése révén fejti ki antibakterialis hatasat (Sashihara et al., 2000; Verdon et al., 2008).

10. tablazat. A nem-Pseudomonas nemzetségbe tartozo torzsek identifikalasa a 16S rRNS
génszekvenalas alapjan kapott identifikalisi eredmények és az EzTaxon adatbazis alapjan

Azonositas 16S rRNS génszekvencidk alapjan

S5, | 7L (S Név (javasolt nemzetség/fajnév) GBN (I)—/Las.

1. | SESRK2 100

2. | SESRK13 Brevibacillus centrosporus DSM 84457 (Brevibacillus ABL1271 100

9.1

3. | SEPRK13 centrosporus) 100

4. | SESRK14 (KU605727) 100
Chryseobacterium hispalense DSM 25574"

5. | FPBSKK1 (KU605691) (Chryseobacterium hispalense) JARQO01000004 100
Clavibacter michiganensis subsp. phaseoli LPPA 982"

6. FPBTIK2 (KU605718) (Clavibacter michiganensis subsp. phaseoli) HEB08962 99,93

7. | SESRK17 (KU605694) Cohnella ginsengisoli GR21-5 (Cohnella ginsengisoli) EF368010 100

8. | SEPRH20 (KU605673) Cupriavidus campinensis WS2 (Cupriavidus campinensis) AF312020 100

9. | FPBBIK4 Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens LMG AJ312209 100

10. | FPBBIK2 (KU605725) 3645" (Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens) 100

11. | SEPRK12 Delftia lacustris 332 (Delftia lacustris) EU888308 100

12. | SEFPRK12 (KU605675) Leclercia adecarboxylata GTC 1267 (Leclerci 100

eclercia adecarboxylata eclercia

13. | SEFPRKY (KU605675) adecarboxylata) AB273740 100

14. | SEFPRH10 (KU605675) 100
Enterobacter cancerogenus LMG 2693 (Enterobacter

15. | HPBBIH4 (KU605688) cancerogenus) 796078 99,93

16. | SESRK7K . . . . 100
K I DSM 119257 (K I Y16263

17. | SESRK6K (KU05710) ocuria palustris DS 925" (Kocuria palustris) 100

18. | SEFSRK?2 (KU605708) Leifsonia lichenia 2Sh (Leifsonia lichenia) AB278552 99,93

19. | HPBSKH1 (Ku605723) | Leucobacter tardus DSM 19811" (Leucobacter tardus) AM940158 100
Microbacterium esteraromaticum DSM 8609

20. | SELKS (KU605726) (Microbacterium esteraromaticum) Y17231 99,87
Microbacterium paraoxydans CF36 (Microbacterium

21. | HPBBIK4 (KU605720) paraoxydans) AJ491806 99,93

22. | FPBTIK1A (KU605765) | Microbacterium testaceum DSM 20166 (Microbacterium X77445 100

23. | FPBTIK1 testaceum) 100

24. | SESRK2K (KU605717) | Micrococcus yunnanensis YIM 65004 (Micrococcus F1714355 100

25. | SESRK1K yunnanensis) 100
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26. | SESRK4K 100
27. | SEFSK6 100
28. | SEFSRK4 (KU605679) g@iglrk;?;;illﬂ:)gchamlytncus DS-1 (Paenibacillus AB042938 99,73
29. | SEFSRK1 (KU605696) ;?gﬂbazzlél’sui:)talchungen5|s BCRC 17757 (Paenibacillus EU179327 99,84
30. | SEFSH4 (Ku605721) Paenibacillus tundrae A10b (Paenibacillus tundrae) EU558284 100
31. | FPBBIH3 (KU605692) Pantoea brenneri LMG 5343 (Pantoea brenneri) EU216735 100
32. | FPBBIH2 (KU605690) Pantoea vagans LMG 24199 (Pantoea vagans) EF688012 99,84
33. | SEFLH4 (Ku605684) Rhizobium alamii GBV016" (Rhizobium alamii) AM931436 100
34. | SEPRH21 (KU605687) 100
35. | FPBOKKZ Rhizobium radiobacter ATCC 19358 (Rhizobium 100
36. | FPBSKK3 radiobacter) AJ389904 100
37. | SELH5 100
38. | SEFPRK18 100
39. | SEFSK10 (KU605695) Rothia amarae JCM 11375 (Rothia amarae) AY043359 99,85
40. | SEFSK2 (KU605729) Rothia terrae L-143 (Rothia terrae) DQ822568 100
41. | SKS1 (KuUs05728) g;)eitggr:?ig?sc)cus epidermidis ATCC 14990 (Staphylococcus L37605 100
42. | SEFSK12 (kus0s709) ﬁ;ae%tlg:sggﬁgs haemolyticus ATCC 29970 (Staphylococcus 137600 100
43. | SKS3/2 vl ) vl 100
44. | SELK3 (KU605729) \?\}:rpneyr ic)n:occus warneri ATCC 27836 (Staphylococcus 137603 100
45. | SEFSK7 100
46. | SESRIK16 (KUG05675) Stenotrophomonas rhizophila DSM 14405 100
A7. | SEPRHG (Stenotr(?phomonas rhizgphila) CPO07597 100
48. | SEPRH11 100
49. | SEPRH9 (KU605682) Acidovorax anthurii CFBP 3232 (Acidovorax sp.) AJ007013 97,57
50. | SEFLK1 (KU605719) Bacillus marisflavi TF-11 (Bacillus sp.) AF483624 100
51. | SESRK5 100
gg §E§2E2 (KUG0S763) Bacillus frigoritolerans DSM 88017 (Bacillus sp.) AM747813 188
54. | SEPRH8 100
55. | SKS2 (kUs0s707) (B;;:élilllﬁjsasrg?/)lol|quefaC|ens subsp. plantarum FZB42 CPO00560 100
56. | SEFLH1 (KU605706) Bacillus pumilus ATCC 7061 (Bacillus sp.) ABRX01000007 | 99,87
57. | SELK1 (KU605710) Bacillus pumilus ATCC 7061 (Bacillus sp.) ABRX01000007 | 99,88
58. | SEPRK24 100
22 2;22::;7 Bacillus aryabhattai B8W22 (Bacillus sp.) EF114313 188
61. | SEPRH5/1 (KU605769) 100
62. | FPBTIH1 (KU605683) Brevundimonas nasdae GTC 1043 (Brevundimonas sp.) AB071954 99,7
63. | SEFSH2 (KU605713) Curtobacterium herbarum P 420/07 (Curtobacterium sp.) AJ310413 99,31
64. | SEFSRH1 (KU605715) Deinococcus radiopugnans ATCC 19172" (Deinococcus sp.) | Y11334 99,56
65. | SEFPRK4 (KU605731) Enterobacter asburiae JCM6051 (Enterobacter sp.) AB004744 99,68
66. | SEFPRK16 (KU605674) | Enterobacter cancerogenus LMG 2693 (Enterobacter sp.) 796078 99,71
67. | SESRK10 (KU605714) Lysinibacillus composti NCCP-36 (Lysinibacillus sp.) AB547124 99,5
68. | SEFSH7 (KU605711) Microbacterium hydrothermale 0704C9-2 (Microbacterium HM222660 99,34
69. | SEFSH5 sp.) 99,34
70. | SEFPRH9 Microbacterium phyllosphaerae DSM 13468 99,49
71 | SELH2 (Microbacteriumpspy) P AJ277840 99,49
72. | HPBSKH2 (KU605730) 99,49
73. | FPBBIK6 (KU605689) Ochrobactrum anthropi ATCC 49188 (Ochrobactrum sp.) CP000758 100
74. | SESRK5K (KU605685) Paenibacillus endophyticus PECAEQ04 (Paenibacillus sp.) KC447384 99,71
75. | SESRK1 (KU605697) Paenibacillus chondroitinus DSMZ5051" (Paenibacillus sp.) | D82064 99,61
76. | SEFSRK3 (KU605693) Rhizobium freirei PRF 81 (Rhizobium sp.) AQHN01000056 | 98,86
77. | SEFSRKS5 (KU605712) Rhizobium tibeticum CCBAU 85039 (Rhizobium sp.) EU256404 99,39
78. | SEFPRH13 Rhizobium massiliae 90A (Rhizobium sp.) AF531767 99,69

70



javascript:%20reloadBrowse('AB042938',%20'www.ezbiocloud.net');
javascript:%20reloadBrowse('EU179327',%20'www.ezbiocloud.net');
javascript:%20reloadBrowse('EU558284',%20'www.ezbiocloud.net');
javascript:%20reloadBrowse('EU216735',%20'www.ezbiocloud.net');
javascript:%20reloadBrowse('EF688012',%20'www.ezbiocloud.net');
javascript:%20reloadBrowse('AM931436',%20'www.ezbiocloud.net');
javascript:%20reloadBrowse('AJ389904',%20'www.ezbiocloud.net');
javascript:%20reloadBrowse('AY043359',%20'www.ezbiocloud.net');
javascript:%20reloadBrowse('DQ822568',%20'www.ezbiocloud.net');
javascript:%20reloadBrowse('L37605',%20'www.ezbiocloud.net');
javascript:%20reloadBrowse('L37600',%20'www.ezbiocloud.net');
javascript:%20reloadBrowse('L37603',%20'www.ezbiocloud.net');
javascript:%20reloadBrowse('CP007597',%20'www.ezbiocloud.net');
javascript:%20reloadBrowse('AJ007013',%20'www.ezbiocloud.net');
javascript:%20reloadBrowse('AF483624',%20'www.ezbiocloud.net');
javascript:%20reloadBrowse('AM747813',%20'www.ezbiocloud.net');
javascript:%20reloadBrowse('CP000560',%20'www.ezbiocloud.net');
javascript:%20reloadBrowse('ABRX01000007',%20'www.ezbiocloud.net');
javascript:%20reloadBrowse('ABRX01000007',%20'www.ezbiocloud.net');
javascript:%20reloadBrowse('EF114313',%20'www.ezbiocloud.net');
javascript:%20reloadBrowse('AB071954',%20'www.ezbiocloud.net');
javascript:%20reloadBrowse('AJ310413',%20'www.ezbiocloud.net');
javascript:%20reloadBrowse('Y11334',%20'www.ezbiocloud.net');

79. | SEFPRH8 99,69
80. | HPBBIH6 99,69
81. | SEFPRH12 (KU605722) 99,69

Stenotrophomonas maltophilia MTCC 434
82. | SEPRK11 (KU605686) (Stenotrophomonas sp.)

83. | SEPRK9 (KU605680) Stenotrophomonas terrae R-32768" (Stenotrophomonas sp.) | AM403589 99,18
Jelmagyarazat: GBN — GenBank accession number; Has. — Hasonl6sag

JALV01000036 99,01

Erdekes mddon a P. vagans C9-1 térzset mar regisztraltak, mint BlightBan C9-1nevii biokontrol
agenst (Nufarms America Inc., Burr Ridge, IL) (Smits et al., 2010), holott csak 2013-ban irtak
le, mint endofita baktériumot (Sérgio Balbino Miguel et al., 2013). Szintén fontos hatas az
antifungalis aktivitas, amivel a Microbacterium testaceum (Smits et al., 2010; de Oliveira Costa
et al., 2012) torzsek is rendelkezhetnek. A fitohormonok (pl. indol-3-ecetsav, auxin) termelése
révén kifejtett PGP (plant growth promotion) hatasu C. hispalense (Montero-Calasanz et al.,
2013a; Montero-Calasanz et al., 2013b) fajba tartozo torzset is sikertlt izolalni, igaz endofita

voltukat még eddig nem irték le.

Osszegezve a molekularis identifikalasi eredményeket elmondhatd, hogy az altalam vizsgalt
gének alapjan, a 100 darab szekvenalasra ker(lt torzs tébb mint 50%-at (53 darabot) sikertlt faj
szinten is azonositanom, a tobbit csak nemzetség szinten. Azonban ha csak a Pseudomonas
nemzetségbe tartozo torzseket tekintjik, akkor ez az ardny 29%-ra csokken. Esetemben tehat
szekvenalassal elsésorban a nemzetség szintli meghatarozas volt lehetséges a pszeudomonaszok
esetében, illetve néhany tovabbi olyan izolatumnal, amelyek széles faji diverzitdssal
rendelkeznek vagy esetlegesen még le nem irt fajok.

4.6. A filogenetikai vizsgalatok eredményei

A 100 darab torzs 16S rRNS génszekvencidit Gsszehasonlitottam a megegyez6 szekvenciak
azonositasa céljabol (lasd 3.6.4). Az azonos szekvenciak, vagyis az egy KTE-be (kezelhetd
taxondmiai egyseq) tartozo torzsek a 9. és 10. tablazatban lathatéak, amely tablazatokban a
tovabbi vizsgalatokra kivalasztott reprezentativ torzseket zold hattérrel jeloltem. Osszesen 64
darab kiilonboz6é KTE-t siker(ilt azonositani, kdztik 12 Pseudomonas és 52 nem-Pseudomonas
KTE-t. A 64 KTE reprezentativ torzs felhasznalasaval készitett filogenetikai torzsfa segitségével

analizaltam a torzsek rokonsagi kapcsolatait és biodiverzitasat.

A 10. abran lathaté torzsfat a két fajta (HO és Karpia) és két termesztési korilmény kodzott
nevelt (hidroponikus és talajkultdras) paprikakbol szarmazo osszes KTE felhasznalasaval

készitettem.
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Pseudomonas grimontii SEPRK15 / (2)
Pseudomonas protegens SESK2
70} Pseudomonas sp. SEPRK23 / (1)
Pseudomonas sp. SEPRK29/ (1)
60l Pseudomonas sp.SEFPRK15
Pseudomonas corrugata SEFPRK8
Pseudomonas sp. SEPRH1K
Pseudomonas sp. SEPRK6 / (1)
4L Pseudomonas sp. SEFPRK2
Pseudomonas sp. SEPRK19
Pseudomonas sp. SEPRH4
Pseudomonas sp. HPBBIK3

97 Stenotrophomonas sp. SEPRK11
1oo|'|_

83

Stenotrophomonas sp. SEPRK9
71p Enterobacter sp. SEFPRK16

60

100] 1Enterobacter sp. SEFPRK4
Pantoea vagans FPBBIH2

Pantoea brenneri FPBBIH3

100 Delftia lacustris SEPRK12

100 Acidovorax sp. SEPRH9

Brevundimonas sp. FPBTIH1
Rhizobium alamii SEFLH4

90

100

Rhizobium sp. SEFSRK5
Rhizobium sp. SEFSRK3
Ochrobactrum sp. FPBBIK6
Rhizobium radiobacter SEPRH21 / (4)
100k Rhizobium sp. SEFPRH12 / (3)
Cohnella ginsengisoli SESRK17 n
Paenibacillus tundrae SEFSH4
Paenibacillus taichungensis SEFSRK1
Paenibacillus glycanilyticus SEFSRK4

100

75

53
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L—— Lysinibacillus sp. SESRK10

Staphylococcus epidermidis SKS1
W[[Staphylococcus warneri SELK3 / (2)

Paenibacillus sp. SESRK5K
Paenibacillus sp. SESRK1
Bacillus sp. SELK1

Bacillus sp. SEFLH1

Bacillus sp. SKS2

Bacillus sp. SESRK8 / (3)

Bacillus sp. SEFLK1

Bacillus sp. SEPRH5/1/ (3)

- Bacilli

8ok Staphylococcus haemolyticus SEFSK12
Brevibacillus centrosporus SESRK14 / (3)
ssr- Rothia amarae SEFSK10
55 Rothia tarrae SEFSK2
ML Kocuria palustris SESRK6K / (1)
Micrococcus yunnanensis SESRK2K / (3)
100 Curtobacterium sp. SEFSH2

Curtobacterium flaccumfaciens FPBBIK2 / (1)

Clavibacter michiganensis subsp. phaseoli FPBTIK2
Microbacterium sp. HPBSKH2 / (2)

Microbacterium paraoxydans HPBBIK4

Microbacterium esteraromaticum SELK5

Microbacterium testaceum FPBTIK1A / (1)

Microbacterium sp. SEFSH7 / (1)
Leifsonia lichenia SEFSRK2
Leucobacter tardus HPBSKH1

100

—_
0.1

Stenotrophomonas rhizophila SESRK16 / (2)

82|l Enterobacter cancerogenus HPBBIH4
2811 Leclercia adecarboxylata SEFPRK12 / (2)

Cupriavidus campinensis SEPRH20

- y-Protebacteria

:|> B-Protebacteria

Deinococcus sp. SEFSRH1

a-Protebacteria

I Actinobacteria

Chryseobacterium hispa-lense FPBSKK1

10. Abra. Az dsszes reprezentativ, feltételezett endofita torzs felhasznalasaval készilt

filogenetikai torzsfa, amely 64 kiilonboz6 KTE-be sorolja a torzseket

A tdrzsfan csak > 50 bootstrap érték van feltlintetve. A per jel (/) utan zarojelben 1év6 szam az adott KTE-hez

tartozd mas torzsek szamat jelzi. A zold korrel jelolt torzsek rokonsagi szempontbdl a tobbitdl tdvolabb allnak.
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Kiemelend6ék az abran zold korrel jelolt, KTE-ket képviseld torzsek (P. sp. HPBBIKS,
Cupriavidus campinensis SEPRH20, Deinococcus sp. SEFSRH1, Brevundimonas sp. FPBTIH1,
Paenibacillus sp. SESRK1, Brevibacillus centrosporus SESRK14, Leucobacter tardus
HPBSKH1, C. hispalense FBBSKK1), amelyek rokonsagi szempontbdl eléggé tavol allnak a
tobbi torzstol, és amelyek alapjan lehetévé valt azon torzsek kivalasztasa, amelyekre nagy
valosziniiséggel specifikus oligonukleotid probak tervezhetok a FISH vizsgalatok
Kivitelezéséhez. Ez azzal indokolhatd, hogy ha egy adott térzs rokonsagi szempontbol kellen
tavol esik az Osszes olyan torzst6l, amely mar el6fordult a vizsgalt paprikakban, akkor
feltehetden nagyobb valoszinliséggel lehet ra specifikus FISH probat tervezni. Ez az allitas
abban az esetben helytdlld, ha csak az A&ltalam izolalt 64 reprezentativ baktérium torzs
szekvenciajat veszem figyelembe, de szintén nagy az esély specifikus probak tervezésére abban

az esetben is, ha az atfogo SILVA adatbazis 6sszes 16S rRNS szekvenciajat veszem figyelembe.

A paprikakbol szarmazo teljes, feltételezhetéen endofita populacioval kapcsolatos filogenetikai
vizsgalatok (lasd 10. abra) alapjan megéallapithaté a magas foku diverzitas, amit a 100 torzs 64
KTE-be val6 tartozasa tdmaszt ala. A KTE-k nagytdbbsége harom nagyobb taxondémia egységbe,
torzsbe sorolhatd, nevezetesen a Proteobacteria, Firmicutes és az Actinobacteria torzsekbe.
Kivételt csupan a C. hispalense FPBSKK1 és a Deinococcus sp. SEFSRH1 képez, melyek a
Bacteroidetes (Flavobacteriia osztadlya) és a Deinococcus-Thermus (Deinococci osztalya)
tOrzsekbe tartoznak.

A y-Proteobacteria volt a legnépesebb osztaly 21 KTE-vel (33%), amelyet a DNS-ben alacsony
GC tartalm0 Gram-pozitiv Bacilli osztaly (17 KTE, 27%) és a magas GC tartalmu Gram-pozitiv
Actinobacteria osztaly (14 KTE, 22%) kdvet a sorban. Tovabba hét KTE (11%) tartozott az -
Proteobacteria, mig végul a legkisebb B-Proteobacteria osztaly 3 KTE-vel (5%) képviseltette

magat.

A KTE-k filogenetikai torzsfan vald eloszlasa alapjan megallapithat6, hogy a Pseudomonas
KTE-k voltak a dominansok (12 KTE, 19%) nem csak y-Proteobacteria osztalyban, hanem az
0sszes osztaly kozott. A y-Proteobacteria osztaly megmarado o klaszterje magaba foglalja az
Enterobacter és Stenotrophomonas-t (3-3 KTE-vel, 5-5%) valamint a harom fenmaradé KTE,
2:1 aranyban oszlik meg a Pantoea és a Leclercia kozott. A B-Proteobacteria osztaly 1-1 Delftia,
Acidovorax es Cupriavidus KTE-vel volt képviselve. Az 5 Rhizobium KTE a legnagyobb
hanyadat (71%-at) képviselte az a-Proteobacteria osztalynak, mig a fenmaradé 29% egy-egy
Brevimundimonas és Ochrobactrum KTE-vel volt képviselve. A Bacilli osztaly szinte teljes
egészét harom nemzetség teszi ki, nevezetesen a Bacillus (6 KTE, 9%), Paenibacillus (5 KTE,
8%) és a Staphylococcus (3 KTE, 5%). Végil pedig az Actinobacteria osztadly volt a
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legheterogénebb, mivel csak a Microbacterium (5 KTE, 8%), a Curtobacterium (2 KTE, 3%) és
a Rothia nemzetségek képviseltették magukat egynél tobb KTE-val.

4.7. A feltehetéen endofita torzsek megoszlasa a paprikakban

A két termesztési koriilmény kozott nevelt, két paprikafajtabol izolalt 100 darab feltehetéen
endofita torzs izolalasi helye, névényben val6 megoszlasa és a rendszertani besorolasa a 11.
tablazatban lathatd. Az izolalas kiilonb6z6 vegetacios szakaszban 1évé novényekbdl (iiltetéshez
hasznalt magok, palantdk és kifejlett ndvények) és kiilonb6zé novényi szervekbdl (magok,

gyokerek, szarak, levelek és termések) tortént.
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11. tdblazat. A feltehet6en endofita térzsek eloszlasa a névényi szervekben

Magok Palantak |  Kifejlett névények termései | g2
. , ) e Hidroponikus Hidroponikus 4 3
Rendszertani besorolas (nemzetségek és fajok) ri6 [IRGInE Ho Karoia Ho Karpia | Ho |LKarpiall Ho | Kérpia g %
Gy Z| Gy z]| oy Gy z|T T T T x| >
Pseudomonas
P. grimontii 1 2 3
P. protegens 1 1 ]17
P. corrugata 1 1
egyéb P. KTE-k (9) 5 4 2 1 12
Bacillus 12
egyéb B. KTE-k (6) 1 2 6 1 1 12
Rhizobium
R. radiobacter 1 1 1 2 5
— 12
R. alamii 1
egyéb R. KTE-k (3) 3 2 1 6
Microbacterium
M. esteraromaticum 1 1
M. paraoxydans 1 1 9
M. testaceum 2 2
egyéb M. KTE (1) 1 1 1 5
Paenibacillus
P. glycanilyticus 1
P. taichungensis 1 1 5
P. tundrae 1 1
egyéb P. KTE-k (2) 2 2
1
Staphylococcus
S. warneri 1 1 1 3 5
S. haemolyticus 1 1
S. epidermidis 1 1
Stenotrophomonas
S. rhizophila 2 1 3 5
egyéb S. KTE-k (2) 2 2
Brevibacillus centrosporus 4 4 4
Micrococcus yunnanensis 3 1 4 4
Curtobacterium 3




C. flaccumfaciens 2 2
egyéb C. KTE (1) 1 1
Enterobacter
E. cancerogenus 1 1 3
egyéb E. KTE (1) 2 2
Leclercia adecarboxylata 1 2 3 3
Kocuria palustris 2 2 2
Pantoea
P. vagans 1 1 2
P. brenneri 1
Rothia
R. amarae 1 1 2
R. terrae 1 1
Acidovorax KTE 1 1 1
Brevundimonas KTE 1 1 1
Chryseobacterium hispalense 1 1 1
Cupriavidus campinensis 1 1 1
Clavibacter michiganensis subsp. phaseoli 1 1 1
Cohnella ginsengisoli 1 1 1
Deinococcus KTE 1 1 1
Delftia lacustris 1 1 1
Leifsonia lichenia 1 1 1
Leucobacter tardus 1 1 1
Lysinibacillus KTE 1 1 1
Ochrobactrum KTE 1 1 1
Szervek szerinti részosszegek | 0 3 12 1 3130 3 6 6 | 13 | 6 4 2 3 9 100 | 2
Fajta szerinti részosszegek | 0 3 15 33 12 19 4 2 3 9 100 | &
Termesztési korilmények szerinti részsszeg 3 48 6 100 083
Vegetacids szakasz szerinti részosszeg 3 79 18 100 >

Az izolatumok kiilonboz6 vegetacios szakaszban 1évé, talajkultarasan és hidroponikusan nevelt, H6 és Karpia fajtakbdl szarmaznak. Jelmagyarazat: A sorokban 1évé szamok

az adott fajhoz tartozd torzsek szamat, mig a zardjelben 1év6k az KTE-k szamét jelzik. Gy - gyokerek; Z — fold feletti zold szervek; T — termések.
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Osszehasonlitva a kiilonbozd vegetacios szakaszban 1évé novényekbdl szarmazo torzsek aranyat
elmondhato, hogy a palantakbol (gyokereibdl és foldfeletti zold szerveibdl) szdrmazott a legtobb
torzs (79), mig a kifejlett novények terméseibdl csupan 18, valamint a novények iiltetésé¢hez
hasznalt magokbol még kevesebb, Gsszesen 3 torzs szarmazott. Reészletesebben vizsgalva az
izolatumok aranyat, a termesztési korilmenyek tekintetében megallapithato, hogy 6sszességében
tobb torzs (54) sz&rmazott a hidroponikus novényekbdl, mint a talajkultirdsokbol (43), ami még
inkabb igaz, ha a palantakra sziikitjiik a kort (48 torzs a hidro- és 31 a talajkultiras palantakbal).
Az eldbbiekkel ellentétben, a termések esetében ez az arany forditott és még nagyobb mértékii
(kétszer tobb talajkaltdras, mint hidroponikus torzs) volt. Tovabba, 6sszegezve a novenyi
szervekbdl szarmazd torzseket, a legtobb (61) - amint varhato volt - a gyokerekb6l szarmazott,
mig a zOld szervek és a termések esetében kevesebb, mint a harmadat, 18-18 tdrzset, valamint a
magokbdl a legkevesebbet (3) sikerdlt izolalni. Veégul a termesztési fajtakat vizsgalva,
0sszességében kozel kétszer tobb (66) torzs szarmazott a Karpiabol, mint a H6 fajtabol (34).
Ennél részletesebben is szemiigyre véve megfigyelhetdé, hogy altalaban tobb torzset
tenyésztettliink ki a Kérpidbol, mint a HébAl, azonban a hidroponikus termésekbdl szarmazo

izolatumok kivételt képeznek ezalol.

A hidroponikus paprikdk esetében a Pseudomonas (14) és a Bacillus (9) nemzetség, mig a
talajkulturas paprikdknal a Rhizobium (9) és a Microbacterium (5) nemzetség képviseltette
magat a legnagyobb sz&mban, azonban mind a négy nemzetség jelen volt mindkét termesztési
korulmény esetében. Kisebb szamban, de szintén jelen voltak mindkét termesztésii paprikaban a
Micrococcus, Staphylococcus, Paenibacillus és Enterobacter nemzetségbe tartozé torzsek is. A
kizardlag hidroponikus paprikakban el6forduld nemzetségek a Cupriavidus, Delftia, Acidovorax,
Stenotrophomonas, Leucobacter, Kocuria, Cohnella, Brevibacillus és Lysinibacillus voltak, mig
a Pantoea, Leclercia, Deinococcus, Brevundimonas, Ochrobactrum, Curtobacterium,

Clavibacter és Leifsonia nemzetségek tagjai csak talajkultiras paprikakbdl voltak izolalhatok.

A HO es Karpia fajtakbdl szarmazo toérzsek nagy szamban a Pseudomonas és Rhizobium
nemzetségekbdl keriiltek ki, tovabba a Ho fajta esetében a Microbacterium, mig Karpianal a
Bacillus nemzetségbe tartozo torzsek fordultak elé nagyobb szamban. Kisebb mennyiségben,
azonban mindkét fajtabol izolalhatd voltak a kovetkezd nemzetségek tagjai: Enterobacter,
Leclercia, Stenotrophomonas, Paenibacillus, Curtobacterium. Az egyedien eléforduld
nemzetségek tekintetében a HO fajta esetében kevesebb (Pantoea, Cupriavidus, Acidovorax,
Deinococcus, Leucobacter), mig a Karpia esetében tdbb (Delftia, Brevundimonas,
Ochrobactrum, Cohnella, Lysinibacillus, Brevibacillus, Rothia, Kocuria, Micrococcus,

Clavibacter, Leifsonia, Staphylococcus) nemzetséghez tartozo torzs volt izolalhato.
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Sok esetben tapasztalhatd volt, hogy egyes nemzetsegekhez vagy fajokhoz tartozo torzseket
foként vagy kizarolagosan a hidroponikus palantak gyokereib6l (Pseudomonas spp., Bacillus
spp., Stenotrophomonas spp., Brevibacillus centrosporus, Micrococcus yunnanensis, Kocuria
palustris), mig masokat éppen ellenkezdleg, a talajkultirasokbdl (Rhizobium spp. és a Leclercia
adecarboxylata) sikeriilt izolalni. Erdekesség képen megemlitendd, hogy Stock és munkatérsai
(2004), valamint Keren és munkatarsai (2014) leirasa és a DSMZ torzsgyitemény osztalyozésa
alapjan is, ez utdbbi faj (Leclercia adecarboxylata) opportunista humanpatogén baktérium,
amelybdl harom torzset (SEFPRK12, SEFPRK7, SEFPRH10) is sikerilt izolalni. Visszatérve az
eredeti gondolatmenethez elmondhatd, hogy volt olyan eset is, mikor mindkét rendszerben
nevelt palantak gyokereiben eléfordultak az adott fajok (Peanibacillus spp.). A Microbacterium,
Rhizobium nemzetség tagjai szinte mindeniitt el6fordultak, csupan a magokbol nem sikeriilt
kitenyészteni, nem ugy a Bacillus fajokat, amelyek a magokban is eléfordultak, viszont a
termésben mar nem. A Staphylococcus fajok szintén jelen voltak a magokban és a palantak fold
feletti zold szerveiben. Itt szintén eltérve az eredeti gondolatviteltdl, megemliteném a magbol
szarmazd Staphylococcus epidermidis SKS1, és a szarbol szarmaz6 Staphylococcus
haemolyticus SEFSK12 torzseket, amelyek Otto (2009), Takeuchi és munkatarsai (2005) leirasa
és a DSMZ torzsgyltemény osztalyozasa alapjan is opportunista humanpatogén fajok. Voltak
olyan talajkultdras paprikdkbdl izolalt fajok, amelyek csak a z6ld szervekben (Rothia spp.),
voltak olyanok, amelyek csak a termésekben (Pantoea spp.), és voltak olyanok, amelyek
mindket szervben (Curtobacterium spp.) eléfordultak. Tovabba volt tobb egyedileg eléfordulo
faj is (Acidovorax sp., Brevundimonas sp., C. hispalense, Cupriavidus campinensis, Clavibacter
michiganensis subsp. phaseoli, Cohnella ginsengisoli, Deinococcus sp., Delftia lacustris,
Leucobacter tardus, Lysinibacillus sp., Ochrobactrum sp.), amelyek a paprikdk gyokéreibol
vagy terméseibdl keriiltek kitenyésztésre. A termeés tekintetében pedig ami élelmiszerbiztonsagi
szempontbdl a legfontosabb, az Enterobacter cancerogenus (Abbott és Janda, 1997; Garazzino
et al., 2005) és a Pantoea brenneri opportunista humanpatogénkent leirt fajokba (Brady et al.,
2010) tartozo torzseket (HPBBIH4 és FPBBIH3) is sikerilt izolalni.

4.8. A kiilonb6z6 KTE-Kbe tartozo, feltehetéen endofita torzsek paprikamag csirazasara

gyakorolt hatasa

Mint ahogyan a 2.4.1-es alfejezetben mar emlitésre kerult, ahhoz hogy a valodi endofitakat
megkilonboztethessem a feltételezett endofitaktdl szikséges igazolnom vizualisan a sejtek
jelenlétét (kolonizacidt) a belsé novényi szovetekben. Azonban ezt a feltételt nehéz lett volna
teljesitenem mind a 64 KTE-t reprezentalo torzsre, ezért egy Uj mddszert hasznaltam a nem

endofita (pl. a feliileti fert6tlenitést talélé vagy véletlen folytan internalizalodott) torzsek
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Kisziirésére €s egyben a csirazast direkt mddon serkent6, mutualista endofita jellegek
felderitésére. Ez a mddszer azon az altalanosan elfogadott endofita meghatarozason alapszik,
amely szerint ezek nem lehetnek karosak a ndvenyre és képesek mutualista kapcsolatban élni a

ndvénnyel.

Munkam soran egy paprikamag csirazasi tesztet hasznaltam, amely az ISTA (2003); Niranjan
Raj és munkatarsai (2003); Chandrashekhara és munkatarsai (2007) altal mar leirt, novényi
novekedést serkentd hatas vizsgalat modszerén alapszik, azonban egyszeriisitéseket tartalmaz, és
azt feltételezi, hogy csak azon paprikabol izolalt baktériumok tekinthet6k feltételezett,
kommenzalista vagy mutualista endofitaknak, amelyek nem gatoljdk a gazdandvény csirazasat.
Igaz nem torvényszerli, csupan feltételezés, hogy egy késobbi fejlédési fazisban, egy eltérd
szovetben mutualista faj a csirazast is segitse, azonban ha gatolja azt, akkor valdsziniileg nem

mutualista endofita.

A vizsgéalat sordn minden torzs szuszpenzidjaban 6 oran at inkubaltam a fert6tlenitett magokat,
ezt kovetden 10 napig hagytam csirdzni azokat, majd a tovabbiakban csupan azokat tekintettem
vélhetden endofita baktérium torzseknek, amelyek a kontrollhoz képest minimalisan 90%-0s
paprikamag csirazasi aranyt indukaltak. Valamennyi torzs hatasat harom parhuzamban
vizsgaltam, és a kapott eredményeket a 11. dbran szemléltettem. A baktériumok hatasat a
paprikamagok csirdzasara ot kategoriaba soroltam. Azon tdrzsek, amelyek 70% alatti csirazast
indukaltak, er6sen gatlonak, mig a 70-90%-o0s csirazast el6idézOket enyhén gatloknak
tekintettem. A 90-110%-ban csirazast eredményezé torzseket neutrdlis, mig az e felett
teljesitoket gyengén stimulaloknak tekintettem. Csupan egy torzs indukalta a magok csirazasat
130% felett, amelyet ezért az er6sen stimulald kategoriaba soroltam. A 11. 4brén megfigyelheto,
hogy a torzsek 10,9%-a nagymértékben, mig 9,4%-a enyhén gatolta a magok csirdzasat. A
torzsek tobbsége (kozel 64,1%-a) a semleges kategoriaba tartozik és hasonloképpen a gatld

torzsekhez, csak kevés szamu torzs, mintegy 15,6%-uk volt képes Iényeges stimulalasra.

A mérések szorasabol arra lehet kovetkeztetni, hogy a modszernek van egy kisebb mértékii
bizonytalansaga. A nagyszdmu neutralis hatasu torzs miatt felallitottam egy stimulacios
hatarérteket, és a tovabbiakban csak az ennek megfeleld torzsekkel dolgoztam tovabb. Ebbe a
csoportba csak a 110 %-nal nagyobb atlagos csirazast serkentd torzsek tartoznak. Ezen torzsek
(10 darab) fele a Pseudomonas, a tobbi térzs a Leclercia, Curtobacterium, Pantoea,
Chryseobacterium és a Rhizobium nemzetségek tagjai. A legnagyobb serkentést elGsegitd

Pseudomonas sp. SEPRK23 torzset sajnos faji szinten nem sikeriilt azonositanom.

Osszevetve a serkentdé hatasi 10 torzset a filogenetikai vizsgalatok alapjan a FISH

vizsgalatokhoz alkalmazand6 probak tervezésére alkalmasnak tiiné 8 torzzsel (10. &bra), a
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baktériumok szama keét torzsre csokkent. Ezek egyike a P. sp. HPBBIK3, amelyet faji szinten
nem sikerllt azonositanom, azonban a szakirodalomban tébb Pseudomonas fajt is leirtak mar
endofitaként (Prieto és Mercado-Blanco, 2008; Andreote et al., 2009; Pandey et al., 2012), ezért
potencialis jeloltnek tekintettem. A masik, az FPBSKKI1 jelolésii torzs C. hispalense-ként lett
azonositva, amely faj egyik torzsét leirtak mar novényi novekedést serkentd baktériumként
(Montero-Calasanz et al., 2013a), tehat az altalam izolalt torzs j6 eséllyel lehet valodi endofita
(életmddjat tekintve pedig valdsziniileg fakultativ endofita, mivel az NNSB-k tdbbsége ilyen
(Gaiero et al., 2013). A tovabbiakban — a filogenetikai kapcsolatoktol eltekintve — azonban mind

a tiz torzset felhasznaltam a FISH probak tervezéséhez.

Osszességében tehat sikeriilt egy olyan Gj modszert alkalmaznom, amellyel nagy
valosziniiséggel kizarhatok a feliileti fertdtlenitést tuléld, jo eséllyel nem valddi endofita

baktériumok.

A moédszer eredményei alapjan megfigyelhetd, hogy a vizsgalt torzsek nagy tobbsége (64,1%
semleges + 15,6% stimulalé = 79,7%) nem gatolta, s6t egy részik serkentette (15,6%) a magok
csirdzésat, tehat ezen izolatumok kozott valodi endofitdk is lehetnek. A vizsgalati eredmenyek
alapjan a stimulalo hatasu (min. 110%-os csirazas serkentésii) torzsek szelektalasaval sikerilt

minimalizalnom a tovabbi vizsgalatokra szant torzsek szamat.
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Cuprimvidus campinensis SEPRH20 45
Delftia lacustris SEPREK12 20

Microbacterium sp. HPESKH 2 34
Stenotroph omonas sp. SEPRK? ]
Paenibacillus glycanilyicus SEFSRES
Psendomeonas sp. SEPRH4
Psendomenas sp. SEPRHIEK
Stenotroph omon as rhizophila SESRE1 6
Badllus sp. SEPRH 541

Psendomonas sp. SEFPRK2
Enterobacter cancerogenus HPEEIH 4
Badllus sp. SEFLHI
Acidoverax sp. SEPRHY

Pseudomonas sp. SEPRE6

Eadllus sp. SELK]

EBrevundimenas sp. FPETTHI

Badllus sp. SKS2
Enterobucter sp. SEFPRK16
Microbacterium esteraromaticum SELKS
Leifsonia lichenia SEFSRE2
Rhizobium alami SEFLH4
Staphylococcus haemolyticus SEFSK12
Paenibacillus sp. SESRK1

Rhizebium sp. SEFSRES
Paenibacillus sp. SESRESK
Microbacterium sp. SEFSH 7

Rothin terrae SEFSK2

Pseudomonas corrugata SEFPRES
Curtobacterium sp. SEFSH2
Clavibacter michiganensis subsp, phaseoli FPBTIK2
Staphylococeus epidermidis SKS1
Lysinibacillus sp. SESREI @
Stenotroph omon as sp. SEPRK11
Leucobacter tardus HPESKH 1
Rhizebium radicbacter SEPRH21
Psendomonas prategens SESK2
Paenibacillus taichungensis SEFSREI
Cohnella ginsengisoli SESRE17
Mierococcus yunnanensis SESREK2ZK
Koauria palustris SESRE6K

Eadillus sp. SEFLK]

Deinococeus sp. SEFSRH1

Rhizobium sp. SEFPRH12
Paenibacillus tundrae SEFSH4
Microbacterium paraoxydans HPEBIKS
Eadllus sp. SESRES

Microbacterinm festaceum FPETTE1A
Pantoea brenneri FPEEIH 3
Staphylococeus warneri SELKZ
Ochrobactrum sp. FPEBIKG
Psendomonas sp. SEPRK29

Rothin amarae SEFSK1#

EBrevibacillus centrosporus SESRK14
Enterobacter sp. SEFPRES
Pseudomonas sp. HPBEBIK?
Pseudomonas sp. SEFPRE1 5
Leclercia adecarboxylatn SEFPREK12
Curtobacterium flaccumfaciens FPEBIK2
Pantoea vagans FPEEIH 2
Chryseobacterium hispalense FPESKK]
Psendomonas grimontii SEPREK1S
Psendomenas sp. SEPRK19
Rhizobium sp. SEFSREZ
Psendomonas sp. SEPRK22
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11. dbra. A 64 kiilonb6z6 KTE-be tartozd, vélhetéen endofita torzs paprikamagok csirazasara

gyakorolt hatasa
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4.9. Oligonukleotid probak tervezése es specifikussaguk vizsgalata

A csirazasra gyakorolt stimul&lo hatasuk alapjan kivalasztott, 11. 4brdn bemutatott 10 tdrzsre
probéltam specifikus oligonukleotid prébékat tervezni, mert a FISH-CLSM technika
(Fluorescence In Situ Hybridisation - Confocal Laser Scanning Microscopy) alkalmazésaval
szerettem volna megvizsgalni, hogy a feliiletileg fert6tlenitett magok inokulalasat kovetéen ezen
torzsek képesek-e kolonizalni a névényi endoszférat és ott hosszu tavon talélni. A probatervezés
soran a 10 torzs, valamint a munka soran még szekvenalasra keriilt 90 torzs és a SILVA
adatbazisban (Quast et al., 2013) 1évé 0Osszes torzs 16S rRNS génszekvencidjanak
felhasznalasaval dolgoztam. Ennek eredményeképpen a 3.6.5. alfejezetben leirt in silico
vizsgalatok alapjan csupan a P. sp. HPBBIK3 és a C. hispalense FPBSKK1 torzsekre sikertlt
eléggé specifikus és a gyakorlatban is alkalmazhatonak tiind probakat tervezni. Ez a két torzs
mar az 4.6. és 4.8. alfejezetek eredményeit Osszevetve is a legalkalmasabbaknak tiint az
oligonukleotid prébak tervezése szempontjabol. A két tervezett proba a Pseudo 828 és a

Chryseo_643 jeldlést kaptak, és szekvencidjuk, fluoroforos jel6lésik a 4. tAblazatban lathato.

Mivel a késObbi vizsgalatokban E. coli, L. innocua és L. monocytogenes térzsek névénybe valo
bejutasat is szerettem volna megvizsgalni, ezért az irodalomban erre a harom fajra mar leirt
prébakat vizsgaltam meg in silico analizissel. Az altalam megvizsgalt probak kozil az
Ec/Sh_453 és a Lis-637 prébéak (4. tdblazat) bizonyultak a legalkalmasabbnak, annak ellenére,
hogy az E. coli kimutatasara szant Ec/Sh_453 préba az Escherichia nemzetség legtobb tagjan
kivil a Shigella nemzetségbe tartozo tobb torzshoz is kivaldoan kotddik, valamint a Lis-637-es
préba a L. grayi-tdl eltekintve az 6sszes Listeria fajhoz hibridizalhat. Ez utdbbi préba néhany
esetben gyenge, hibas parosodas kovetkeztében bekotddhet olyan Paenibacillus és Bacillus
nemzetségekbe tartozd torzsekhez is, amelyekhez hasonlé torzseket én is izolaltam a
paprikakbol. A téves pozitiv eredmények elkeriilése céljabol egy versengé probat (Lis-comp
néven, 3. tablazat) is terveztem. A verseng6 probak ismérve, hogy nincsenek jelolve fluoroforral
vagy fluoroforokkal, és jobban koétédnek a kimutatni nem kivant, azonban az adott jeldlt
prébaval nagy hibridizacios hajlandésagot mutaté mikroorganizmushoz, mint a kimutatni kivant

mikrobdhoz, igy csokkentik a téves detektalas lehetdségét.

A mintédkban esetlegesen jelenlévd mas baktériumok kimutatdsdhoz az EUB mix elnevezésii (4.
tablazat) altalanos baktérium probakeveréket hasznaltam kiilonbozé specifikus probakkal
egyidejlileg, a specifikus probatol eltérd fluoroforos jeldléssel. Mivel az EUB mix a legtobb
baktériumhoz kotodik, ezért a kimutatni kivant baktériumokhoz is hibridizal, igy a mikroszképos
detektalas soran a specifikus probaval egyidejiileg detektalhato és ennek okan a kimutatni kivant
baktérium sejtek egy harmadik (esetemben sarga) szinnel jellemezhetok, mig az Gsszes tobbi
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piros vagy adott esetben z6ld szinben. Ez az ugynevezett kombinatorikus jeldlés, amelynek

elvére 2.7.2.1. alfejezet a 9. 4brdja szolgal sematikus magyarazattal.

4.9.1. Az oligonukleotid probak alkalmazhatosaganak értékelése

Az Gjonnan tervezett, fluoroforral jelolt probak gyakorlati ertékelése az optimélis hibridiz&cios
korilmények megallapitasabdl allt tiszta baktériumtenyészetek felhasznalasaval. Az in silico
vizsgalatok alapjan mindkét proba a 20-30% formamidot tartalmazé hibridizacios pufferben
kotodott a legszorosabban a cél baktériumokhoz, de mivel uj probakrol volt szo, a gyakorlatban

szélesebb tartomanyban vizsgaltam 6ket, konkrétan 10-40% formamidot tartalmazo pufferekben.

A Mikroba: P. sp. HPBBIK3 Mikroba: C. hispalense FPBSKK1
Pseudo 828 — Cy3 Chryseo 643 — Cy3
10
%
20
%
30
%
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40
%

12. dbra. A két Ujonnan tervezett oligonukleotid prébédk (Pseudo_828 és Chryseo _643)
jelintenzitasai kiilonb6z6 formamid koncentraciok alkalmazasa esetén. Alkalmazott probak

leirdsa: préba neve — jeldlese.

Az ertekelésnél figyelembe kell venni, hogy a legjobb formamid koncentracié az a legmagasabb
koncentracid, amelynél a kapott fluoreszcens jel még mindig elég erés a cél sejtek esetében,
azonban lehet6vé teszi a mas, nem cél sejtektdl valo elkiilonitést (Schmid et al., 2003). A kapott
eredmények a 12. abran lathatok, amelyek alapjan feltételeztem, hogy a Pseudo 828 proba
30%, mig a Chryseo_643 proba 25% formaid koncentracio mellett kotédik a legspecifikusabban
a cél baktérium torzs sejtjeihez. Ezen feltételezésemet a késébbiekben specifikussagi

vizsgalatokkal probaltam alatamasztani.

Az irodalomban mar leirt probak alkalmazhatdsagat is ellenériztem. Az Ec/Sh 453 proba
optimalis FA koncentraciéjara nem talaltam adatok az irodalomban, ezért in silico vizsgéaltam
meg a mathFISH webes eszkozzel, amelynek eredményei alapjan 15% FA koncentracié tiint
optimalisnak. Ezen FA koncentracion kiprobaltam a probat az E. coli ATCC 8739 torzzsel,
amelyr6l a mikroszkopos felvételek a 13. abran lathatok. A Listeria nemzetségre specifikus
proba, valamint a versengd proba egyiittes alkalmazhatosagat is megvizsgaltam harom Listeria
torzsre (L. monocytogenes CCM 4699, L. grayi CCM4029", L. innocua 1010). Lathato, hogy az
irodalomban leirt korulmenyek kozott (35% FA) jol alkalmazhatok a probak. Az is
megfigyelhetd, amit Schmid és munkatarsai (2003) mar leirt, hogy a L. grayi térzsh6z nem
kotédik a proba (13. dbra).
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Mikroba: E. coli ATCC 8739
Ec/Sh 453 — 6-FAM

FA

15
%

Mikroba: L. monocytogenes CCM 4699 Mikroba: L. grayi CCM 4029"
Lis-637 — 6-FAM, Lis-comp — nincs jelolés Lis-637 — 6-FAM, Lis-comp — nincs jelolés

FA

35
%

Mikroba: L. innocua 1010
Lis-637 — 6-FAM, Lis-comp — nincs jel6lés

FA

35
%

13. &bra. Az Escherichia és Listeria fajok kimutatasara hasznalt oligonukleotid prébak
(Ec/Sh_453 és Lis-637, Lis-comp) gyakorlati értékelésének eredmenyei. Alkalmazott probak

leirdsa: préba neve — jel6lése.

4.9.2. Az Gjonnan tervezett oligonukleotid probak specifikusaga

Az el6z0 alfejezetben optimalisnak feltételezett FA koncentraciokon megvizsgaltam az 01j probak
specifikussagat tobb baktérium torzzsel is. A vizsgalt torzsek, az alkalmazott prébak, FA
koncentraciok és a mikroszkopos fényképek a 14. abran lathatéak. Az EUB mix probakeverékre

(az 0y probaktol eltérd fluoroforos jeldléssel) azért volt sziikség, hogy kimutathassam azon nem
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célsejteket, amelyekhez az 0j probadk nem koétdédnek. Ahol viszont mindkét proba kotddni tudott,

sarga szinben tudtam detektalni a cél baktérium sejteket.

Amint megfigyelheté a 14. 4brén, a C. hispalense FPBSKK1 és a P. sp. HPBBIK3 tdrzshoz
mindkét proba kotddott, viszont a tobbi torzshdz csak az EUB mix probakeverékbdl kotodott az

egyik proba, ezzel aladtdmasztva a ket (j préba specifikussdgat a vizsgalt hibridizacios

kortlmenyek kozott és a vizsgalt torzsek esetében.

Chryseo_643 — Cy3, EUB mix — 6-FAM
FA koncentrécio: 25%
Mikroba: C. hispalense FPBSKK1

Pseudo_828 — Cy3, EUB mix — 6-FAM
FA koncentréacio: 30%

Mikroba: P. sp. HPBBIK3

Mikroba: E. coli ATCC 8739

Mikroba: P. sp. HPBBIK3

Mikroba: L. monocytogenes CCM 4699

Mikroba: L. monocytogenes CCM 4699
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Mikroba; P. fluorescens CCM 21157 Mikroba: P. fluorescens CCM 2115

Mikroba: P. mendocina CCM 3590 Mikroba: P. mendocina CCM 3590"

14. dbra. A Chryseo_643 és Pseudo_828 prébak specifikussaganak vizsgalata. Alkalmazott

prébak leirasa: préba neve — jeldlése.

Osszegezve az oligonukleotid probakkal kapcsolatos eredményeket érdemes kiemelni, hogy az
in silico vizsgalatok alapjan csupan a P. sp. HPBBIK3 és a C. hispalense FPBSKK1 torzsekre
sikerlilt alkalmazhat6 probakat terveznem a 10 megvizsgalt torzs kozil. (Ez a két torzs
megegyezik az 4.6 és 4.8 alfejezetek eredményinek Osszevetése alapjan alkalmasnak t(ind
torzsekkel.) Az uj prébak gyakorlati ertékelésének és specifikusag vizsgalatanak tekintetében
elmondhat6, hogy mindkét Uj probara sikeriilt megallapitani azt a hibridizaciés kortlményt,
amelyen kell¢ specifikussaggal kotddnek a cél torzsekhez, valamint specifikussagukat mas
torzsekhez valo hibridizacios hajlandosag hianyaval is sikerult alatamasztanom. Siker(lt tovabba
megvizsgalnom és megerdsitenem az irodalomban mar leirt, Escherichia és Listeria fajok

Kimutatasara szolgalo probak és a versengd proba alkalmazhatosagat is.
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4.10. Oligonukleotid primerek tervezeése és specifikussaguk vizsgalata

Ugyanugy, mint az 4.9.-es alfejezetben, itt is a C. hispalense FPBSKK1, P. sp. HPBBIKS,
valamint E. coli ATCC8739, L. innocua 1010 és L. monocytogenes CCM 4699 torzsek voltak a
primertervezés célpontjai. Felhasznalva a specifikus préba szekvencia informéacidkat sikerlt
specifikus primerparokat terveznem a két vélhetéen endofita torzsre (lasd a Chr22F/ Chr818R és
Pse393F/Pse618R nevii primerparokat a 4. tablazatban), azonban nem sikerilt torzs szinten
specifikus primerpérokat terveznem a tobbi esetben. A két Listeria torzsre egy Listeria
nemzetség specifikus (kivéve a L. grayi-t) primert terveztem (ldsd Lis659R primert a 4.
tdblazatban) a Lis-637 prdba alapjan, amely a 27f (16S rRNS geén specifikus) primerrel alkot
hasznalhato, specifikus primerpart. Az E. coli esetében ugyanezt mddszert alkalmaztam és
sikerlilt Escherichia legtdbb tagjara és néhany Shigella torzsre is specifikus primert (lasd
Ec/Sh473R primert a 4. tablazatban) tervezni, amely szintén a 27f primerrel alkot hasznalhat6
primerpart. A gyakorlatban torténé vizsgalatok soran 68 °C volt az a legmagasabb
primerko6tédési hdmérséklet, amelyen mind a négy primerpar még amplifikalta a specifikus PCR
termékeket. Végiil pedig, ezen a hémérsékleten egyik primer par sem amplifikalt specifikus PCR

termékeket a vizsgalt, nem ceél térzsek genomialis DNS-¢ébél.

vizsgalati eredményei

A potencidlis endofita torzsekkel, valamint a patogént modellez6, opportunista patogén és valddi
patogén torzsekkel beoltott paprikamagokat, aszeptikus kortlmények kozott neveltem. Ezen
néveények kiilonb6z6 névekedési szakaszait demonstraljak a 15. 4bran lathato képek, amelyeket

az atiiltetés eldtt/utan vagy az dntdzésekkor készitettem.

411.1. A feltételezett endofita baktériumokkal fertézott novényekbol izolalt
baktériumok jellemzése morfoldgiai, 16S rDNS szekvencia és RAPD-PCR tipizalas
alapjan

A soval, nisztatinnal és vitaminnal kiegészitett altalanos taptalajra (PGESNV) helyezett novényi
szovetekbdl kindtt baktériumtelepekbdl (16. dbra) vagy esetenként baktériumpdzsitbol tiszta
tenyészeteket készitettem kromogén-differencialé taptalajon (WLV nutrient agar), és a
morfologiai sajatossagok alapjan csoportositottam dket. Az Gsszesen 89 izolatumot 10 csoportba
tudtam sorolni ezen jellemzdék alapjan. Minden csoportbol kivalasztottam egy reprezentativ
torzset (amelyek WLV nutrient taptalajon megfigyelt telepmorfoldgidi a 17. 4brén lathatdk) és a
L. innocua 1010 torzzsel egyiitt kioltottam 6ket ALOA taptalajra is. A 17. bran 1évé fényképek
alapjan jol lathato, hogy mind a tiz térzs kiillonb6zo telepmorfologiat mutatott WLV taptalajon,
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egyik sem szaporodott vagy csak gyengén ALOA taptalajon, valamint semelyik sem mutatta a
Listeria  torzsekre jellemzd telepmorfologiai tulajdonsagokat (halvanykék telepek). Ezen
megfigyelés azt sejteti, hogy a Kkitenyésztett baktériumok egyike sem tartozik a Listeria
nemzetsegbe, fliggetlendl attol, hogy potencialis endofita baktériummal beoltott vagy kontroll

novénybdl szarmaztak-e a torzsek.

Novekedési
_ 10 napos csirandvénykék 12 napos palantak
stadium:

Novekedési

stadium:

15. dbran. A palantanevelési kisérletben nevelt ndvények novekedését demonstral6 kiragadott
példak
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C. hispalense FPBSKK1 P. sp. HPBBIK3 Steril kontroll (fertstienitett Nem steril kontroll (nem
Szerv magokbdl szarmazé névény) fertétlenitett magokbél szirmazoé novény)
Gyokér
Szar
Levél

16. dbra. A feltételezett endofita baktériumokkal beoltott és kontroll névényekbdl kindtt baktérium telepekrdl késziilt felvételek PGESV téptalajon
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Referenciaként hasznalt L. innocua 1010 torzs
telepmorfoldgidja ALOA téptalajon

17. abra. A potencialisan endofita baktériumokkal beoltott és kontroll ndvényekbél
kitenyésztett, 10 morfoldgiai csoportba sorolhatd 89 izolatum reprezentativ torzseinek

novekedese/telepmorfoldgiaja WLV nutrient és ALOA taptalajokon.

Ezt kovetéen a 10 reprezentativ torzsbdl genomialis DNS-t izoldltam és megprébaltam
felszaporitani 6ket a 3.6.9.4-es alfejezetben szerepld, megfeleld specifikus primerparokkal
(Pse393F/Pse618R és Chr22F/Chr818R), tovabba ezen vizsgalat sordn a beoltashoz hasznalt
torzsek DNS-ét is felhasznaltam pozitiv kontrollként. Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy
csak két izolatum (PSEGY11 és CHRL12) DNS-ébdl sikeriilt felszaporitani azt a jellegzetes
hosszUsagu szakaszt, amelyet a beoltashoz hasznalt térzsekre specifikus primerpér general. Ezt
szemléltetik a 18. abran lathaté reprezentativ eredmények is. Tovabba, az eredmények
megerdsitése céljabol a két izolatum 16S rRNS génjét is felszaporitottam, és az amplikonok egy
irdnybol szekvenalasra is kerultek. A kapott tébb mint 2000 nukleotid hosszUsagu szekvencidkat
(lasd M9. mellékletben) dsszehasonlitva a beoltdshoz hasznalt torzsek kozel teljes 16S rRNS
génszekvenciaival teljes azonossag volt tapasztalhatd, azonban ez még nem bizonyitotta a térzs

szintli azonossagot.

Kovetkezd 1épésként az M13, valamint a D8635 primerek felhasznaldsaval RAPD-PCR
madszerrel tipizaltam a 10 torzset, valamint a beoltashoz hasznalt torzseket annak érdekében,
hogy a RAPD mintazatok 6sszehasonlitasa alapjan valoszintisithet6 legyen a beoltashoz hasznélt
torzsek eléforduldsa az izolatumok kozott. A RAPD-PCR-es ujjlenyomatokbol készilt kombinalt
dendrogram (19. &bra) alapjan kideriilt, hogy a PSEGY 11 kodu, gyokérszovetbol szarmazo torzs
azonos mintazattal rendelkezik, mint a fert6zésre hasznalt P. sp. HPBBIK3 tdrzs. Hasonld
mondhat6 el a CHRL12 kodu, levélszovetbdl szarmazo torzsrdl is, amely azonos molekularis
ujjlenyomatokkal rendelkezik, mint az adott novény beoltdsahoz hasznalt C. hispalense
FPBSKK1 torzs. A dendrogramon szinessel jel6lt ujjlenyomatok alapjan elmondhat6 tehat, hogy
nagy valoszinliséggel sikeriilt visszaizoldlnom a feliileti fertdtlenitést kovetden azt a két

feltételes endofita torzset, amellyel beoltottam az adott névenyeket.

Erdemes még megemliteni, hogy a fentiekben emlitett modszerek egyikével sem sikeriilt
Kimutatni a beoltashoz hasznalt potenciélis endofita torzseket a kontroll mintdkbdl. Ezen
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eredmények pedig kizarjak annak a lehetdségét, hogy a palantakban eleve benne €16 endofitakat

mutattam volna Ki.

-
3 g
o X
L N
(7p] o
(a8 o

800 bp
700 bp

226 bp

Pse393F, Pse618R
primerpar jellegzetes
terméke

CHRL12

797 bp

Chr22F, Chr818R
primerpar jellegzetes
terméke

200 bp

100 bp

18. &bra. A beoltashoz hasznalt potencialis endofita torzsekkel megegyez6 RAPD-PCR

ujjlenyomatot ado, névénybdl kitenyésztett baktérium torzsek kimutatésa specifikus PCR-rel.

Pozitiv kontrollok: beoltashoz hasznlt P. sp. HPBBIKS3 és C. hispalense FPBSKK1; Negativ

kontroll: dd H,0O

M13 08635
8.2 8 8 §
| 13 F 13 g'l PSEGY11
. I 11 i 394 Ps. sp. HPBBIK3
Ep R ) NSSZ52
| I 3 D) Jseva
Bl | B NsGy21
§ ) ) 3 1M 3 CHRIIL2
— 13 1 R} 23 B cHRoYil
— I3 ) 11) CHRIII11
, IR 3 1 ) B CHRLL2
4 ! 118i3 3 ) i | Ch. hispalense FPBSKK1
1 - i $S731
1 PSEII11

19. abra. A potencialis endofita torzsekkel beoltott novényekbdl szarmazo izolatumok és a

beoltashoz hasznalt torzsek M13 és D8635 primerekkel készilt kombinalt RAPD-PCR

dendrogramja

Osszegezve ezen eredményeket megallapithatd tehat, hogy nagy valdsziniiséggel a beoltashoz

hasznalt P. sp. HPBBIK3 és C. hispalense FPBSKK1 potencialis endofita baktérium torzsek a

magon keresztill sikeresen bejutottak a palantak belsé novényi szoveteibe és a fellileti

fertétlenités utan lehetséges volt ket ujra izolalni.
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4.11.2. Beoltashoz hasznalt patogént modellezé és patogén baktériumok jelenlétének

vizsgélata szelektiv taptalajokon

Az E. coli ATCC 8739 torzzsel beoltott magbol kifejlodott palantak feliiletileg fertdtlenitett
gyoker és szar részeit Chromocult® koliform szelektiv taptalajon, mig a L. monocytogenes CCM
4699 torzzsel beoltottakét ALOA kromogén szelektiv taptalajon vizsgaltam. Az inkubaciét

kovetden sem a Chromocult®, sem az ALOA téaptalajon nem volt tapasztalhaté a beoltdshoz

crer

Az eredményekbdl gy tiinik, hogy a beoltashoz hasznalt torzsek - ha be is jutottak a mag

szOveteibe - nem élték tal a palantanevelési id6szakot.

4.11.3. A fertézéshez hasznalt baktériumok kozvetlen kimutatasa a novényekbdl

izolalt DNS PCR-es vizsgalataval

A vizsgalt novényi mintakbol kivont DNS kozvetlen specifikus PCR-es vizsgalataval, a
Chr22F/Chr818R; Pse393F/ Pse618R; 27f/ Lis659R és 27f/ Ec/Sh473R primerparok
alkalmazasaval is megprobaltam kimutatni a beoltdshoz hasznalt térzsek jelenlétét a novényi

szovetekbdl.

Amint az a 20. és 21. dbran lathatd, tobb esetben keletkeztek az adott primerparokra jellemz6
PCR termékek. A Chr22F/Chr818R primerparral a Chryseobacterium hispalense FPBSKK1
torzzsel fertdzott magbol kin6tt ndvények gyokerébdl (Cgy) és hajtasaibol (Csl) izolalt DNS-bél
sikerilt felszaporitani a jellegzetes hosszisagl PCR termékeket. A Pse393F/Pse618R
primerparral nemcsak a P. sp. HPBBIK3 torzzsel fertézott névénymintakbol, hanem mas
baktériummal (L. innocua 1010, L. monocytogenes CCM 4699, E. coli ATCC 8739) beoltott,
valamint steril kontroll gyokér, steril és nem steril hajtds mintakbdl szarmazé DNS izolatumok
esetén is kaptam jellegzetes PCR termékeket. Ezzel ellentétben a 27f/Lis659R és 27f/Ec/Sh473R

primerparokkal egyik minta esetében sem kaptam PCR terméket.

A Chr22F/Chr818R primerparral jellegzetes (797 bp) PCR terméket add két minta esetében a
PCR terméket megszekvenaltattam és a kapott szekvencidkat (lasd M9. melléklet)
Osszehasonlitottam a beoltashoz hasznalt torzs szekvenciajaval. A kapott eredmények szerint a

szekvencia megegyezett a C. hispalense FPBSKK1 torzs szekvenciajaval.
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1000 bp
226 bp
Pse393F, Pse618R

primerpar jellegzetes
terméke

797 bp

Chr22F,
Chr818R
primerpar
jellegzetes
terméke

226 bp

Pse393F,
Pse618R
primerpar
jellegzetes
terméke

20. abra. Beoltashoz hasznlt baktériumok kimutatisa novénymintakbdl izolalt DNS kozvetlen
specifikus PCR-es vizsgalataval

Jelmagyarazat: Cp — Chr22F, Chr818R; Pp — Pse393F, Pse618R; Lp — 27f, Lis659R; Ep — 27f, Ec/Sh473R
primerpar alkalmazéasa a PCR sorén; C — C. hispalense FPBSKK1; P — P. sp. HPBBIK3; L — L. innocua 1010
torzzsel beoltott n6vénybdl izolalt DNS; S — Steril kontroll novénybdl izolalt DNS; NS — Nem steril kontroll
novénybdl izolalt DNS; gy — gydkérszovet; sl — szar és levélszovet; Neg. Ktr. — negativ kontroll.

1000 bp

226 bp

Pse393F,
Pse618R
primerpar
jellegzetes
terméke

21. abra. Beoltashoz hasznalt baktériumok kimutatasa névénymintakbdl izolalt DNS kdzvetlen
specifikus PCR-es vizsgalataval

Jelmagyarazat: Cp — Chr22F, Chr818R; Pp — Pse393F, Pse618R; Lp — 27f, Lis659R; Ep — 27f, Ec/Sh473R
primerpar alkalmazasa a PCR soran; EC — E. coli ATCC 8739 torzzsel; LM — L. monocytogens CCM 4699 torzzsel
beoltott novénybol izolalt DNS; S — Steril kontroll novényb6l izolalt DNS; gy — gyokérszovet; sl — szér és
levélszdvet; Neg. Ktr. — negativ kontroll, Poz. Ktr. — pozitiv kontroll.
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A Pse393F/Pse618R primerparral jellegzetes, 226 bp méretii PCR terméket adé mintdk esetében
a kis amplikonhossz miatt nem szekvenaltattam a PCR termékeket, hanem a 16S rRNS génre
specifikus 1070f (Shakya et al., 2013) és 1492r (2. tablazat) primerpar alkalmazasaval
probaltam felszaporitani a bakteridlis DNS-t, majd ezt kovetéen tortént meg a szekvenalas. A
vizsgalat dtleteként szolgalé Shakya és munkatarsai (2013) altal leirt publikacioban a gélbél vald
kivagassal és a két primer egyiittes hasznalatdval a ndvényi eredeti mitokondridlis és
kloroplasztisz szekvencidk mennyisége 8% koriilire csokkenthetd. Igaz, 6k egy mdsik novényt
vizsgaltak és egy masik, rovidebb (1492R) primerrel dolgoztak. Esetemben azért kellett a
hosszabb, 1492R primert alkalmaznom, mert a cikkben leirt primer szekvenciaval nem kaptam
PCR terméket. Amint a 22. abran is lathato, az alkalmazott primerpér a paprika mintakbol
izolalt DNS-ek esetében felszaporit egy nagyobb, 863 bp hosszlsagu szakaszt is a mitokondrialis
DNS-bdl, ezért sziikséges volt a kisebb (448 bp) hosszusagu terméket kivagnom a gélbdl, €s a
PCR termék kivonasat kovetéen megszekvenaltattam a tisztitott amplikonokat. A szekvenalas

soran kapott szekvenciak az M9. mellékletben lathat6ak.

863 bp

mitokondrialis
DNS-bdl keletkezett
termék

448 bp

nagy valosziniiséggel
bakterialis endofita
DNS

22. &bra. Pse393F és Pse618R primerparral PCR terméket ado mintak felszaporitasa 16S rRNS
génjére specifikus (1070F, 1492R) primerparral

Jelmagyarazat: P — P. sp. HPBBIKS3 térzzsel; L — L. innocua 1010 térzzsel; EC — E. coli ATCC 8739 torzzsel; LM
— L. monocytogens CCM 4699 torzzsel beoltott ndvénybdl izolalt DNS; S — Steril kontroll névénybdl izolalt DNS;
NS — Nem steril kontroll névénybdl izolalt DNS; gy — gyokérszdvet; sl — szar és levélszovet; Poz. Ktr. — P. sp.
HPBBIK3 térzs DNS-e mint pozitiv kontroll; Neg. Ktr. — negativ kontroll.
A szekvenalas lényeges eredmeényeit a 12. tablazatban 0sszegeztem. Amint lathato, a P. sp.
HPBBIK3 torzzsel beoltott magbol kindtt ndvény gyokerébdl (Pgy) es hajtasabdl (Psl) szarmazé
DNS-bél felszaporitott 16s rRNS génszekvenciak nagy hasonlosagot mutatnak a Pseudomonas
fajokkal, koztik a P. alcaliphila AL15-21" (AB030583) torzzsel, amellyel a beoltashoz hasznalt
torzs is a legnagyobb hasonl6sagot mutatta. Tovabba, ezen szekvenciakat 6sszehasonlitottam a
beoltashoz hasznalt térzs szekvencidjaval es teljesen megegyeztek. Az Lsl minta (L. innocua

1010-zel fert6zott magbodl ered6 hajtas) esetében az Enterobacter, az NSsl minta (steril kontroll
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novény hajtasa) esetében a Kosakonia, mig az Sgy minta (steril kontroll névény gyokérszovete)
esetében a Massilia nemzetségbe tartozé fajok bakterialis DNS-ét tudtam felszaporitani. Ot
maésik esetben csak novényi DNS-t sikerllt amplifikélni, mig az Lgy (L. innocua 1010-zel
fert6zott magbol eredé gyokér) és LMgy (L. monocytogenes CCM 4699-cel beoltott maghbdl
ered6 gyoker) esetében kétszeri probalkozas utdn sem sikeriilt megfeleld mennyiségii és

mindségli PCR terméket generalnom.

12. tblazat. Novényi mintadkbol 1070f és 1492r primerpér altal amplifikalt, bakterialis 16S

rRNS génszakasz hasonldsagi eredmenyei

: , Els6é harom hasonl¢ prokariota Has.
DNS minta neve és eredete 5 GBN
tipustorzse (%)
Pseudomonas alcaligenes NBRC 14159" BATI01000076 | 100
Pgy (P. sp. HPBBIKS fert6zés; — -
Skér) Pseudomonas alcaliphila AL15-21 AB030583 100
gyokér
Pseudomonas toyotomiensis HT-3" AB453701 100
Pseudomonas alcaligenes NBRC 14159" BATI01000076 | 100
Psl (P. sp. HPBBIK3 fertzés; szar és — -
level) Pseudomonas alcaliphila AL15-21 AB030583 100
evé
Pseudomonas benzenivorans DSM 8628" | FM208263 100

. L Sikertelen szekvenalas a kis mennyiségii és gyenge mindségii PCR
Lgy (L. innocua 1010 fertézés; gyoker) o
termék miatt

. Enterobacter ludwigii DSM 16688" AJ853891 99,74
Lsl (L. innocua 1010 fertézés; szar és _ -
level) Enterobacter asburiae JCM 6051 AB004744 99,48
evé
Enterobacter cancerogenus LMG 26937 296078 99,48
Kosakonia cowanii CIP 107300" AJ508303 99,66
NSsl (Steril kontroll névény; szar és _ -
level) Kosakonia oryzae Ola 51 EF488759 98,64
evé
Kosakonia radicincitans D5/23" AY563134 98,64
Massilia suwonensis 5414S-25" FJ969487 99,75
Sgy (Steril kontroll névény; gyokeér) Massilia haematophila CCUG 38318" AM774589 99,74
Massilia varians CCUG 35299" AM774587 99,73

LMgy (L. monocytogenes CCM 4699 3
Ertékelhetetlen elektroferogram
fert6zés; gyokér)

Jelmagyarazat: GBN — GenBank accession number; Has. - Hasonldsag

Osszességében tehat elmondhatd, hogy a P. sp. HPBBIK3 torzzsel beoltott magbol kifejlodott
novény esetében a vizsgalt mintakbol kivont DNS kdzvetlen amplifikalasaval kimutathato volt a
torzs, mig a steril kontroll névény gyokere, valamint a nem steril kontrol ndvény szar és levele
esetében ez nem volt lehetséges. Tovabba, ahol azonban a baktérium koncentracié a
kimutathat6sagi hatar alatt volt (kb. 10° sejt/ml, Gorski és Csordas (2010)) ott csak a névényi
mitokondrialis DNS-t amplifikalta a primerpar. VVegul pedig az is megallapithatd, hogy a P. sp.
HPBBIK3 torzsre tervezett Pse393F /Pse618R primerpar az alkalmazott kortlmények kozott
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nem bizonyult kelléen specifikusnak, mert valdsziniisithetd, hogy mas baktérium fajok és a

ndvényi DNS esetében is adott PCR terméket.

4.11.4. Baktériumok detektalasi eredményei novényi mintakban FISH technikaval

A feldolgozott, fagyasztéban tarolt paldnta mintdkbdl a 3.6.9.5-6s alfejezetben leirtak alapjan
metszeteket készitettem ¢s a FISH technikat alkalmaztam az esetlegesen jelenlévd baktériumok
megjelolésére és detektalasara. Minden minta esetében alkalmaztam altalanos probéakat,
amelyekkel a legtobb baktérium kimutathato, és specifikus probékat is, amelyekkel a beoltashoz
hasznalt baktériumokat probaltam detektalni. A FISH sordn az 4.9.1-4.9.2 alfejezetben leirt
specifikus probakra vonatkozd eredmények alapjan optimalisnak bizonyulé formamid
koncentraciokat hasznaltam, amelyeken az altalanos prébak is hibridizalnak, mivel 0-50%
formamid koncentracional kitlinéen kotédnek. Az elkészilt mikroszkopos preparatumokat
konfokalis pasztdzd lézer mikroszképpal (CLSM-mel) vizsgaltam, a készitett felvételekbdl

készult reprezentativ dsszeallitasokat a 23-29. abrakon mutatom be.

A 23. dbran a C. hispalense FPBSKKI1 torzzsel beoltott névény 3 gyokér és 3 szarmetszetérol
készult felvételeket szemlélteti, amelyeken nyilakkal jel6ltem tobb baktérium sejtet is. A sejtek
sarga szinben lathatéak, mert az &ltalanos probak fluoroforjai (6-FAM) altal emittalt jel zold,
mig a specifikus préba fluoroforja (Cy3) &ltal emittalt jel narancsos-voros szinli és a két szin
egylitt sarga, narancssargas szint adott a detektalt jelek intenzitasatol fiiggben. Végignézve a
felvételeket egyértelmiien elmondhatd, hogy mind a gyokér, mind a szar szoveteiben szép
szdmban voltak jelen a C. hispalense FPBSKK1 torzs sejtjei, amelyek legtobb esetben a
szoveteken Kivil vagy a szovetek belsejében lathatok. A szovetektdl tavolabbi helyzetekben
azonban, a fa és hancsedények jarataiban is megfigyelhetok sejtek, ami az endofita baktériumok
le messzemend kovetkeztetések, mert a metszetkészités és a FISH mddszer alkalmazasa soran az
egyes kezelések esetében (kulondsen a fixalasi és mosasi lépések hatdsara) a sejtek tapadasa
csokkenhet vagy kiszakadhatnak a kotddésbdl és mas helyekre keriilhetnek. A bemutatott képek
azonban egyértelmiien bizonyitjak, hogy a mag fert6zésére hasznalt C. hispalense FPBSKK1
torzs sejtjei bejutottak magba, ott elszaporodtak (kolonizalodtak) és onnét a paprika mas

szerveibe vandoroltak, mas szdval internalizal6dtak.

Hasonld megfigyelések teheték a 24. &bran lathaté P. sp. HPBBIK3 tdrzzsel beoltott
novényekbdl késziilt metszetek esetében is, azzal a kiilonbséggel, hogy az itt detektalt sejtek

sokkal kisebb szamban voltak kimutathatok.
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Gyokérszovet; EUBmix—6-FAM), Chryseo_643—Cy3

o

23. abra. A C. hispalense FPBSKK1 torzzsel beoltott ndvények metszeteirdl késziilt konfokalis 1ézermikroszkdpos felvételek a FISH technika

alkalmazasat kovetéen. Alkalmazott probak leirasa: proba neve — jeldlése.
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Gyokérszovet; EUBmix—6-FAM, Pseudo_828—Cy3

24. abra. A P. sp. HPBBIK3-mal beoltott ndvények keresztmetszeteirdl késziilt konfokalis 1ézermikroszkopos felvételek a FISH technika

alkalmazasat kovetéen. Alkalmazott probak leirdsa: proba neve — jel6lése
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A felvételeken sajnos az is megfigyelhetd, hogy nem mindig sikeriilt j6 mindségli metszeteket
késziteni, vagy valamelyik 1épésben a szovetek elmozdultak és nem mindig latszik egyértelmtien
a rajuk jellemz6 szoveti szerkezet, azonban ettdl eltekintve detektalhatdé volt a baktériumok

jelenléte vagy hianya.

Prébak Gyokérszovet Szar szovet

comp

01| EUBmix — Cy3, Lis-637 — 6-FAM, Lis-

25. &bran. A L. innocua 1010 torzzsel beoltott ndvények keresztmetszeteirdl késziilt konfokalis
lézermikroszkopos felvételek a FISH technika alkalmazasat kovetden. Alkalmazott probak

leirdsa: préba neve — jeldlese.

A 25. abran lathaté példa a L. innocua 1010 torzzsel beoltott novények gyokér és szar
szOveteibdl készilt FISH-CLSM felvételekre, amelyeken azonban nem lathatd egyetlen
baktérium sejt sem. Ugyanez volt tapasztalhaté az dsszes vizsgalt preparatum esetében is, tehat
elmondhat6, hogy valdsziniileg a L. innocua 1010 sejtek nem jutottak be a belsé novényi
szdvetekbe, vagy ha igen, akkor nem tudtak olyan hossz( ideig és olyan nagy szdmban tulélni,
hogy ezzel a mddszerrel kimutathatok legyenek. A FISH mddszernek viszonylag nagy a
detektacios kiiszobértéke, ugyanis korilbeliil 10° sejt/ml minta (Wagner et al., 2003) sziikséges

ahhoz, hogy kimutathatd legyen az adott prokariéta.

A tenyésztéses vagy PCR-es modszerek eredmeényeihez hasonléan a FISH-CLSM technikaval
sem sikertlt kimutatni a beoltdshoz hasznalt E. coli ATCC 8739 és L. monocytogenes CCM
4699 torzseket a névényi szovetekben, amit a 26. és 27. abra szemléltet. Megjegyzendd, hogy
az E. coli ATCC 8739-cel beoltott novények gyokér és szar szdveteiben sikerllt lencsevégre
kapni egy-egy voros szini sejtet. Ezekhez a sejtekhez azonban nem hibridizalt a zo6ld szini
jelolést hordozo specifikus préba (Ec/Sh_453 - 6-FAM), csak az altalanos probakeverék egyike
(EUBmIix - Cy3). Ez nagy valdszintiséggel azt jelenti, hogy a mintakban nem az Escherichia

vagy Shigella nemzetségbe tartozé baktérium sejtek lathatok. A sejtek kis szama arra utalhat,
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hogy mennyiségik a detekciés hatar kornyékén (10° sejt/g) mozoghat, amit a PCR-es

vizsgalatok is megerdsitenek.

Probak

Gyokérszovet

Szar szovet

EUBmMIix — Cy3, Ec/Sh_453 — 6-FAM

2

()]

. abra. E. coli ATCC 8739 torzzsel beoltott ndvények keresztmetszeteirdl késziilt CLSM

felvételek a FISH technika alkalmazasat kovetéen. Alkalmazott probak leirasa: proba neve

— jel6lése

A L. monocytogenes CCM 4699-cel beoltott ndvények szoveteibdl sem sikeriilt egyetlen esetben

sem baktérium sejtet detektalni, amit a 31. abra is szemléltet.

Prébak

Gyokérszovet

Szar szovet

EUBmMIix — Cy3, Lis-637 — 6-FAM, Lis-
comp

2

~

. abra. L. monocytogenes CCM 4699-cel beoltott novények keresztmetszeteirdl késziilt CLSM

felvételek FISH technika alkalmazasat kovetéen. Alkalmazott probak leirasa: proba neve —

jelolése

A baktérium sejtek detektalasanak hianya a steril kontroll névények (28. abra) és a nem steril

kontroll névények (29. abra) szoveteibol késziilt felvételekre is jellemz6 egy esettdl eltekintve,

amikor is a gyokérszovetben sikertlt kimutatni két baktérium sejtet. Mindket esetben mindegyik

specifikus probaval megvizsgaltam a metszeteket, az altalanos probak mellett arra szamitva,
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hogy taldn természetesen is el6fordulhatnak a beoltdshoz hasznalt baktérium fajok, vagy olyan
Listeria, esetleg Escherichia vagy Shigella fajok, amelyekkel a specifikus probak hibridizalnak.
Az EUBmix - Cy3, Lis-637 - 6-FAM probak alkalmazasa soran, az egyik metszeten az elobb
emlitett két sejthez hibridizalt az altalanos probakeverékek egyike, tehat itt is valoszinilileg
ismeretlen baktérium sejteteket sikerilt lencsevégre kapni. A sejtek kis szamabdl itt is azt lehet

feltételezni, hogy megkozelitSleg 10° sejt/g szévet koncentrécioban lehettek jelen a baktériumok.

Probak Gyokérszovet Szar szovet

EUBmIix — 6-FAM, Chryseo_643 — Cy3

_ y3

EUBmMix — 6-FAM, Pseudo 828 — C
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EUBmIix — Cy3, Lis-637 — 6-FAM, Lis-
comp

EUBmMIix — Cy3, Ec/Sh_453 — 6-FAM

» 2 > 10 ym
28. &bra. Steril kontroll novények keresztmetszeteirdl késziilt CLSM felvételek a FISH technika

alkalmazasat kovetéen. Alkalmazott probak leirasa: proba neve — jeldlése

Prébak Gyokérszovet Szar szovet

EUBmMIix — 6-FAM
Chryseo_643 — Cy3
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EUBmMIix — 6-FAM, Pseudo_828 — Cy3

EUBmMIix — Cy3, Lis-637 — 6-FAM,
Lis-comp

o

10 ym

k.

EUBmMix — Cy3, Ec/Sh_453 — 6-FAM

2

©

. &bra. Nem steril kontfoll novények keresztmetszeteirdl késziilt CLSM felvetelek a FISH

technika alkalmazasat kovetéen. Alkalmazott probak leirdsa: proba neve — jeldlése.

Osszegezve az eredményeket elmondhatd, hogy a beoltdshoz hasznalt mindkét potencialis
endofita torzset (C. hispalense FPBSKK1 és P. sp. HPBBIK3) sikerllt kimutatnom mind a

harom alkalmazott mdédszer felhasznalasaval:

e Sikerilt hagyomanyos mikrobioldgia mddszerekkel Kitenyésztenem a torzseket belséd

novényi szovetekbdl, majd a telepmorfoldgiai csoportositast kovetéen specifikus PCR-rel
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és a 16S rRNS gén fragmentumok szekvencia egyezesével valoszintsitettem a beoltasra
haszndlt és a kitenyésztett torzsek azonossagat. Tovabbi megerdsitésként RAPD-PCR-es

tipizélassal is aldtdmasztottam ezen torzsek molekularis ujjlenyomatainak egyezéset.

e A novénybdl izolalt 6ssz-DNS-t hasznélva templatként specifikus PCR-rel és 16S rRNS

génszekvencia fragmentumok egyezesével is alatdmasztottam a torzsek azonossagat.

e A FISH technika, azon belll az ujonnan tervezett probadk és a konfoklis szkenneld
lézermikroszkopia hasznalataval vizudlisan is igazoltam a két potencialis endofita

ndvényben valo jelenlétét, igy ezek valodi endofitaknak tekinthetok.

Az is kiemelend6, hogy sem a patogén, sem az opportunista patogén, sem a patogént modellez6
bakteériumokat (L. monocytogenes, E. coli és L. innocua) nem sikerult kimutatnom egyik
modszer alkalmazasaval sem, ami arra utal, hogy az étkezési paprika magjan keresztiil nem

internalizalddnak a vizsgalt baktériumok a ndvenyben.

4.12. A két endofita torzs patogén és patogént modellezé baktériumokra gyakorolt hatasa

A palantanevelési kisérletekben a paprikamagok beoltasahoz hasznalt két endofita torzs
interakcidjat kilon-kilon megvizsgéltam patogén, opportunista patogén és patogént modellez6
torzsekkel szemben is. Mivel a baktériumok tobbsége szekunder metabolitok termelése révén
gatolja méas mikrobak szaporodasat, ezert a vizsgalat soran a két tesztelt endofita torzset kés6i

exponencialis, illetve korai stacioner szaporodasi szakaszaban hasznaltam fel.

A 30. &bran a C. hispalense FPBSKK1, mig a 31. abran a P. sp. HPBBIK3 t6rzs 850 nm-en
mért optikai denzitdsa alapjan mért szaporodasi gorbéje lathatdo az id6 fiiggvényében,
amelyekbdl kiolvashatd, hogy mindkét torzs elérte a késdi exponencialis szakaszt: mig a C.
hispalense FPBSKK1 torzs 15 dra alatt ért ebbe a fazisba jéval nagyobb OD érték (ODgso nm =
1,36) elérése mellett, addig a P. sp. HPBBIK3 tdrzs szdméara tobb mint 27 dra volt sziikseges

ezen szakasz elérésehez joval kisebb OD érték mellett (ODgsonm = 0,79).

A felszaporitott torzsek és sejtmentes fermentleviik patogént modellez6, opportunista patogén és
patogén torzsre gyakorolt hatasat kontakt inhibicids, valamint lyukdiffGziés mddszerrel

vizsgaltam, és a kapott eredményeket az 4.12.1-2. alfejezetekben foglaltam 6ssze.
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31. abra. A P. sp. HPBBIK3 szaporodasi gorbéje

4.12.1. A kontakt inhibicids vizsgalatok eredmeényei

A 3.6.10.1 alfejezetben leirtak alapjan elvégzett vizsgalatokrdl a 32-33. abrakon lathatok példa
fényképek. Az elézéleg massziv oltassal, Petri-csészére felvitt E. coli ATCC 8739 torzsre

felcseppentett endofita torzsek hatasat szemléltetik a felvételek.
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Homcrseklet 20°C 25°C 30°C 37°C
Ivizsgalt torzs

E. coli ATCC
8739

Hf)me}*selilet 30°C 37°C
Ivizsgalt torzs

E. coli ATCC
8739

— * I - > —

33. abra. A P. sp. HPBBIK3 torzs sejtszuszpenzidjanak vizsgalata az E. coli ATCC 8739 torzzsel szemben kiilonb6z6 hdmérsékleteken
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A kapott eredmények alapjan elmondhat6, hogy az adott vizsgalati koriilmények kozott egyik
endofita torzs sem mutatott kontakt inhibicios vagy kontakt serkentd hatast egyik hdmérsékleten

sem a patogén vagy modell torzzsel szemben sem.

4.12.2. A lyukdiffiiziés vizsgalatok eredményei

A két endofita torzs sejtmentes fermentlevének az el6zbéleg massziv oltassal a Petri-csészére
felvitt patogen, opportunista patogén és patogént modellezé torzsek novekedésére gyakorolt

hatasat szemléltetik a 34. és 35. abran 1évo6 példa felvételek.

A kapott eredmények alapjan, és amint a példa felvételek (lasd 34. és 35. abran) is szemléltetik
elmondhat6, hogy akarcsak az el6zd vizsgalatban, itt sem volt gatldo hatis tapasztalhatd, és
serkentés is csak egy esetben volt megfigyelhets. A P. sp. HPBBIK3 torzs sejtmentes
fermentleve kis mértékben serkentette a L. innocua 1010 tdrzs szaporodasat 37 °C-on a lyukak
kornyékén. Megfigyelve a mas hémérsékleten és torzsekkel kapott eredményeket ez egyedi
eredmeénynek tekinthetd, mert csak a L. innocua 1010 torzs esetében volt megfigyelhetd és csak
37 °C-on, mig a L. monocytogenes CCM 4699, és az E. coli ATCC 8739 esetében ez nem volt
tapasztalhatd.

Osszegezve a két endofita torzs patogén, opportunista patogén és patogént modellezé
baktériumokra gyakorolt hatasat a kontakt inhibicios és a lyukdiffuzios vizsgalatok eredményei
alapjan elmondhatd, hogy a vizsgalt endofita torzsek a tesztelt koriilmények kdzott nem

gyakoroltak gatlé hatast a modell baktériumokra és a serkent6 hatas sem volt szamottevo.

110



Homérséklet

N 20°C 25°C 30°C 37°C
Ivizsgalt torzs

E. coli ATCC
8739

34. &bra. A C. hispalense FPBSKK1 tdrzs sejtmentes fermentlevének lyukdiffuzios vizsgélata az E. coli ATCC 8739 torzzsel szemben kiilonboz6

hémérsékleteken

Hoémérséklet

o 20°C 25°C 30°C 37°C
Ivizsgélt torzs

E. coli ATCC
8739

35. dbra. A P. sp. HPBBIKS3 torzs sejtmentes fermentlevének lyukdiffuzids vizsgalata az E. coli ATCC 8739 tdrzzsel szemben kiilonbozo

homérsékleteken
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4.13. Uj tudomanyos eredmények

1.

Elséként izoldltam talajkultards és hidroponikus koriilmények kozott nevelt kétféle
étkezési paprika fajtabol (Ho6 és Karpia) feltételezhetéen endofita baktérium torzseket
tenyésztéses modszerrel.

Nemzetkozileg elfogadott mag csirazasi teszt adaptalasaval és tovabbfejlesztésével U
vizsgalati modszert dolgoztam ki és alkalmaztam az endofitaként izolalt baktériumok
vizsgalatara abbol a célbdl, hogy a mag csirdzasara negativ hatast mutatokat kisziirjem.
A paprikamag csirazési eredmények és a filogenetikai vizsgalatok alapjan kivalasztott
két feltételezetten endofita térzs (Chryseobacterium hispalense FPBSKK1 és
Pseudomonas sp. HPBBIK3) esetében mesterséges paprikamag fert6zéssel vizsgaltam
bejutadsukat a ndvenybe. Specifikus oligonukleotid probak tervezésével a FISH-CLSM
technika segitségével kimutattam kolonizaciojukat a novények kiilonb6z6 szerveiben,
amit a fertézott ndvényekbdl izolalt baktériumok és a novényi genomidlis DNS

molekularis vizsgalataival is megerdsitettem.

Paprika mag mesterséges fertdzésével vizsgaltam patogén és ezeket modellezd
baktériumok (L. monocytogenes, E. coli és L. innocua) ndvénybe valo bejutasat és
kolonizaciojat. Tenyésztéssel és 0j primerparokkal megvalositott specifikus PCR,
valamint a FISH-CLSM technika segitségével nem sikerilt ezek egyikét sem
kimutatnom a névénybdl, ami arra utal, hogy az étkezési paprika magjan keresztiil nem

internalizalédnak a vizsgalt baktériumok a névényben.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Mivel egyre gyakrabban fordulnak el6 nyers novényi élelmiszer okozta enteralis
megbetegedések, célszerli minél tobbet megtudni a nodvények belsd szoveteikben €16
baktériumokrol. Minden névényben talalhatok endofita baktérium populécidk, ezért az altalam
kivalasztott két kiilonb6zé termesztési kortlmény kozott nevelt két paprikafajtabdl is sikerdilt
nagy szamban izolalni 6ket. Az izolalt baktériumok fenotipusos jellemzése alapjan tortént
csoportositassal és a genotipizalassal jelentésen le lehet csokkenteni a munkéhoz feltétlen
szllkséges torzsek szamat (170-r61 100 darab izolatumra). A RAPD-PCR-es tipizalassal a
fenotipusos csoportokbdl kivalasztott reprezentativ izolatumok tovabb csoportosithatok voltak
annak ellenére, hogy az egyik RAPD primer nem volt megfeleléen alkalmazhato. Mindez
meger6siti, hogy a fenotipusos jellemzés nem kellé hatékonysagu, és a genotipizalassal val6

egylittes alkalmazas javasolhat6, mert mindkét modszernek vannak elényei és korlatai.

A 100 darab izolatum azonositasa tekintetében 53%-ot sikerilt faj szinten is azonositani, ami
sejtetheti a potencialisan Uj fajok izolalasanak tényét. A Pseudomonas nemzetségbe tartozo
izolatumok esetében ez az ardny kevesebb, mint 30% volt annak ellenére, hogy az rpoB gén
részleges szekvenaldsara is sor kerilt. Tehat, tovabbi geének (univerzélis és specifikus)
szekvenalasa is szilkséges a pontos azonositashoz, valamint ezen tilmenden elengedhetetlen egy
olyan adatbazis elkészitése, amelyben megtaladlhatok az 6sszes elfogadott, identifikalt faj

tipustdrzsére vonatkoz6 génszekvencia informaciok.

A 100 izolatum 64 KTE-be val6 sorolhatésaga a nagyfoku diverzitast tamasztja ala, a
filogenetikai torzsfa szerkesztés pedig egy olyan eszkdz, amely kival6an ramutat azon torzsekre,
amelyekre jo eséllyel lehet specifikus oligonukleotid prébéakat tervezni a kés6bbi FISH-sel valo
detektalashoz.

Az izoldtumok tobbsége a gyokerekbdl szdrmazott, mivel a rizoszférdban és a gyokereket
koriilvevd talajrétegben nagy szdmban talalhatok olyan baktériumok, amelyek obligat, fakultativ
vagy passziv mddon képesek az endofita életmodra. A fold feletti zold szervekbdl és a
termésekbdl is sikeriilt szamos baktériumot izolalni. Elébbi helyrél egy, a Staphylococcus
haemolyticus, mig utobbi helyrél egy Enterobacter cancerogenus és egy Pantoea brenneri
opportunista patogéenként leirt torzset sikertlt izolalni. Ezen torzsek jelenléte felhivja a figyelmet
arra, hogy immungyenge egyenek eseteben a termes elfogyasztdsa akar megbetegedést is
okozhat. A termesztési korilmények tekintetében elmondhatd, hogy 0sszességeben tdbb torzs
szarmazott a hidroponikus novényekbol, mint a talajkultirasokbdl, ami még ink&bb igaz a
palantakra. Ezzel ellentétben, a termések esetében ez az arany forditott és még nagyobb mértékii

volt. Ebbél az a kovetkeztetés vonhato le, hogy a hidroponikus termesztés 6sszessegében jobban
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hozzajarul az endofita mikrobiota biodiverzitasanak noveléséhez, mint a talajkultiras, ami foként
a plantdkban eléforduld ardnyokon alapszik, viszont a termések tekintetében éppen forditott
helyzet all fenn. Tovabba a termesztési fajtakat vizsgalva, 6sszességében egy olyan kivételtol
eltekintve, ahol a termesztési korilménynek lehetett befolyasa, 1ényegében részleteiben is tébb
torzs szarmazott a Karpiabdl, mint a Ho fajtabol. Ez arra enged kdvetkeztetni, hogy az endofitak
biodiverzitasa sok mas tényez6n kiviil nem csak a novények termesztési koriilményeit6l, hanem

a termesztett fajtatol és a ketté kombinaciojatol is fiigghet.

A paprikamag csirazasara gyakorolt hatasuk alapjan elmondhatd, hogy a vizsgalt 64 torzs
64,1%-a semlegesen befolyasolta a magok csirazasat, tovabba 15,6%-uk serkentette, ezért ezek
feltételezett endofitaként vehetOk szamba. A baktériumok paprikamag csirdzéasra gyakorolt
hatdsénak vizsgalata azért lehet hasznos, mert alkalmazasaval fény deritheté a feliileti
fertdtlenitést taléld, nem endofita torzsekre, valamint esetleges tovabbfejlesztésével a ndvényi
novekedést direkt modon serkentd endofitak is kimutathatok lehetnek. Mivel azon torzsek,
amelyek serkentik a novények novekedését, nemcsak a kicsiraz6 magok arényat novelhetik,
hanem a kis csirandvény biomassza termelését is, ezért érdemes lenne 6sszehasonlitani a
kiilonb6z6é baktériumokkal fertézott novények fejlettségi szintjét is a csirdzéas alatt, ezzel

detektalni a ndvényt serkentd endofita baktériumokat.

A kiilonb6zé baktérium torzsekkel fertdzott magokbol nevelt palantdk vizsgéilata soran a
patogént modellez6 és patogén torzsek esetében egyik modszerrel, egyik mintabdl sem sikertlt
kimutatni jelenlétiiket, amibdl arra lehet kovetkeztetni, hogy nem jutottak be a novényi
endoszféraba, vagy ha be is jutottak, nem élték tal a palantanevelési iddszakot. Valosziniisithetd,
hogy ezen torzsek nem rendelkeztek a ndvenyi endoszféraba vald bejutds és az ott valo
taléléshez sziikséges képességekkel, tulajdonsdgokkal. A jovében érdemes lenne azt is
megvizsgalni, hogy milyen hatdsa van az endofitdkkal kevert tenyészetekben (azonos és
kiillonb6z6 aranyokban keverve) valo fert6zésnek az eddig vizsgalt humanpatogén és
humanpatogént modellez6 torzsek ndvényi endoszféraba vald bejutasara, valamint talélésére. Ez
azért lenne fontos, hogy megvizsgalhassuk, milyen médon hatnak a bizonyitottan endofita

torzsek a patogének internalizaciojara.

A két bizonyitottan endofita térzs sem kontakt mddon, sem extracellularis metabolitjai
(sejtmentes fermentleve) révén nem fejtett ki sem serkentd, sem gatlo hatast a két patogént
modellez6 €s a patogén torzsre. Ez természetesen nem jelenti azt, hogy a 64 reprezentativ torzs
kozul egyik sem rendelkezik patogén baktériumokkal szemben antagonista hatassal. Ezért
érdemes lenne a jovében mas torzseket is tovabb vizsgalni valodi endofita voltuk igazolasara és
a humanpatogének ndvényi internalizaciojanak csokkentése szempontjabol.
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6. OSSZEFOGLALAS

Az étkezési paprika egy vilagszinten nagy mennyiségben termelt, taplalkozas-élettani és
gazdasagi szempontbol jelentds zoldségndvény, tovabba a fogyasztok korében nyersen és siilt

vagy fott allapotaban is kozkedvelt élelmiszer.

Manapsag a nyersen fogyasztott névenyi élelmiszerek altal vilagszinten egyre gyakrabban
fordulnak elé baktériumok okozta megbetegedések. A baktériumok tekintetében leggyakrabban
allati eredetli humanpatogének, de az opportunista humanpatogének is osszefliggésbe hozhatok
jarvanyokkal, és egyre inkabb vilagossa valik, hogy ezek a mikrobak a ndévények belsejében is
képesek tulélni. Mivel az étkezési paprika gyakran nyersen kerill fogyasztasra, ezért érdemes
mikrobioldgiai és élelmiszerbiztonsagi szempontbol is vizsgalni. A huménpatogének névénybe
valé bejutdsaban és tulélésében igen nagy szerepik van a ndvény—humanpatogén, illetve az
endofita-humanpatogén kozotti interakcioknak. Annak érdekében, hogy jobban megérthessik e
kapcsolatokat és igy csokkenthessuk az élelmiszerbiztonsagi kockazatot, sziikséges vizsgalnunk
a novényben €16 endofita baktériumokat mind mindségi, mind mennyiségi szempontbol, tovabba

szlikséges fényt deritentink a humanpatogén baktériumokkal valé kapcsolatuk jellegére.

A szakirodalomban eddig fellelhetd forrasok alapjan a paprika endofita baktériumait tobben is
vizsgaltdk mar kvalitativ és kvantitativ szempontbol a kiilonb6zé kornyezeti tényezok
fliggvényeben, tovabba vizsgaltdk a ndvényi ndvekedésre kifejtett hatdsukat, valamint
ndveénypatogén gombaékkal, baktériumokkal szembeni antagonista hatasukat is. Azonban eddig
még senki nem vizsgalta a manapsdg szokvanyos hidroponikus, illetve talajkultiras
koralmények kozott nevelt HO és Karpia fajtdk bakterialis endofitait, valamint azok
huménpatogénekre kifejtett hatdsat. Munkdm sordan célul tliztem ki az emlitett koriilmények
kozott nevelt, két étkezési paprikafajtaban €16, tenyésztheté endofita baktériumok izolalasat,
azonositasat, mutualista torzsek kivalasztasat, azok valddi endofita voltanak igazolasat és e
torzsek humanpatogén, illetve humanpatogént modellezd torzsekre gyakorolt hatdsdnak

vizsgalatéat.

A kétféle modon termesztett, két kiilonbozo étkezési paprika fajtabol 6sszesen 170 baktériumot
sikeriilt izoldlnom, amelyeket a vizsgéalt fenotipusos jellemzdik alapjan 138 fenotipusos
csoportba, majd a RAPD-PCR-es tipizalassal 100 genotipusba sikerllt besorolnom. Ezen
izolatumok kozil a Pseudomonas nemzetségbe tartozokat egy specifikus PCR alkalmazéasaval
detektaltam, majd mind a 100 izolatum azonositasat elvégeztem a 16S rRNS, valamint a
pszeudomonaszok esetében az rpoB génszekvencia adatok bevonasaval is. Az izolatumok 53%-
at sikeriilt faj szinten azonositanom, ami sejteti, hogy valdszinlileg még korabban le nem irt

fajokat is sikerult izolalni. A pszeudomonéaszoknak csak nagyjabol 30%-at siker(lt azonositanom
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faj szinten annak ellenére, hogy az rpoB genszekvencia adatokat is figyelembe vettem. Ezen
arny javitdsara tovabbi génszekvencia informécidk és a Pseudomonas nemzetség 06sszes

tipustdrzsére vonatkozdan egy komplett génszekvencia adatbazisra lenne sziikség.

A 16S rRNS génszekvencia adatokkal filogenetikai vizsgalatokat végeztem, amelynek alapjan a
100 izolatum 64 KTE-be volt sorolhato, ami a magas foku diverzitast tdmasztja ala. Az KTE-k
nagy tobbsége a Proteobacteria, Firmicutes és az Actinobacteria torzsbe volt sorolhato. A vy-
Proteobacteria volt a legnépesebb osztaly, amelyet a DNS-ben alacsony GC tartalmd Gram-
pozitiv Bacilli és a magas GC tartalmu Gram-pozitiv Actinobacteria osztaly kdvet a sorban. Az
a-Proteobacteria és a B-Proteobacteria osztaly kisebb mértékben, mig a Flavobacteria, illetve a
Deinococci  osztdly csak egy-egy KTE-vel képviseltette magat. Az eredményekbdl
megallapithatd, hogy a Pseudomonas KTE-k voltak a dominansabbak nemcsak a y-

Proteobacteria osztalyban, hanem valamennyi osztaly kdzott.

Az izolatumok novényben vald eloszlasat tekintve megallapithatd, hogy tébbségiuk a
gyokerekbdl lett izolalva, ami érthetd is, mivel a rhizoszféraban és a gyokereket koriilvevo
talajrétegben nagy szamban talalhatok obligat, fakultativ vagy passziv endofita életmddra képes
baktériumok. Tovabbéa a gyokérbol sikeriilt harom opportunista humanpatogén torzset is izolalni,
a Leclercia adecarboxylata fajbol. A fold feletti zold szervekbdl és termésekbdl is szarmaztak
izolatumok. El6bbi helyekrél egy, a Staphylococcus haemolyticus opportunista patogén fajba
tartozo torzset is izolaltam. A paprika termésekbdl egy, az Enterobacter cancerogenus €és egy, a
Pantoea brenneri opportunista patogénként leirt fajba tartozo torzset is izolaltam. Ezek a
megfigyelések felhivhatjdk a figyelmet a termény élelmiszerbiztonsagi kockazatara, elsésorban
immungyenge egyének esetén. A termesztési korllmények tekintetében elmondhat6, hogy
Osszességeben tobb torzs szdrmazott a hidroponikus névényekbdl, mint a talajkulturasokbol, ami
még inkabb igaz volt a palantakbol szarmazo torzsekre. Ezzel ellentétben, a termések esetében
ez az ardny forditott és még nagyobb mértékii volt. Tehat gy tlinik, hogy a hidroponikus
termesztés 0Osszességeben jobban hozzajarul az endofita mikrobidta biodiverzitasanak
noveléséhez, viszont a termések tekintetében éppen forditott helyzet alt fenn. Tovabba a
termesztési fajtakat értékelve, a hidroponikusan nevelt termésektdl eltekintve, tobb torzs
szarmazott a Karpiabo6l, mint a HO fajtdbdl, ami arra utal, hogy a vizsgalt endofitak
biodiverzitasara sok mas tényezon kiviil, nem csak a ndovénytermesztési koriillmények, hanem a

termesztett fajtak €s a kettd kombinéciodja is hatassal lehet.

Megvizsgaltam a KTE-ket reprezentald 64 torzs paprikamag csirazasara gyakorolt hatasat, és az

eredmenyekkel szemben tamasztott kdvetelmények alapjan 79,7%-uk nem csokkentette, s6t e

torzsek 15,6%-a kifejezetten stimulalta a magok csirazasat. A fennmaradt 20,3% enyhén vagy
116



erosen csOkkentette a csirdzasi szazalékot. Mivel a mutualista endofitdk nem gatoljak a
ndvények élettevékenységét, ezért ezzel az eljarassal kiderithet6, hogy melyek azok a torzsek,
amelyek esetleg a feliileti fertétlenitést tulélve keriiltek izolalasra és/vagy valojaban nem
mutualista endofitadk. Tovabba, mivel ez a mddszer alkalmas lehet a csiranévények méretbeli
kiilonbségeinek detektalasara, ezért a vizsgalati id6 megnyujtasaval ki lehetne mutatni azon

baktérium térzseket, amelyek direkt modon képesek serkenteni a ndvény ndvekedéseét.

A filogenetikai vizsgélatok alapjan rokonsagi szempontbdl a tobbitél tavol es6, és a csirazasi
eredmények alapjan stimulalé torzsek 0Osszevetésével Kkivalasztott izolatumok kozil a C.
hispalense FPBSKK1, illetve a P. sp. HPBBIK3 torzsre sikerilt specifikus oligonukleotid
probékat terveznem a FISH-CLSM technikéval val6 kimutatasukhoz. Ezt kovetéen e két térzzsel
és egy humanpatogént modellez6 (L. innocua 1010), egy humaénpatogén (L. monocytogenes
CCM 4699), valamint egy opportunista humanpatogén (E. coli ATCC 8739) torzzsel fertéztem
kalon-kulon paprikamagokat, majd a felnevelt palantakbdl tenyésztéses, PCR-es és FISH
technikaval probaltam igazolni a baktérium torzsek novényi szovetekbe val6 internalizaciojat
vagy ennek ellenkez6jét. Mindharom technikdval sikeriilt igazolni a két feltételezetten endofita
torzs novényi endoszféraban vald jelenlétét, ezzel igazolva valodi endofita voltukat. Ezzel
ellentétben sem a humanpatogént modellezd, sem az opportunista humdanpatogén, sem a
humanpatogén torzset nem tudtam Kkimutatni egyik mintab6l sem, barmely technikat is
alkalmaztam. A jovében érdemes lenne a vizsgalt endofitdk és humanpatogének/ human
patogént modellez6d torzsek kevert tenyészeteivel fertézni a magokat annak érdekében, hogy
kideruljon, vajon az endofitak segitik vagy gatoljadk a humanpatogének bejutasat, talélését a

ndvényben.

A két bizonyitottan valddi endofita torzs hatasat in vitro médon vizsgaltam kontakt inhibicios és
lyukdiffazidos modszerrel a huménpatogént modellezd, az opportunista humanpatogén, valamint
a humanpatogén torzsre. Az eredmények alapjan a két endofita térzs nem csak kontakt modon
egyutt tenyésztve, hanem sejtmentes fermentlevét hasznalva is neutralisnak bizonyult a vizsgalt
torzsekre. Ez természetesen nem jelenti azt, hogy a 64 reprezentativ torzs kozul egyik sem
rendelkezik patogén baktériumokkal szembeni antagonista hatassal, ezért érdemes lenne legalabb
a csirazd magok aranyat noveld, de akar a neutralis hatasu torzseket is tovabb vizsgalni a valodi
endofita voltuk és a humanpatogének novényi internalizaciojat csokkenté hatasuk igazolasa

érdekében is.
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7. SUMMARY

Sweet pepper is an economically, nutritional-physiologically important vegetable, produced
globally in high amounts and it is consumed with predilection by the consumers as a raw or
boiled/fried food.

Nowadays plant based foods consumed raw are increasingly associated with human diseases
caused by bacteria. In terms of bacteria, outbreaks were most often associated with human
pathogens from animal origin and opportunistic human pathogens as well and it is becoming
increasingly obvious that these pathogens are able to survive inside the plants. Since sweet
pepper is often consumed raw, it is worth investigating this food from microbiological and food
safety aspects. Plant — human pathogen and endophyte — human pathogen interactions have an
important role in the internalization and survival of the human pathogens. In order to understand
these interactions more clearly, and thereby reduce the food safety risk, it is necessary to analyse
endophytes in terms of quality, quantity, and furthermore to reveal the nature of their interactions

with human pathogenic bacteria.

Based on scientific data found in literature it can be assessed that many scientists have
investigated the endophytic bacterial community of the sweet pepper qualitatively and
quantitatively in relation to different environmental factors. Furthermore, they have analysed
their plant-growth-promoting properties and antagonistic effects against plant pathogenic fungi
and bacteria. Nevertheless, none of them has investigated the bacterial endophytes of H6 and
Karpia pepper cultivars grown in hydroponics and soil culture, as well as their effects on human
pathogens. During the research work my aims were to isolate and identify culturable endophytic
bacteria from the above mentioned cultivars and growing conditions. Furthermore, | aimed to
select mutualistic strains, prove their “true” endophytic nature and finally investigate their

effects on human pathogen modelling and human pathogenic strains.

From the two cultivars grown in two different conditions totally 170 bacteria were isolated,
which were classified into 138 phenotypic groups based on their investigated phenotypic
characteristics. By using RAPD-PCR there could be created 100 genotypic clusters from the
above mentioned phenotypic groups. Pseudomonas isolates were detected by a genus specific
PCR, then all 100 isolates (one isolate from each genotypic cluster) were identified by
sequencing the 16S rDNA genes. Moreover, in case of Pseudomonas isolates rpoB genes were
additionally analysed. It was possible to identify 53% of the isolates at species level, which
suggests that novel bacterial species were isolated as well. Unfortunately, only nearly 30% of the
Pseudomonas isolates could be identified at species level, even though rpoB sequence data were
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taken into account. Further gene sequence information and a complete gene sequence database

for all Pseudomonas type strains would be needed in order to improve this ratio.

Phylogenetic analyses using 16S rDNA sequence data were done. Based on the results the 100
isolates were clustered into 64 OTU which confirms the high level of diversity. Most of the
OTUs could be classified into the Proteobacteria, Firmicutes and Actinobacteria phyla. y-
Proteobacteria were the most populous class, followed by the Gram-positive Bacilli with low
GC-content DNA and the high GC-content Gram-positive Actinobacteria class. A-Proteobacteria
and PB-Proteobacteria classes were represented in lower extent, while Flavobacteria and
Deinococci classes had only one OTU. From the results it can be assessed that Pseudomonas

OTUs were the most dominant ones not only in y-Proteobacteria but also among all classes.

Considering the repartition of the isolates in plant it can be concluded that most of them were
isolated from the roots, because in rhizosphere and soil-surrounding roots bacteria can be found
in large number which are capable for obligate, facultative or passive endophytic lifestyle.
Furthermore, it was possible to isolate three opportunistic human pathogen strains from the
roots, which are members of Leclercia adecarboxylata species. Strains from the above-ground
green tissues and fruits were also isolated, furthermore one opportunistic human pathogen,
Staphylococcus haemolyticus strain was isolated as well. Two strains highly important from food
safety aspects were originated from the pepper fruits. These isolates are members of
Enterobacter cancerogenus and Pantoea brenneri species described as opportunistic human
pathogens. This observation may draw attention to the food safety risk of this crop, especially in
case of immunocompromised individuals. In terms of growing conditions it can be observed that
in total more strains were derived from hydroponics than from soil grown plants, which was
even truer for the seedlings derived ones. In contrast, this ratio was reversed and even more
pronounced for the fruits derived strains. Thus, it appears that in total the hydroponic cultivation
contributes to the biodiversity increment of endophytic microbiota, however in respect of the
fruits the reverse situation was true. Furthermore, assessing the biodiversity in terms of cultivars,
apart from the hydroponics grown fruits, more strains were originated from Karpia, than from
HO6 cultivars. This suggests that, apart from many other factors, the biodiversity of analysed
endophytes was affected not only by the plant growing conditions, but the cultivars and the

combination of these two factors as well.

The effects of the 64 OTU representing strains were investigated on pepper seed germination,

and based on the set requirements 79.7% of them were neutral. However, 15.6 % of these neutral

strains essentially promoted the seed germination. The remaining 20.3% slightly or strongly

reduced the number of germinating seeds. Since mutualistic endophytes are not inhibiting the
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plants’ life activities, therefore by using this method it is possible to detect strains that could
survive surface sterilisation and/or are not mutualistic endophytes. Since this method can be
suitable for determination of differences in seedling size, using elongated investigation time

those strains could also be detected which have direct plant growth promotion effects.

From strains being at greater distance from the others in terms of phylogenetic relationship and
having stimulatory effects on seed germination, C. hispalense FPBSKK1 and P. sp. HPBBIK3
were selected to design specific oligonucleotide probes for their detection with FISH-CLSM
technique. Applying these two strains, two human pathogen modelling (E. coli ATCC 8739, L.
innocua 1010 - foodborne) and one human pathogen (L. monocytogenes CCM 4699) strain in
monocultures, pepper seeds were infected separately. From the grown seedlings internalization
(or even the opposite) of the selected strains was analysed into the plant tissues by cultivation
based, PCR and FISH techniques. All three methods confirmed the presence of the two putative
endophytic strains in plant endosphere, thus confirming their true endophytic nature. In contrast,
neither the two human pathogen modelling strains, nor the human pathogen could be detected
from any of the samples by the applied methods. In the future it would be worthwhile to infect
seeds with the mixture of these human pathogen modelling/human pathogen and endophytes in
order to reveal that endophytes are helping or hindering the internalization and/or survival of

human pathogens.

Finally, effects of the two truly endophytic strains were analysed in vitro on the pathogen
modelling and the pathogenic strain by using contact inhibition and well diffusion methods.
Based on the results, the two endophytic strains proved to be neutral for the tested strains not
only in a contact way by co-culturing them, but also by using their cell-free supernatant. Of
course, this does not mean that none of the 64 representative strains has antagonistic effects
against pathogenic bacteria, therefore it would be worth to further analyse at least the seed
germination promoting, but even the strains with neutral effects, in order to prove their true
endophytic nature and their effects against the internalisation of human pathogens into pepper

plants as well.
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M2.

M3.

Az

A baktériumok izolalasahoz felhasznalt két paprikafajta fobb jellegzetességei
I.  Ho fajta:

A fehér toltenivald (TV) paprikdk fajtatipusaba tartozik, kdzepesen vastaghusu
(hasvastagsaga 3-4 mm), sargasfehér, sima feliileti, kapos alaka, 80-110 g bogyotomegii,
édes, zamatos iz{i és csipmentes termést hoz. Atlagos hossza 60-120 mm, vallszélessége
40-70 mm. Folytonos novekedésti, tovabba jellemzé még ra a tomor allag, vékony héj és
az intenziv paprika illat (DélkerTESZ, 2012).

Il. Karpia fajta:

A Karpia fajtatipusba tartozik, vastaghusi (husvastagsdga 4-7 mm), sotétzoldbol
sOtétpirosba-szinbe érd, sima feliiletii, kipos alaka, 100-120 g bogyotomegl és intenziv
édes izii, csipmentes termést hoz. Hossza 60-120 mm kozotti, vallszélessége 40-70 mm,

tovabba jellemzd még ra a tomor allag, kozepesen vastag héj és az 6rolt paprika illat

(DélkerTESZ, 2012).

Novénytermesztési korilmények

tiltetéshez hasznalt magok a Budapesti székhelyli De Ruiter Seeds Vetémagtermeld Kft-t6l,

illetve a Kecskeméti székhelyli Royal Sluis Magrovet Kft-tdl keriiltek beszerzésre. A névények

termesztése a Szent Istvan Egyetem Kertészettudomanyi Karanak Soroksari Kisérleti Uzem és

Tangazdasagaban (1238 Budapest, Turi Istvan Gt 2.) valosult meg.

A. Hidroponikus névények nevelése

A paprikamagokat 2012. februar 24-én dltették el kis kézetgyapot nevel6elemekbe
(kockékba), ahol a tapoldat adagolast és a parasitast kézileg végezték. Marcius 9-én a kis
csirandvényeket nagyobb kdzetgyapot neveldkockakba iiltették at és aprilis 7-ig szintén
kézileg gondoztak. Aprilis 7-én Ultették ki a Filclair tipust (Filclair Serren industry NV,
Belgium) klimatizalt satorba. A novények kiultetése egységes allomanystiriséggel (4,04 t6/
mz), ikersoros elrendezésben tortént. A homérséklet, a fény, a szelloztetés és az arnyékolas
szabalyozasat az ITU MS 10 (ltumic Oy, Finnorszag) klimaszabalyozd berendezéssel
valositottak meg. A kililtetést kovetden attértek az egyedi csepegtetdtestes Ontozésre, amelyet
a Priva Intégro Vega (Priva Building Intelligence GmbH, Austria) tipusd szamitogép
vezérelt. Minden novényhez egyedi 2 1/6ra csepegtetd gomba és tiiske tartozott. A Grodan
WCM (ROCKWOOL International A/S, Dania) viztartalom méré miszerrel pontosan és
kozvetleniil ellendrizték a tablak viztartalmat, hdmérsékletét és elektromos vezetOképességét,

az ugynevezett EC értekét (az asvanyi anyag mennyiségének meghatarozasanak indirekt
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maodja) és az adatok figyelembevételével iranyitottak a novények fejlédését. Az 5,5 — 5,8-as
cel pH érték beallitasa salétromsav alkalmazésaval tortént. Kizéardlag kivalo vizoldhat6sagu
mitragyakat alkalmaztak, amelyekbdl 500 literes tartdlyokba torzsoldatot készitettek. Az
alkalmazott mutragyak a kovetkezOk voltak: kalcium-nitrat, k&lium-nitrat, mono-kalium-
foszfat, magnézium-nitrat, magnézium-szulfat, Ferticare™ IV (Yara Hungaria Kft.,
Magyarorszag), Tradecorp AZ Bentley mikroelem keverék (Trade corporation international
S.A., Spain). A tapelemek aranyat, az alkalmazott EC értéket mindig a ndvényekhez és az
id6jarashoz igazitottak. A névények egész életiikben csak tapoldatot kaptak. A tdpoldatozas
napi ritmusara jellemzo, hogy napkelte utan kezdtek 6ntézni és napnyugta eldtt fejezték be.
Kizardlag héségnapokon alkalmaztak éjszakai tapoldatozast is. A Kkijuttatott folyadék
mennyisége a napi 0,5 liter és a 2,5 liter kdzott valtozott. Egyszerre 1,5 - 2,5 dl-t adagoltak
ki, igy a napi tapoldatozasok szama 4 és 15 kozo6tt mozgott. Az alkalmazott EC érték 1,9 és
2,3 mS/cm kozotti volt. A névenynevelés soran csak bioldgiai névényvédelmet alkalmaztak,

amely elsddlegesen a viragtripszek ellen iranyult.

B. Talajkultiras novények nevelése

A talajkulturas termesztésre szant magokat marcius 20-an vetették el a féldbe és aprilis 4-ig
kézileg gondoztdk (Ontdzés, parasitas) fiitott liveghazban, optimalis hOémérséklet és
fényviszonyok mellett. Aprilis 4-én tapkockakban tiizdelték a kis csira novényeket, majd
majus 10-ig tovabb nevelték az el6bb emlitett koriilmények kozott. Majus 10-én megtortént a
flitetlen folia satrak alatti foldbe torténd kiiiltetés, majd mikor mar az atlaghdmérséklet elérte
a megfelel6 (20-25 °C) szintet, akkor a foliak is lekerultek. A ndvények a teljes novekedésiik
sordn csak 1voviz mindségli OntozOvizzel lettek taplalva az iddjardsi viszonyoknak
megfeleléen, csepegtetéses oOntozéssel. Az optimalis tapanyagmennyiséget a talaj
tapanyagtartalméanak és a tervezett termésmennyiség fliggvényében miitragyazassal oldottak
meg. A kartevok elleni védekezést a szokvanyos vegyszeres novényvédelmi eljaradsokkal

végezték.

134



M4. Az izoldtumok részletes fenotipusos tulajdonsagai
Szaporodas i
S. | Kéd Telepmorfolégia PGES és **WL agaron Mikroszk6pos morfoldgia :Zgzr VRBL (Si%))razas
agaron (i/n)
1 SKS1 **nagyon Kicsi, tikroz6d6, kerek, sima, sotétkékes-zoldes beiités kdzepes kokkuszok Gram(+) |n n
2 SKS2 **Kkdzepes-nagy, opalos, csipkézett, szaraz, biborkék-pazsitszert kodzepes palcak Gram (+) |n i
3 SKS3/1 kisr;e:gz;)n kicsi, tiikroz6do, kerek, sima, zold kis kék arnyalattal, taptalaj kézepes kokkuszok vagy kokkoidok | Gram (+) | n n
4 SKS3/2 **nagyon Kicsi, sima, z6ld kis kék arnyalattal, taptalaj kisargul kozepes kokkuszok Gram (+) |n n
- C e . s o) ; kicsi-kdzepes kokkuszok vagy
5 SHS1 nagyon kicsi, tiikroz6d6, kerek, sima, sotétzold vagy sotétkékes-zold kokkoidok Gram(+) |n n
6 SEPRK1 **kicsi, tiikr6z6do, kerek, sima, zold kékes betitéssel, taptalaj kisargul ?;ngc}g:;] kicsi kokkuszok, foként Gram (-) |i
7 | SEPRK2 | **kicsi, itkiozids, kerek, sima, z1d kékes beitéssel, taptalaj kisdrgul | &0 kicsi kokkuszok, foként | oy oy |
o C et g . . , S, nagyon kicsi kokkuszok, féként :
8 SEPRKS3 nagyon kicsi, tiikr6z6do, kerek, sima, zold, taptalaj kisargul kisebb lanchan Gram(-) |n
9 SEPRK4 éttlggzsg tl;r;lz;dlg’szﬁgien csipkézett, sima, kozépen zoldes kék, karima nagyon kicsi kokkuszok, lanchan Gram (-) |i
10 | SEPRK5 **nagyon kicsi, tiikr6z6do, kerek, sima, zold, taptalaj kisargul nagyon Kicsi kokkuszok, lanchan Gram (-) |i
11 | SEPRKG6 **nagyon kicsi, tiikr6z6dd, kerek, sima, zold, taptalaj kisargul nagyon kicsi kokkuszok, lancban Gram(-) |n
12 | SEPRK7 *nagy, opalos, kerek, gumiszerti, vilagoskék, vékony karimaval, taptalaj nagy, k_over, quepes palcak, Gram (+) |n i
kisérgul tébbnyire gorbék
13 | SEPRKS8 **nagyon kicsi, tiikkr6z6dd, kerek, sima, zold, taptalaj kisargul nagyon kicsi kokkuszok, lancban Gram (-) |i
14 | SEPRK9 éttl;gzsé’ tﬁgf;dlg;g?glﬁen csipkézett, sima, kozepen zoldes kék, karima nagyon Kicsi kokkuszok, lanchan Gram(-) |n




15 |SEPRK10 | **nagyon kicsi, tiikr6z6d6, kerek, sima, zold, taptalaj kisargul nagyon kicsi kokkuszok, lancbhan Gram (-) |i
16 | SEPRK11 :zéiﬁtcz;gjtzl;;%féidlfi’s?ra gsuzlélﬁ’ sima, zbldeskék, attetszd szegély/karima, nagyon Kicsi kokkuszok, lanchan Gram(-) |n
17 | SEPRK12 ;Zﬁ?;ael\’jfa é‘(;gs;e;‘;ﬁgzkoe‘li(o ép sz€lii, sima, kbzépen sotétebb kék, nagy | 1oy okuszok, lanchan foként | Gram (5) | i
i [sepmwy | ShGamesum Ko et e, s s erc i | yon s s isanis | Gam) |
o s | s s, s o, . i 0 9 s, —
20 | SEPRK15 **kicsi, tiikr6z6do, kerek, sima, sima, z6ld, taptalaj kisargul Kicsi, rovid palcak Gram(-) |i
21 | SEPRK16 | **nagyon kicsi, tiikkr6z6d6, kerek, sima, zold, taptalaj kisargul vékony palcak Gram(-) |n
22 | SEPRK17 | **nagyon kicsi, tiikr6z0d6, kerek, sima, z61d, taptalaj kisargul rovid palcak Gram(-) |n
23 | SEPRK18 | **nagyon kicsi, tiikr6z6d6, kerek, sima, z6ld, taptalaj kisargul vekony, rovid palcak Gram(-) |n
24 | SEPRK19 l’i;“sr;zzngn kicsi, tiikrozddo, kerek, sima, sotétebb kékes-zold, taptalaj rovid palcak Gram(-) |i
25 | SEPRK20 | **nagyon kicsi, tiikr6z6d6, kerek, sima, zold, taptalaj kisargul vékony, rovid palcak Gram (-) |i
26 | SEPRK21 | **nagyon kicsi, tiikr6z6d6, kerek, sima, zold, taptalaj kisargul vékony, rovid palcak Gram (-) |i
27 | SEPRK22 | **nagyon kicsi, tiikr6z6d6, kerek, sima, z61d, taptalaj kisargul vekony, rovid palcak Gram (-) |i
28 | SEPRK23 | **nagyon kicsi, tikr6z6d6, kerek, sima, zold, taptalaj kisargul vekony, rovid palcak Gram (-) |i
29 | SEPRK24 I’:Zrzlgrg)gr,]tfuelﬁ]re(:‘?c;s:{ i};szzlglljil, elfoly6s, fehéres szegély, vastag kék karima, vastag, nagy, kokkoid Gram (+) |n
30 | SEPRK25 | **kicsi, tiikr6z6d6, kerek, sima, z6ld kékes belitéssel, taptalaj kisargul vékony, nagyon rovid palcak Gram (-) |i
**nagy, opalos, kerek, gumiszeril, vilagoskék-kék kdzotti szin, szegély
31 | SEPRK26 | vékkony és vilagos, taptalaj kisargul, hasonlosag SE-PR-K-7-hez, de nem | vastag, kozepes-hosszu palcak Gram (+) |n

ugyanaz
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**kozepes, kerek vagy ép széll, opalos, elfolyos, szélle vilagoskék és a

32 | SEPRK27 kozepe fele vildgosodik, taptalaj erésen kisargul vekony, nagyon rovid palcak Gram (-)
**kozepes, tikrozodo, ép szEli, gumiszert, kozépen kék (kicsi zoldes T .

33 | SEPRK29 | poiitessel), karima krémes-tejszerd: vilagoskék, taptalaj kisargul nagyon Kicsi palcak Gram ()

34 | SESRK1 k.ozep(?sz tukrozo,do, cs/1pkezett, gumiszerli/sima, kdzépen sotétkék, vékony, kizepes és hosszil palcak Gram ()
karima viladgos-fehéres kék

35 | SESRK2 'kozepe's, tu’krozogo/opakos, csipkézett, gumiszer(, kdzépen vilagos rovid palcak Gram ()
kék, szegély attetsz6

36 | SESRK3 “*nagyon apro, lopalos, kerek, gumiszert, attetsz6 zoldes kék (vilagos), Vf:lstag, k_OZGpeS és hosszl palcak, Gram (+)
tapt. enyhén kisargul lancban is

37 | SESRK4 nagy, _tuk_r(fzodo, kol@okszs:ru, sima, kolzepen sotétkék, mashol talan Kévér, kozepes palcak Gram (+)
egy Kicsit vilagosabb, taptalaj enyhén kisargul
**nagyon nagy, vulkanszert, a krater sotét tengerkék és tiikr6z6do, a ) . PP

38 | SESRKS hegy oldala opélos és enyhe kék vagy fehér kekes hattérrel vastag, kozepes €s hosszu palcak Gram (+)

39 | SESRK6 kozepes, tu'1'<r0zo,do, ép s_.zelu, sima, sotc?tke!( §k1051 z61d beitéssel), kozepes palcak Gram ()
vastag attetsz6-fehéres karima, tapt. enyhén kisargul

40 | SESRK? ,le§l, tuk_roz_oldo, kerek, elfolyos, kdzépen sotét, karima vilagos/fehéres kézepes palcak Gram ()
kék, taptalaj kisargul

41 | SESRKS , kicsi, tukrozoc!o, ke_re,k, sima, k9zepen sotétebb kék (zoldes vékony, kozepes és hosszil palcak Gram (+)
arnyalattal), a szélle vilagosabb kék
**Kicsi-kozepes, tiikroz6do6, ép sz€li, sima, sotétkék (kicsi zold . 1z :

42 | SESRK9 beiitéssel), vastag attetsz6-fehéres karima, tapt. enyhén kisargul kbzepes palcak Gram (-)
xln Linci g - - - 0 o

43 | SESRK10 ) k,ozepes kicsi, opalos, csipkézett, sima, vilagoskék, kdzepe Kicsit bunks alaki,kozepes palcak Gram (+)
sotétebb
**Kicsi-kozepes, tiikr6z6do, ép sz€ld, sima, sotétkék (kicsi zold . s :

44 | SESRK11 beiitéssel), vastag attetszé-fehéres karima, tapt. enyhén kisargul kozepes palcak Gram (-)
*k e _ . . . . 173 " 7 .. r r 1.z r H M 3 - A A

45 | SESRK12 kO,ZEpe_S ,klcs1,,tukrozodo, kerek, elfolyos, kozépen fehéres vilagoskek, nagyon kicsi rovid palcak vagy Gram (+)
szegély vilagoskek kokkoidok

46 | SESRK13 nagyon kicsi, tiikr6z6d6é/opakos, csipkézett, gumiszert, kozépen kézepes palcak Gram (-)

vilagos kék, szegély attetszd
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**Kkdzepes-nagy, opalos, ép szEl{, sima/gumiszer(i, kozépen sotétkék/kék

kodzepes és hosszu palcak,

47 | SESRK14 kicsucsosodo, karima vilagoskék, nem vagy enyhén sargul Ki tqbbuknek a_kozepe vastagabb, Gram ()
kidomborodik

48 |SESRK16 |, Kozepes, kicsi, tlikioz6do, cp szell, gumiszert, kozepen z0ldes kek. | icqj vakony palcak Gram (-)
karima vilagosabb és sargas beiitésu, taptalaj enyhén kisargul

49 | SESRK17 | **kicsi, tiikr6z6do, kerek, elfolyos, vilagoskék, rovid palcak Gram (-)

50 | SESK1 _ 1(/1051, tiikroz6do, kerek, sima, sotétzold, attetsz6 szegély, taptalaj vékony, révid palcak Gram ()
kisargul

51 | SESK?2 kisl;lrcgslj,l tiikr6z6do, kerek, sima, sotétzold, attetsz6 szegély, taptalaj vékony, rovid palcak Gram ()

52 | SELK1 kozept?s nagy, tukrozod,o, ker.ek3 gumiszerd, kozépen sotétzoldes-kék, kozepes- rovid palcak Gram (+)
nagy karima vildgosabb, taptalaj kisargul

53 | SELK? nagyon kl/CSl, tl_lk,I"OZOdO, kerek, sima, sotétkékes-z0ld, vilagosabb nagyon kicsi kokkuszok vagy Gram (+)
szegéllyel, tapt. kisargul kokkoidok

54 | SELK3 nagyon k]lCSl, tpho;odo, kerek, sima, sotét vagy sima zold kékes kézepes kokkuszok Gram (+)
belitéssel, taptalaj kisargul

55 | SELK4 ko’zepf-“:s, tukfozpdo, c'sq')krezettzr finoman csipkézett, sima, sotétkék, palcak Gram ()
szegély attetszo, taptalaj kisargulii

56 | SESRK1K . ﬁ;ﬁ?&l kicsi, opalos, kerek, gumiszerii, vilagos-(fehéres) kékes-zéldes kozepes-nagy kokkuszok tetradban | Gram (+)

57 | SESRK2K | nagyon kicsi, opalos, kerek, gumiszerti, vilagos-(fehéres) citromsargas nagy kokkuszok tetrédban Gram (+)
arnyalatu

58 | SESRK3K |** i e g g . v a1q ol ez —_ kozepes kokkuszok, talan

nagyon Kicsi, tikkroz6d6, kerek, sima, sotétzold-zold, taptalaj kisargul X . Gram (+)
kokkoidok is
59 | SESRK4K | **nagyon kicsi, opélos, kerek, gumiszer(, citromsarga nagy kokkuszok tetradban Gram (+)
60 | SESRK5K | kozepes, tiikrozédo, ép széli, elfolyos, krémszinii kdzepes-hosszl palcak Gram (-)
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kodzepes-nagy kokkuszok,

61 | SESRK6K nagyon kicsi, tiikr6z6d6, kerek, sima, s6tétzo1d-zold, téptalaj kisargul diplokokkuszok vagy kokkoidok Gram (+)
62 | SESRK7K | **nagyon kicsi, opalos, kerek, gumiszerd, viligoskék kovér, pityok alakil kokkoidok vagy | oo 4y
kokkuszok
63 | SEPRH1 ’ 1(11051, tiikr6z6do, kerek, sima, zoldes kék, karima éttetsz6, taptalaj nagyon kicsi diplokokkuszok vagy Gram (4)
kisargul palcak
64 | SEPRH2 **nagyon Kicsi, tiikr6z6d6, kerek, sima, s6tétzold, taptalaj kisargul nagyon kicsi palcak Gram (-)
65 | SEPRH3 . k’ozepes, tulfroz’odo, k:erek, sima, vilagoskék zoldes arnyalattal, taptalaj nagyon kicsi palcak Gram ()
kisargul, szegély attetszd
66 | SEPRH4 kIC,SI k.oz,epes, tiikr6z6do, csipkézett, sima, vilagosabb kék, tapt. nagyon Kicsi palcak Gram ()
enyhén kisargul
67 | SEPRH5/2 ’k1051, ,tukrozlf)do, k’erek,,51ma,. V1.1a’goskek (fehéres), nagy zold karima, nagyon Kicsi, rovid palcak Gram ()
vékony attetsz6 szegély, taptalaj kisargul
**kdzepes, tiikroz6do, kerek, sima, vildgoskék (vilagoszold, kis kékes kozepes, kdvér krumplihoz hasonld
68 | SEPRHS/1 betitéssel), szegély atettsz6/fehéres, taptlaj kisargul palcak, tobbszor lanvban is Gram (+)
**kicsi, tiikr6z0d6, kerek, sima, vilagosabb-kék a kdzepe, kifele egyre e :
69 | SEPRH6 Attetsz8bb, tapt. kisargul nagyon Kicsi és kicsi palcak Gram (-)
70 | SEPRH7 “kozepes, kc?rf:k vagy €p erlu,ﬂopalqs, ’elfolyos, sz¢élle (vilagos)kék és a nagy, vastag, hosszu-kdzepes Gram (+)
kozepe fele vilagosodik, tapt. erésen kisargul palcak
**nagy, tiikr6z0do, koldokszert, de csipkézett is, sima, kdzépen sotétkék, N ) _
71 | SEPRHS maéshol egy arnyalattal vilagosabb, taptalaj enyhén kisargul kbzepes-nagy palcak Gram (+)
72 | SEPRH9 **nagyon Kicsi, tiikr6z6d6, kerek, sima, sargas-kékes zold kicsi kokkuszok Gram (-)
73 | SEPRH10 | **kicsi, tiikr6z6d6, kerek, sima, vilaigosabb-kék nagyon kicsi palcak Gram (-)
74 | SEPRH11 | **kicsi, tikr6z6d6, kerek, sima, vilagosabb-kék kozepes palcak Gram (-)
75 | SEPRH12 | **kicsi, tiikr6z0d6, kerek, sima, vilagosabb-kék nagyon Kicsi palcak Gram (-)
76 | SEPRH13 | **nagyon kicsi, tikr6z6d6, kerek, sima, z61d, kékes arnyalattal, taptalaj kicsi palcak Gram (-)

139




kisargul

**nagyon kicsi, tikroz6d6, kerek, sima, sargas-kékes z6ld, taptalaj

77 | SEPRH14 - Kicsi palcak Gram (-)
kisargul

78 | SEPRH15 | **kdzepes, tikr6zddo, ép szEli, sima, z6ldes-sotétkék, taptalaj kisargul kicsi, rovid palcak Gram (-)

79 | SEPRH16 kisr:;gz?n kicsi, tiikr6z6do, kerek, sima, sargas-kékes zold, taptalaj Kicsi, rovid palcak Gram ()

80 | SEPRH17 kisr::gl}ﬁ)n kicsi, tiikr6z6d6, kerek, sima, sargas-kékes zold, taptalaj Kicsi, rovid palcak Gram ()

81 | SEPRH18 kisr;e:gz:)n kicsi, tiikr6z6d6, kerek, sima, sargas-kékes zold, taptalaj nagyon kicsi palcak Gram ()

82 | SEPRH19 kisr;a;gﬁi)n kicsi, tiikr6z6d6, kerek, sima, sargas-kékes zold, taptalaj Kicsi, rovid palcak Gram ()

83 | SEPRH20 | **Kicsi, tiikr6z6d6, kerek, sima, halvanykék kokkoid Gram (-)

84 | SEPRH21 | **ugyanaz mint SE-L-H-6, talankicsit sotétebb szinekkel kicsi, rovid péalcak Gram (-)

85 | SEPRH22 “*nagyon k]lCSl, tiikr6z6do, kerek, sima, sotétzold kékes arnyalattal, Kicsi, révid palcak Gram ()
taptalaj kisargul

86 | SELH1 **kozepes, tiikroz6do, ép széli/kerek, sima, krémeskék, taptalaj kisargul | rovid palcak Gram (-)

87 | SELH2 nagyon kicsi, kerek, tiikr6z6d0, sima, vilagoskék, de attetsz6, zoldes nagyon kicsi palcak vagy Gram (+)
beuteéssel, kokkoidok

88 | SELH4 **kozepes, tiikroz6ds, ép széli/kerek, sima, krémeskék, taptalaj kisargul | rovid palcak Gram (-)

89 |SELHS kolzepe_s ,klcsu,tukrozodo, kerek, elfolyds, kozépen fehéres vilagoskék, nagyon Kicsi, rovid palcak és/vagy Gram (+)
szegély vilagoskék kokkoidok

90 | SELH6 kolzepe_s ,klcs1,,tukrozodo, kerek, elfolyos, kozépen fehéres vilagoskek, Kicsi, rovid plcak és kokkoidok Gram (+)
szegély vilagoskek

91 | SELH7 kdzepes-kicsi, tiikr6z6do, kerek, elfolyds, kozépen fehéres vilagoskek, Kicsi, rovid plcak és kokkoidok Gram (+)

szegély vilagoskék
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**kdzepes-kicsi, tikkr6z6do, kerek, elfolyos, kozépen fehéres vilagoskék,

92 | SELH8 P ) kozepes kokkuszok és kokkoidok Gram (+) |n
szegély vilagoskék

93 | SEPRH1K nagy, t,ukrozosio, ep s,zelu, gumiszer(, vilagos kék kdzépen, a szélle nagyon Kicsi, vékony palcak Gram() |n
fele halvanyul, tapt. kisargul

94 | SEFPRK1 ,kozepes,,tukrozodo, kerek, kicsit elfolyos, fehér kiemelked6 telepek kézepes kokkuszok Gram(-) |i
kékes szegellyel

95 | SEFPRK2 | **kozepes, tikr6z6do, ép szEll, sima, sotétkék zoldes arnyalattal rovid palcak Gram(-) |n

96 | SEFPRK3 | **nagy, tiikkr6z6d6, ép széEli, elfolyds, sotétzold kdzepes kokkuszok Gram (-) |i

97 | SEEPRK4 *nagy, tukro_zo_do,"k,erek, elfo_lyos, kdzépen sotétzold, mashol kézepes kokkuszok Gram(-) |n
vilagosabb, kicsit sotétebb karima
**nagy, tiikr6z6do, kerek, elfolyos, kdzépen sotétzold, mashol . e, :

98 | SEFPRKS vilagosabb, kicsit sététebb karima vekony, rovid palcak Gram(-) |n

99 | SEFPRKG6 | **nagy-kozepes, tikroz6do, ép széli, sima, sotétzold vekony palcak Gram (-) |i

100 | SEFPRK7 | kozepes, tikr6z6do, kerek, sima, viligoskrémszin-halvany sarga kdzepes kokkuszok Gram (-) |i

101 | SEFPRKS tg_zgpgs—k}csh opalos, ép sz€li, gumiszer(i, narancssarga-vilagosbarna kézepes palcak Gram(-) |n

Ozotti szin

102 | SEFPRK10 | Ifozepes nagy, tiikr6z6do, ép széli, koldokos, sotétkékes zold, kdzépen kokkuszok vagy kokkoidok Gram() |i
vilagosabhb

103 | SEFPRK12 | **kicsi, tiikr6z6d6, kerek, zoldeskék, szegélye vilagosabb kicsi kokkuszok vagy kokkoidok Gram (-) |i

104 | SEFPRK13 _ lfozepes, titkr6z6do, ép széli, koldokos, sotétkékes zold, kozépen kokkuszok vagy kokkoidok Gram() |i
vilagosabb

105 | SEFPRK14 | **nagy, tiikr6z6d0, kerek, elfolyods, fehér kékes hattérrel kicsi kokkuszok Gram (-) |i

106 | SEFPRK15 | . Ifozeptles nagy, FUkrOZ(.?d?’ eny}.%efl C§lpkezen’ sima, z61d szegélyt, kicsi vékony palcak Gram(-) |n
vilagoskék karimaval, kdzépen sotétkék

107 | SEFPRK16 | **kicsi, tiikr6z6d6, kerek, sima, zold, atlatszo szegéllyel kicsi vékony palcak Gram (-) |i

108 | SEFPRK17 | **kicsi, tiikr6z6d6, kerek, sima, vilagoszold Kicsi, rovid palcak Gram(-) |n
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109 | SEFPRK18 | **kicsi, tiikr6z6d6, kerek, sima, vilagoskék révid, nagyon kicsi-kicsi palcak Gram (+)

110 | SEFSRK1 ’kozepe.s,, tukrozosio,’ attets%o, csipkézett, sima, kozépen sotétkék pont, kézepes-nagy palcak Gram ()
mashol vilagosabb és attetszo

111 | SEFSRK2 | **kicsi, tiikr6z6d6, kerek, sima, vilagos zoldes arnyalat kék kicsi, nagyon rovid palcak Gram (+)

112 | SEFSRK3 | kicsi, tiikr6z6d6, kerek, elfolyds, vilagos krémszinii kokkuszok vagy kokkoidok Gram (-)

113 | SEFSRK4 | nagy, tiikr6z6d6, ép sz€ld, elfolyods, vilagos krémszint kdzepes palcak Gram (-)

114 | SEESRKS ’ lfozepés, tiikr6z6do, kerek, elfolyos, kdzépen sotétkék, nagy karima nagyon kicsi, rovid, vékony palcak | Gram (+)
vilagoskék

115 | SEFLK1 **kozepes, opalos, szabalytalan alak, gumiszeri, kék, kdzépen sotétebb rovid-kozepes pélcak Gram (+)

116 | SEFSK1 **kicsi, tiikr6z0d6, kerek, sima, kdzépen z61d, szegély sététzold kdzepes kokkuszok Gram (+)

117 |SEFSK2 | **kicsi, tiikroz6d6, kerek, sima, sotét-sotétzold nagy kokkuszok tetradban, Gram (+)

diplokokkuszok
118 | SEFSK3 | **kicsi, tiikroz6d6, kerek, sima, szegély sotétzold, kizepe vilagoskek kbzepes kokkuszok, Gram (+)
’ ’ ’ ’ ’ diplokokkuszok

119 | SEFSK4 ’ k]lCSﬂl, tiikr6z6do, kerek, sima, szegély vilagoskék, kozepe sotét kézepes-nagy kokkuszok Gram (+)
stétzold

120 | SEFSKS _ 151051, tiikr6z6do, kerek, sima, szegély sotétzold, kdzepe nagyon kicsit kokkoid vagy kicsi, rovid palcak Gram (+)
vilagosabhb

121 | SEFSK6 **nagyon kicsi, tikr6z6d6, kerek, sima, s6tétzold kdzepes-nagy kokkuszok Gram (+)

122 | SEFSK7 **kicsi, tiikrdz6do, kerek, sima, sotétzold kodzepes diplokokkuszok Gram (+)

123 | SEFSK8 **kicsi, tiikrdz6do, kerek, sima, sotétzold kdzepes kokkuszok Gram (+)

124 | SEFSK9 _lflcs1, t,ukrozodo, kerek, sima, sotét-sotétzold szegély, kdzéprész kozepes kokkuszok Gram (+)
vilagoskék

125 | SEFSK10 | **nagyon kicsi, tiikr6z8d6, kerek, sima, s6tét-sotétzold kozepes diplokokkuszok Gram (-)
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**kicsi, tiikr6z6d6, kerek, sima, sotét-sotétzdld szegély, kdzéprész

126 | SEFSK11 s ; kodzepes kokkuszok Gram (+) |n
vilagoskék

127 | SEFSK12 **nagyon kicsi, tikroz6d6, kerek, sima, kékes-zold kodzepes-nagy kokkuszok Gram (+) |n

128 | SEFSK13 | **nagyon kicsi, tiikr6z6d6, kerek, sima, sotét-sotétzdld/kékes-zdld kdzepes kokkuszok Gram (+) |n

129 | SEFSH1 **Kicsi-nagyon kicsi, tiikr6z6do, kerek, méregzold, tapt. kisargul kozepes kokkuszok lanchan is Gram (+) |n

130 | SEESH2 ’ k’ozepe”s, tiikr6z6do, ép szEéli/kerek, sima, s6tétzold, szegély vilagosabb kokkoid vagy kicsi rovid palcak Gram (+) |n
és attetszobb

131 | SEFSH4 klozepes: tukro,zodf), ép sze.1., §zaba1yta1an alak, gumiszert, sotétkék Kézepes-hossza palcak Gram (+) |n
fehér szegéllyel és kbzépen sotét pontal

132 | SEFSH5 **kicsi, tiikroz6do, kerek, kozépen zold, karima sargaszold nagyon Kicsi-kicsi, rovid palcak Gram(+) |n

133 | SEFSH7 | **kzepes-kicsi, tikr5z6d6, kerek, kildskss, sima, sirgaszold Egﬂ{(g? d';'kcs' palcak vagy Gram (+) |n

134 | SEFPRH7 | **kozepes, tiikr6z0do, ép szEli, sima/elfolyos, vilagoskék kicsi, révid-kozepes péalcak Gram (-) |i

135 | SEFPRHS k_oz,epes, tikr6z6do, ép szEli, sima/elfolyos, vilagoskek, atlatszo nagyon Kicsi kokkoidok Gram() |i
kariméaval
**kozepes, tikkroz6do, ép szEli, sima/elfolyds, karima fehéres-zold, nagyon Kicsi kokkuszok, :

136 | SEFPRHS k6zépen vilagos/sargaszold diplokokkuszok vagy kokkoidok Gram(-) |n
**kicsi, tiikroz0d6/attetsz6, csipkézett, sima, kdzépen sotétkék pont, } § .y :

137 | SEFPRH10 miishol vildgosabb és 4ttetszébb kdzepes-nagy palcak Gram(-) |n

138 | SEFPRH1L | Ifozepgs kicsi, tiikr6z6do, kerek, gumiszerd, riicskds felszinti, nagyon révid-rovid palcak Gram () |i
vilagoskék

139 | SEFPRH12 | **kdzepes-kicsi, tikkroz6do, kerek, sima, z61d, szegélye vilagosabb nagyon kicsi, nagyon rovid palcdk | Gram (+)

140 | SEFPRH13 ’ Ifozepgs kicsi, tiikr6z0do, kerek, gumiszert, riicskds felszinti, eréssen Kicsi, nagyon rovid palcak Gram() |i
vildgoskék

141 | SEFLH1 **kozepes, opalos, kerek, gumiszerii, kék révid-kozepes palcak Gram (+) |n
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142 | SEFLH2 **kozepes, opalos, kerek, gumiszeril, kék rovid-kdzepes palcak Gram (+)

143 | SEFLH3 kozepes, opalos, kerek, gumiszeri, kék rovid-kdzepes palcak Gram (+)

144 | SEFLH4 *nagyon kicsi, tiikr6z6do, kerek, nagyon elfolyos, kdzépen kék, karima kézepes, vékony palcak Gram (-)
sargaszold

145 | SEFSRH1 | **kdzepes-kicsi, tiikroz6do, kerek, elfolyos, borddpiros-kék keveréke kdzepes kokkuszok Gram (+)

146 | SEFPRH1V | **kdzepes, opalos, kerek, gumiszer(, sotétkék, vilagoskék karimaval kicsi, rovid péalcak Gram (-)

147 | SEFPRH2V | **kozepes, opalos, kerek, gumiszert, sotétkék, vilagoskék karimaval Kicsi, rovid palcak Gram (-)
o i 1 el n g . . 1 s -

148 | HPBBIK1 kis;&}gu):on Kicsi-kicsi, tikr6z6do, kerek, sima, nagyon méregzoéld, taptalaj nagyon kicsi, vékony palcak Gram (+)
nagyon Kicsi-kicsi, tiikroz6d6, kerek, sima, fehér attetszés - vilagos nagyon Kicsi, rovid palcak/

149 | HPBBIKZ | 4 remszin kokkoidok Gram (+)

150 | HPBBIK3 | kicsi, tiikr6z6d6, kerek, sima, sargas-krémszinii nagyon Kicsi, vékony pélcak Gram (-)
** nagyon kicsi, tiikr6z6d6, kerek, sima, k6zépen s6tétzold pont, karima .. .

151 | HPBBIK4 vilagos kékes-zold (attetsz6), taptalaj kisargul nagyon kicsi, kokkoidok Gram (+)

152 | HPBBIHL _ ,kozeples, tul_(l'OZO(I}O, kqek, nagyon §lfolyos, vilagos-krémeskék, révid, nagyon kicsi palcék esetleg Gram (+)
vilagoskék karima, taptalaj enyhén kisargul kokkoidok is vanak

153 | HPBBIH? ’ kICSjVI koz.epes,’tukm.zosio’, épszélivkerek, sima, k6zépen sotétzold, nagyon kicsi, rovid palcak Gram ()
attetsz6 karima, taptalaj kisargul
** nagy, tiikr6z6do, épszEll, sima, kdzépen sotétzold vilagosabb zoldel

154 | HPBBIH4 | keverve (szemcsés), karima vilagoszéldes kékes beiitéssel, taptalaj kicsi kokkoidok Gram (-)
kisargul

155 | HPBBIHG lfozep,es, tu_krozodo, e_psz_elq, elfolyos, vilagos-fehéreskék (szemcsés révid, nagyon Kicsi palcak esetleg Gram (+)
ordas), taptalaj nagyon kicsit sargul kokkoidok is vanak

156 | HPBSKH1 | kicsi, tiikr6z6d6, kerek, sima, fehér, kidomborodik kicsit nagyon-nagyon kicsi, rovid palcak | Gram (+)

157 | HPBSKH2 | kicsi, tiikr6z6d6, kerek, sima, vilagos citromsarga nagyon kicsi, rovid palcak Gram (+)
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158 | EPBTIK1 leSI-koz,epes, tiikr6z6do, kerek, sima, krémes (fehéres) vilagos nagyon Kicsi, révid palcak Gram (+) |n n
narancssarga

159 | FPBTIK1a | . hagy, tikr6z0d, csipkézett, sima, sttétz5ld halviny (attetsz6) Kicsi, rovid palcak Gram (+) |n n
vilagoszoéld karimaval, taptalaj kisargul

160 | FPBTIK? * nagyon kicsi, tikkroz6d6, kerek, sima, méregzold, nagyon kicsit nagyon kicsi, rovid palcak Gram (+) |n 0
sérgul/nem

161 | FPBBIK1 hagyon I,GCSI’ Fuk.m.zoqo’,kerek’ sima, vildgoskék-krémes szirkes nagyon Kicsi, kokkoidok Gram (-) |i n
belitéssel, taptalaj kicsit kisargul

162 | FPBBIK2 ** kicsi, tiikr6z6do, kerek, sima, méregzold, taptalaj enyhén kisargul kicsi, rovid palcak Gram (+) |n n

163 | EPBBIK4 ’ nag){on kICISI klf)Sl, tu}(rozodo, kerelf, sn.na’l, méregzold, nagyon vékony rovid palcak Gram() |n n
attetsz6 szegély, taptalaj nagyon enyhén kisargul
o i Lincd gtk A4 o .

164 | FPBBIKS nagyon kI,CSI l’<1051, tiikr6zdo, kerek, kicsit elfolyos, vilagoskék nagyon kicsi, rovid palcak Gram () |i 0
(krémes, fehéreskék)

165 | FPBSKK1 | ** nagyon kicsi, tiikr6z6do, kerek, sima, sotétzold kicsi, rovid péalcak Gram(-) |n n

166 | FPBSKK2 | ** nagyon nagyon kicsi, tiikr6z6d6, kerek, sima, vilagoskék (halvanykék) | kicsi-kdzepes, kokkoidok Gram (-) |i n

167 | FPBSKK3 * nagyon nagyon kicsi, tiikr6z6do, kerek, sima, vilagoskék (halvanyabb nagyon Kicsi, roévid palcék és/vagy Gram (+) |i n
kék) kokkoidok

168 | EPBTIH1 ’ lfozepes, tu_krozodo, épszéli, riicskos, sotétbarna és sotétzold kozept, kézepes palcak Gram() |i n
sGtétbarna karima

169 | EPBBIH2 * nagy, tukro_zodo, ,epsze_lu,_el,folyos, sOtétzold szabalytalan pont, vilagos Kicsi, kokkoidok Gram() |i n
sargészold karima, taptalaj kisargul
** nagyon nagy, tiikkr6z6do, épszEli, elfolyos, sotétzold riicskds kozept, . o pz i

170 | FPBBIHS vastag krémeszold karima, z6ldeskrémszini vastag karima (elfolyosabb) nagyon kicsi, nagyon rovid palcak | Gram () | i :

Jeldlési kod roviditésének magyarazata: FPBSKK1 = FP-BSK-K-1; SHS1 = S-H-S-1; SKS1 = S-K-S-1

Jelblési kod magyarézata (balrdl jobbra haladva): SEF és FP — talajkultdrds, SE és HP — hidroponikus; PR — fégyokér, SR — mellékgyokér, S — szar, L — levél, BBI — termés

szivacsos allomany, BTI — termés hds, BSK — termés hus és héj; K — Karpia fajta paprika, H — Ho fajta paprika; SHS1- Ultetéshez hasznalt H6 fajta, SKS1 — (iltetéshez hasznalt

Karpia fajta paprikamag.
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M5. A Gram-pozitiv izolatumok fenotipusos tulajdonsagai alapjan késztilt fenogram
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Jelblési kod magyarézata (balrél jobbra haladva): SEF és FP — talajkultdrds, SE és HP — hidroponikus; PR — fogyokér, SR — mellékgyokér, S — szar, L — levél, BBI — termés

szivacsos allomany, BTI — termés hls, BSK — termés hus és héj; K — Karpia fajta paprika, H — H6 fajta paprika; SHS1- (ltetéshez hasznalt H6 fajta, SKS1 — lltetéshez hasznalt
Karpia fajta paprikamag.
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M6. A Gram-negativ izolatumok fenotipusos tulajdonsagai alapjan készilt fenogram
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Jeldlési kod magyaréazata (balr6l jobbra haladva): SEF és FP — talajkultiras, SE és HP — hidroponikus; PR — fégyokér, SR — mellékgyokér, S — szar, L — levél, BBl — termés

szivacsos allomany, BTI — termés hds, BSK — termés hus és héj; K — Karpia fajta paprika, H — H6 fajta paprika; SHS1- (ltetéshez hasznalt Ho fajta, SKS1 — Ultetéshez hasznalt
Karpia fajta paprikamag.
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M7. A Gram-pozitiv izolatumok RAPD-PCR mintézatainak dendrogramja (D8635)

accard (Tol 1. 0%-1.0%) (H=0.0% S-00%) [00%- 100.0%)
02635 D3E35

SEF-5-H-7
SE-L-H-2
SE-PR-K-24
HP-BSK-H-1
SEF-5-KQ
SK-5-31
SEF-5-K-:3
SEF-5-K4
SEF-5-K-1
S K532
FP-BTK-2
SEF-§-K7
S-H-5-1
SEF-S-H-1
SE-L-K-1
SE-SR-K-4K
HP-BB-K-1
HP-BBI-K-2
HP-BBFK-4
SEF-SR-K-5
SEF-S-H-2
SEF-5-K-12
SE-L-H-5
SE-SR-K-BK
SE-SR-K-7-K
SEF-5-K:2
SEF-PR-H-12
SEF-SR-H-1
SEF-L-K-1
SE-PR-K-7
HP-BSK-H-2
HP-BBI-H-1
HP-BBI-H-6
SE-SR-K-10
SE-PR-H-5/1
SE-PR-H-7
SEF-S-H-5
SE-L-K-5
SEF-SR-K-2
S K52
SEF-L-H-1
SE-L-K-3
SEF-PR-K-18
FP-BSK-K-3
SE-SR-K-3
SE-SR-K-5
SE-PR-H-8
SE-SR-K-2-K
SEF-5-K6
SE-SR-K-1-K
S K51
E FP-BTK 1A
‘ FP-BTIK-1
[3 3 = | SEF-5-H-4
} o8 5 FP-BBFK-2

Jel6lési kod magyarazata (balrél jobbra haladva): SEF és FP — talajkultiras, SE és HP — hidroponikus; PR — f6gyokér, SR —
mellékgydkér, S — szar, L — levél, BBI — termés szivacsos allomany, BTI — termés his, BSK — termés hus és héj; K — Karpia fajta
paprika, H — Ho fajta paprika; SHS1- tltetéshez hasznalt Ho fajta, SKS1 — Ultetéshez hasznélt Karpia fajta paprikamag.




M8. A Gram-negativ izolatumok RAPD-PCR mintazatainak dendrogramja (M13)

mis M3

i FP-BTHH-1
SEF-PR-HO
SESR-K-14
SESR-K-2
SE-PR-H21
SE-PR--11
SEF-SR-H-1
FP-BSk42
SE-PR-K-T
SEF-PR-K-1
SEF-PR-K-14
SEF-PR-I-16
SEF-SR-K3
SEL+
SESR--1
SESR-K0
SESR-KT
SEF-PR-I-3
SEF-PR-KS
SEF-PR-K5
SEF-PR-KS
SE-PR-K-10
SE-PR-F-15
SE-L-H-1
SE-PR-H22
SE-PR-HER
SE-PR-K
SE-PR-K-18
SE-PR-K-2
SE-PR-K-2D
SE-PR-K-23
SE-PR-K25
SE-PR-H-13
SE-PR-H-1T
SE-PR-H-1B
SESR-K-1T
SESR-K-15
SE-PR-H-15
SE-PR-HS
SEF-PR-F-12
SEF-PR-H-10
SE-PR-H-14
SEF-S-K-10
SESR-K-13
SE-PR-H
SEF-PR-K-13
SEF-PR-KT
SE-PR-H20
FP-BEH-1
FP-BBHKS
SE-PR-HS
SESR-KEK
SE-PR-F-15
SEF-PR-K2
SEF-PR-K-4
SE-PR-K-13
SE-PR-K=19
SES-K2
SEF-PR-HS
FP-BSK4-1
SE-PR-H-1
SE-PR-H-1 1
SE-PR-H2
SE-PR-H3
HP-BEHK=3
SEF-PR-F-1T
SEF-PR-KIS
SEF-PR-H-13
SEF-PR-H2_V
SEF-PR-HT
SEF-L-H-4
SE-PR-F-12
SE-PR-K-14
SE-PR-F-b
SE-PR-K0
SE-PR-K-29
FP-BEFH-2
FP-BBFH-3
SEF-SR-k-b
HP-BEHH2
HP-BEkH+
FP-BBKI-t

Jeldlési kod magyarédzata (balrdl jobbra haladva): SEF és FP — talajkultiras, SE és HP — hidroponikus; PR — f6gyokér, SR —
mellékgyokér, S —szar, L — levél, BBI — termés szivacsos allomany, BTI — termés his, BSK — termés hus és héj; K — Karpia fajta
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paprika, H — Ho fajta paprika; SHS1- (iltetéshez hasznalt Ho fajta, SKS1 — Ultetéshez hasznalt Kérpia fajta paprikamag
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M9. A munka soran keletkezett génszekvencia adatok

A munkéam soran keletkezett génszekvencia adatok egy része (lasd az al&bbi tablazatot) az NCBI
adatbéazisaban (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide) is elérheté a GBN alapjan, mig a masik

része a tablazat utan talalhaté meg, a feltlintetett térzskddok és az adott gén alapjan.

Tovabba a CD mellékletben megtaldlhatd az 6sszes génszekvencia adat egydtt, a térzskodok

alapjan, az alabbi fajInév alatt: Fustos Zoltan_PhD ertekezes_genszekvencia adatai_2016.docx

Torzs kod GBN (szekvencia azonositd szam)
16S rRNS gén | rpoB gén

SEFPRK8 | KU605699 KX958158
SESK?2 KU605698 KX958159
SEPRK15 | KU605704 KX958162
SEPRH1K [ KU605681 KX958163
SEPRK?29 | KU605700 KX958165
HPBBIK3 | KU605701 KX958166
SEPRH4 KU605743 KX958167
SEPRK®6 KU605705 KX958169
SEFPRK2 | KU605677 KX958170
SEFPRK15 | KU605741 KX958171
SEPRK?23 | KU605702 KX958173
SEPRK19 | KU605703 KX958174
SESRK14 KU605727 -
FPBSKK1 | KU605691 -
FPBTIK2 | KU605718 -
SESRK17 [ KU605694 -
SEPRH20 | KU605673 -
FPBBIK2 | KU605725 -
SEFPRK12 | KU605675 -
SEFPRK7 | KU605675 -
SEFPRH10 | KU605675 -
HPBBIH4 | KU605688 -
SESRK6K | KU605716 -
SEFSRK2 | KU605708 -
HPBSKH1 | KU605723 -

SELK5 KU605726 -
HPBBIK4 KU605720 -
FPBTIK1A | KU605765 -
SESRK2K | KU605717 -
SEFSRK4 | KU605679 -
SEFSRK1 | KU605696 -

SEFSH4 KU605721 -
FPBBIH3 | KU605692 -
FPBBIH2 | KU605690 -

SEFLH4 KU605684 -
SEPRH21 | KU605687 -
SEFSK10 KU605695 -

SEFSK?2 KU605729 -

SKS1 KU605728 -
SEFSK12 KU605709 -

SELK3 KU605724 -
SESRK16 | KU605678 -
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

SEPRH9 KU605682
SEFLK1 KU605719
SESRKS8 KU605763
SKS2 KU605707
SEFLH1 KU605706
SELK1 KU605710
SEPRH5/1 | KU605769
FPBTIH1 KU605683
SEFSH2 KU605713
SEFSRH1 | KU605715
SEFPRK4 | KU605731
SEFPRK16 | KU605674
SESRK10 KU605714
SEFSH7 KU605711
HPBSKH2 | KU605730
FPBBIK6 KU605689
SESRK5K | KU605685
SESRK1 KU605697
SEFSRK3 | KU605693
SEFSRK5 | KU605712
SEFPRH12 | KU605722
SEPRK11 | KU605686
SEPRK9 KU605680

>SELH1 16S rRNS gén

TGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGG
GAGCCTTGAGCTCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCG
CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCTAGAGATAGATTGGTGCCTT
CGGGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTA
CCAGCACGTAATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGC
TACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAAC
TCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGG
AGTGGGTTGCACCAGAAGTAG

>SELH1 rpoB gén

TATGCGCGCACCAACCAGTATGGCTTCCTCGAGAGCCCGTACCGTGTGGTGAAAGACGCTCTGGTCACCGACGAGATCGTGTTCCTGTCCGCCATCG
AAGAAGCTGATCACGTGATCGCTCAGGCTTCGGCCACGATGAACGACAAGAAAGTCCTGATCGACGAGCTGGTAGCTGTTCGTCACCTGAACGAGTT
CACCGTCAAGGCGCCGGAAGACGTCACCTTGATGGACGTATCGCCGAAGCAGGTAGTTTCGGTCGCAGCGTCGCTGATCCCGTTCCTGGAACACGAT
GACGCCAACCGTGCGTTGATGGGTTCCAACATGCAGCGTCAAGCTGTACCGACCCTGCGTGCTGACAAGCCGCTGGTAGGTACCGGCATGGAGCGTA
ACGTAGCCCGTGACTCCGGCGTTTGCGTCGTGGCTCGTCGTGGCGGCGTGATCGATTCCGTCGATGCCAGCCGTATCGTGGTTCGTGTTGCTGATGA
TGAAGTTGAAACGGGTGAAGCCGGTGTCGACATCTACAACCTGACCAAATACACCCGCTCGAACCAGAACACCTGCATCAACCAGCGTCCGCTGGTG
CGTAAGGGTGATCGCGTTCAGCGTAGCGACATCATGGCTGACGGTCCGTCCACCGATATGGGTGAATTGGCTCTGGGTCAGAACATGCGCATCGCGT
TCATGGCATGGAACGGCTTCAACTTCGAAGACTCCATCTGCCTGTCCGAGCGTGTGGTTCAAGAAGATCGCTTCACCACGATCCACATTCAGGAGCT
GACCTGTGTGGCACGTGACACCAAGCTTGGGCCAGAGG

>SEPRK16 16S rRNS gén

TTTAAGTTGGGAGGAAGGGCCATTACCTAATACGTGATGGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
TACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAA
CTGCATTCAAAACTGACTGACTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCG
AAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCA
ACTAGCCGTTGGGAGCCTTGAGCTCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATT
GACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCTAGAGATA
GATTGGTGCCTTCGGGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCT
TGTCCTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCT
TACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATC
GCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCG
TCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTAA

>SEPRK16_ rpoB gén

GACTCACTACGGTCGTGTATGCCCGATTGAAACGCCGGAAGGTCCGAACATCGGTCTGATCAACTCCCTGGCCGCCTATGCGCGCACCAACCAGTAT
GGCTTCCTCGAGAGCCCGTACCGTGTGGTGAAAGACGCTCTGGTCACCGACGAGATCGTGTTCCTGTCCGCCATCGAAGAAGCTGATCACGTGATCG
CTCAGGCTTCGGCCACGATGAACGACAAGAAAGTCCTGATCGACGAGCTGGTAGCTGTTCGTCACCTGAACGAGTTCACCGTCAAGGCGCCGGAAGA
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CGTCACCTTGATGGACGTATCGCCGAAGCAGGTAGTTTCGGTCGCAGCGTCGCTGATCCCGTTCCTGGAACACGATGACGCCAACCGTGCGTTGATG
GGTTCCAACATGCAGCGTCAAGCTGTACCGACCCTGCGTGCTGACAAGCCGCTGGTAGGTACCGGCATGGAGCGTAACGTAGCCCGTGACTCCGGCG
TTTGCGTCGTGGCTCGTCGTGGCGGCGTGATCGATTCCGTCGATGCCAGCCGTATCGTGGTTCGTGTTGCTGATGATGAAGTTGAAACGGGTGAAGC
CGGTGTCGACATCTACAACCTGACCAAATACACCCGCTCGAACCAGAACACCTGCATCAACCAGCGTCCGCTGGTGCGTAAGGGTGATCGCGTTCAG
CGTAGCGACATCATGGCTGACGGTCCGTCCACCGATATGGGTGAATTGGCTCTGGGTCAGAACATGCGCATCGCGTTCATGGCATGGAACGGCTTCA
ACTTCGAAGACTCCATCTGCCTGTCCGAGCGTGTGGTTCAAGAAGATCGCTTCACCACGATCCACATTCAGGAGCTGACCTGTGTGGCACGTGACAC
CAAGCTTGGGCCAGA

>SEPRH2_ 16S rRNS gén

GACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGGA
GCCTTGAGCTCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCA
CAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCG
GGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACC
AGCACGTAATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTA
CACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCACAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTC
GACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAG
TGGGTTGCACCAGAAGTAGC

>SEPRH2 rpoB gén

AGTACGGCTTCCTCGAGAGCCCGTACCGTGTGGTGAAAGACGCCCTGGTTACCGACGAGATCGTGTTCCTGTCCGCCATCGAAGAAGCTGATCACGT
GATCGCTCAGGCTTCGGCCACGATGAACGACAAGAAAGTCCTGATCGACGAGCTGGTAGCTGTTCGTCACCTGAACGAGTTCACCGTCAAGGCGCCG
GAAGACGTCACCCTGATGGACGTATCACCGAAGCAGGTAGTTTCGGTTGCAGCGTCGCTGATCCCGTTCCTCGAGCACGATGACGCCAACCGTGCGT
TGATGGGTTCGAACATGCAGCGTCAAGCTGTACCCACCCTGCGTGCTGACAAGCCGCTGGTCGGTACCGGCATGGAGCGTAACGTAGCTCGTGACTC
CGGCGTTTGCGTCGTGGCTCGTCGTGGCGGCGTTATCGATTCCGTCGACGCCAGCCGTATCGTGGTTCGTGTTGCTGATGACGAAGTTGAAACCGGC
GAAGCTGGTGTCGACATCTACAACCTGACCAAGTACACCCGCTCCAACCAGAACACCTGCATCAACCAGCGTCCGCTGGTGCGTAAAGGTGATCGGG
TTCAGCGTAGCGATATCATGGCCGACGGCCCGTCCACCGACATGGGTGAACTGGCGCTGGGTCAGAACATGCGCATCGCCTTCATGGCATGGAACGG
CTTCAACTTCGAAGACTCCATCTGCCTGTCGGAACGTGTAGTTCAGGAAGATCGCTTCACCACGATCCACATCCAGGAACTGACCTGTGTGGCACGT
GACACCAAGCTT

>SEPRH1 16S rRNS gén

GCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAG
TTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACG
CGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAG
CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGG
TGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCA
AGCCGCGAGGTGGAGCTAATCTCACAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGC

>SEPRH1 rpoB gén

GTACGCTCGCACTAACCAGTATGGCTTCCTGGAAAGCCCGTACCGTGTAGTGAAAGAGGGTATTGTCACCGACGATATCGTGTTCCTGTCGGCGATC
GAAGAAGCTGATCACGTCATCGCTCAGGCTTCGGCCACGATGGACGAGAAGAAGCACCTGATCGACGAACTAGTGGCCGTTCGTCACCTGAACGAAT
TCACTGTCAAGGCCCCAGAAGACGTCACCTTGATGGACGTTTCGCCGAAGCAGGTAGTTTCGGTTGCAGCGTCGCTGATTCCGTTCCTCGAGCACGA
CGACGCCAACCGTGCGTTGATGGGTTCGAACATGCAGCGTCAGGCTGTACCAACACTGCGTGCCGACAAGCCGCTGGTCGGTACCGGTATGGAGCGC
AACGTTGCGCGTGACTCCGGCGTTTGCGTCGTGGCTCGTCGTGGTGGCGTGATCGACTCCGTCGATGCCAGCCGTATCGTTGTTCGCGTTGCCGATG
ACGAAGTTGAAACTGGCGAAGCCGGTGTCGACATCTACAACCTGACCAAATACACCCGTTCGAACCAGAACACCTGCATCAACCAGCGTCCGCTGGT
GAGCAAAGGTGATGTGGTTCAGCGTAGT

>SEPRH18 16S rRNS gén

TGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGG
GAGCCTTGAGCTCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCG
CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTT
CGGGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTA
CCAGCACGTAATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGC
TACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAAC
TCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGG
AGTGGGTTGCACCAGAAGTAG

>SEPRH18 rpoB gén

TCCTGATCGACGAACTGGTTGCCGTACGTCACCTGAACGAATTCACCGTCAAGGCGCCGGAAGACGTCACGCTGATGGACGTTTCGCCGAAGCAGGT
TGTGTCGGTTGCAGCGTCGCNGATTCCGTTCCTCGAGCACGACGACGCCAACCGTGCGTTGATGGGTTCGAACATGCAGCGTCAGGCTGTACCGACT
CTGCGCGCTGACAAGCCGCTGGTAGGTACCGGCATGGAGCGTAACGTAGCCCGTGACTCCGGCGTTTGCGTCGTGGCTCGTCGTGGTGGCGTGATCG
ATTCCGTCGATGCCAGCCGTATCGTGGTTCGTGTTGCCGATGACGAAGTTGAAACCGGTGAAGCCGGTGTCGACATCTACAACCTGACCAAATACAC
CCGCTCGAACCAGAACACTTGCATCAATCAGCGTCCGCTGGTGCGTAAAGGTGATCGCGTTCAGCGTAGCGACATCATGGCCGACGGCCCGTCCACC
GACATGGGTGAACTGGCACTGGGTCAGAACATGCGCATCGCGTTCATGGCATGGAACGGCTTCAACTTCGAAGACTCCATCTGCCTGTCCGAGCGTG
TGGTTCAGGAAGACCGTTTCACCACGATCCACATTCAGGAACTGACCTGTGTGGCCCGTGACACCAAGCTTGGCCCAGAGGAAAT

>SESRK2_16S rRNS gén

GTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACC
CTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGGGGTTTCAATACCCTCAGTGCCGCAGCTAACGCAATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTA
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CGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGT
CTTGACATCCCGCTGACCGCTCTGGAGACAGAGCTTCCCTTCGGGGCAGCGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTTCTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGTCGACAAGACGGAGGAAGGCG
GGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTTGGTACAACGGGATGCTACCTCGCGAGAGGACGCCAAT
CTCTTAAAACCAATCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATAC
GTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGGGAGTTTGCAACACCCGAAGTCGGTGA

>SESRK13 16S rRNS gén

TGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGGGGTT
TCAATACCCTCAGTGCCGCAGCTAACGCAATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACA
AGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGCTGACCGCTCTGGAGACAGAGCTTCCCTTCGGG
GCAGCGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTTCTAGTTGCCAG
CATTCAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGTCGACAAGACGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACA
CGTGCTACAATGGTTGGTACAACGGGATGCTACCTCGCGAGAGGACGCCAATCTCTTAAAACCAATCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCT
ACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGGGAGTTTG
CAACACCCGAAGTCG

>SEPRK13 16S rRNS gén

CTGTGTAGCTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGCGGTATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTC
TGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGG
GGGTTTCAATACCCTCAGTGCCGCAGCTAACGCAATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGCTGACCGCTCTGGAGACAGAGCTTCCCT
TCGGGGCAGCGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTTCTAGTT
GCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGTCGACAAGACGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCT
ACACACGTGCTACAATGGTTGGTACAACGGGATGCTACCTCGCGAGAGGACGCCAATCTCTTAAAACCAATCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACT
CGCCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGGGA
GTTTGCAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCGCAA

>FPBBIK4 16S rRNS gén

TGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGATCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGA
GCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCGCTAGATGTAGGGACCTTTCCACGGTTTCTGTGTCGTAGCTAACGCATTA
AGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAA
CGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAACGGCCAGAGATGGTCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG
CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCGGGTTATGCCGGGGACTCATAGGAGACTGCCGG
GGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCGA
TACCGTAAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGAGGTCTGCAACTCGACCTCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGAT
CAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAGTCATGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCTAACCCTT

>SEPRK12_ 16S rRNS gén

GAACGCTGGCGGCATGCCTTACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGGTCTTCGGACGCTGACGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACGTGC
CCAGTCGTGGGGGATAACTACTCGAAAGAGTAGCTAATACCGCATACGATCTGAGGATGAAAGCGGGGGACCTTCGGGCCTCGCGCGATTGGAGCGG
CCGATGGCAGATTAGGTAGTTGGTGGGATAAAAGCTTACCAAGCCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACA
CGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGCAGGATGAAGGCCTTCGGGT
TGTAAACTGCTTTTGTACGGAACGAAAAAGCTCCTTCTAATACAGGGGGCCCATGACGGTACCGTAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTATGTAAGACAGATGTGAAATCCCCGGGCTC
AACCTGGGAACTGCATTTGTGACTGCATGGCTAGAGTACGGTAGAGGGGGATGGAATTCCGCGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATGCGGAGGAAC
ACCGATGGCGAAGGCAATCCCCTGGACCTGTACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTA
AACGATGTCAACTGGTTGTTGGGAATTAGTTTTCTCAGTAACGAAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTC
AAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCCACCTTTGACATGGCAGGAAGTTT
CCAGAGATGGATTCGTGCTCGAAAGAGAACCTGCACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACG
AGCGCAACCCTTGTCATTAGTTGCTACATTCAGTTGAGCACTCTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC
ATGGCCCTTATAGGTGGGGCTACACACGTCATACAATGGCTGGTACAGAGGGTTGCCAACCCGCGAGGGGGAGCTAATCCCATAAAACCAGTCGTAG
TCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATAC

>SESRK7K_16S rRNS gén

CAGACTAGAGTGCAGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGG
CTGTTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGGGAC
ATTCCACGTTTTCCGCGCCGTAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCA
CAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACCGGATCGTTCCAGAGATGGTTCTTCCCCTTT
GGGGTCGGTATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCCATGTTGCC
AGCACGTGATGGTGGGGACTCATGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTT
CACGCATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGTTGCGATACTGTGAGGTGGAGCTAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGAGGTCTGCAACTC
GACCTCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAGTCACGAAA
GTCGGTAACACCCGAAGCCGG

>FPBTIK1 16S rRNS gén

TGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGATCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGGGTGGGGAGCAAACAGGCT
TAGATACCCTGGTAGTCCACCCCGTAAACGTTGGGAACTAGTTGTGGGGACCATTCCACGGTTTCCGTGACGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCC
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TGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACC
TTACCAAGGCTTGACATATACGAGAACGGGCCAGAAATGGTCAACTCTTTGGACACTCGTAAACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCATGGGATACTGCCGGGGTCAACTCG
GAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCAATACCGTGAGG
TGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCCCAGTTCGGATTGAGGTCTGCAACTCGACCTCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCT
GCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCAAGTCATGAAAGTCGGTAACACCTGAAGCCGGTGGCCCAA

>SESRK1K 16S rRNS gén

TAGAGTGCAGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCTGTA
ACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGGACCATTCC
ACGGTTTCCGCGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC
GGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGTTCTCGATCGCCGTAGAGATACGGTTTCCCCTTTGGGGC
GGGTTCACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCCATGTTGCCAGCAC
GTAATGGTGGGGACTCATGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGAGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGC
ATGCTACAATGGCCGGTACAATGGGTTGCGATACTGTGAGGTGGAGCTAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCC
CATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAGTCACGAAAGTTGG
TAAC

>SESRK4K 16S rRNS gén

TAGAGTGCAGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCTGTA
ACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGGACCATTCC
ACGGTTTCCGCGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC
GGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGTTCTCGATCGCCGTAGAGATACGGTTTCCCCTTTGGGGC
GGGTTCACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCCATGTTGCCAGCAC
GTAATGGTGGGGACTCATGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGAGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGC
ATGCTACAATGGCCGGTACAATGGGTTGCGATACTGTGAGGTGGAGCTAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCC
CATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAGTCACGAAAG

>SEFSK6_16S rRNS gén

GAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGGACCATTCCACGGTTTCCGCGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTG
GGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTT
ACCAAGGCTTGACATGTTCTCGATCGCCGTAGAGATACGGTTTCCCCTTTGGGGCGGGTTCACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG
AGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCCATGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGGACTCATGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGG
AGGAAGGTGAGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAATGGGTTGCGATACTGTGAGGT
GGAGCTAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTG
CGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG

>FPBSKK2_16S rRNS gén

GATACTGGGTATCTTGAGTATGGAAGAGGTAAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGC
TTACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCG
TCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCTCTTGACATTCGGGGTTTGGGCAGTGGAGACATTGTCCT
TCAGTTAGGCTGGCCCCAGAACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGLCCC
TTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGG
CTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGACAGCGATGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCT
GCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACC
ATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGTAGTGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGCT

>FPBSKK3 16S rRNS gén

CCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGG
GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAA
ACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAAC
GCGCAGAACCTTACCAGCTCTTGACATTCGGGGTTTGGGCAGTGGAGACATTGTCCTTCAGTTAGGCTGGCCCCAGAACAGGTGCTGCATGGCTGTC
GTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGC
CGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCA
GCGAGACAGCGATGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCA
GATCAGCATGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGTAGTGCGCTAACCGCA
AGGAGGCAGCT

>SELH5_16S rRNS gén

GATACTGGGTATCTTGAGTATGGAAGAGGTAAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGC
TTACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCG
TCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCTCTTGACATTCGGGGTTTGGGCAGTGGAGACATTGTCCT
TCAGTTAGGCTGGCCCCAGAACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCC
TTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGG
CTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGACAGCGATGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCT
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GCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACC
ATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGTAGTGCGCTA

>SEFPRK18 16S rRNS gén

GATACTGGGTATCTTGAGTATGGAAGAGGTAAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGL
TTACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCG
TCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCTCTTGACATTCGGGGTTTGGGCAGTGGAGACATTGTCCT
TCAGTTAGGCTGGCCCCAGAACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGLCCC
TTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGG
CTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGACAGCGATGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCT
GCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACC
ATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGTAGTGCGCTAACCGCA

>SKS3/2_16S rRNS gén

CTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGT
AACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTC
CGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGC
GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTTTGACCGCTCTAGAGATAGAGTCTTCCCCTTCGGGGG
ACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAGTTGCCATC
ATTAAGTTGGGCACTCTAAGTTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACAC
GTGCTACAATGGACAATACAAAGGGCAGCTAAACCGCGAGGTCAAGCAAATCCCATAAAGTTGTTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTA
CATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGT
AACACCCGAAGCCGGTGGAGTAACCATTTA

>SEFSK7 16S rRNS gén

GAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAAC
TGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGC
CCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGT
GGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTTTGACCGCTCTAGAGATAGAGTCTTCCCCTTCGGGGGACA
AAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAGTTGCCATCATT
AAGTTGGGCACTCTAAGTTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTG
CTACAATGGACAATACAAAGGGCAGCTAAACCGCGAGGTCAAGCAAATCCCATAAAGTTGTTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACAT
GAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAAC
ACCCGAAGCCGG

>SEPRH6_16S rRNS gén

GGAGGAACATCCATGGCGAAGGCAGCTACCTGGACCAACACTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC
ACGCCCTAAACGATGCGAACTGGATGTTGGGTGCAATTTGGCACGCAGTATCGAAGCTAACGCGTTAAGTTCGCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAG
ACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATGT
CGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC
CCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCTAAGGAGACCGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGAC
GTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTACTACAATGGTAGGGACAGAGGGCTGCAAACCCGCGAGGGCAAGCCAATCCCAGAAA
CCCTATCTCAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCG
GGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTTGTTGCACCAGAAGCAGGT

>SEPRH11 16S rRNS gén

CAGCTACCTGGACCAACACTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGCGAACTG
GATGTTGGGTGCAATTTGGCACGCAGTATCGAAGCTAACGCGTTAAGTTCGCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATGTCGAGAACTTTCCAGAGATGGAT
TGGTGCCTTCGGGAACTCGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGT
CCTTAGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCTAAGGAGACCGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTAC
GACCAGGGCTACACACGTACTACAATGGTAGGGACAGAGGGCTGCAAACCCGCGAGGGCAAGCCAATCCCAGAAACCCTATCTCAGTCCGGATTGGA
GTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTC
ACACCATGGGAGTTTGTTGCACCAGAAGCAG

>SESRK5_16S rRNS gén

CAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAG
CACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACG
CGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTC
AGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGG
TGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCTGCAA
ACCTGCGAAGGTAAGCGAATCCCATAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGAT
CAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGC

>SESRK3_16S rRNS gén

CTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCAAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGT
AACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTC
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CGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC
GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCCTTCGGGGG
ACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGC
ATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACAC
GTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCTGCAAACCTGCGAAGGTAAGCGAATCCCATAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTG
CATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGT
AACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACC

>SEPRH8 16S rRNS gén

GAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCAAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAAC
TGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGC
CCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCCTTCGGGGGACA
GAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATT
CAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTG
CTACAATGGATGGTACAAAGGGCTGCAAACCTGCGAAGGTAAGCGAATCCCATAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCAT
GAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAAC
ACCCGAAGTCGGTGAGGTAA

>SEPRK24 16S rRNS gén

GAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTCTGTAAC
TGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGC
CCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACTCTAGAGATAGAGCGTTCCCCTTCGGGGGACA
GAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATT
TAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTG
CTACAATGGATGGTACAAAGGGCTGCAAGACCGCGAGGTCAAGCCAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACAT
GAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAAC
ACCCGAAGTCGGTGGAGTAACCGTAAGGAGCTA

>SEPRK7 165 rRNS gén

AACTTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTCT
GTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTT
TCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAA
GCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACTCTAGAGATAGAGCGTTCCCCTTCGGG
GGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCA
GCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACAC
ACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCTGCAAGACCGCGAGGTCAAGCCAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCC
TACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTT
GTAACACCCGAAGTCGGTGGAGTAACCGTAAGG

>SEPRK27 16S rRNS gén

AAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGG
GGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTA
CCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACTCTAGAGATAGAGCGTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGT
GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGA
GGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCTGCAAGACCGCGAGGTC
AAGCCAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCG
GTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCG

>SEFSH5_16S rRNS gén

TGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCGGTAGGGGAGATTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGA
AGGCAGATCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGGGTGGGGAGCAAACAGGCTTAGATACCCTGGTAGTCCACCCCGTAAACGTTGGGAA
CTAGTTGTGGGGACCATTCCACGGTTTCCGTGACGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAAT
TGACGGGGACCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCAGAACGGGCCAGAAA
TGGTCAACTCTTTGGACACTGGTGAACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCT
CGTTCTATGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCATGGGATACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCT
TATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCAATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCCCAGTTCGGATT
GAGGTCTGCAACTCGACCTCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCC
GTCAAGTCATGAAAGTCGGTAACACCTGAAGCCGGT

>SEFPRH9 16S rRNS gén

TGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGATCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGGGTGGGGAGCAAACAGGCTTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACCCCGTAAACGTTGGGAACTAGTTGTGGGGTCCATTCCACGGATTCCGTGACGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGG
AGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACC
AAGGCTTGACATATACGAGAACGGGCCAGAAATGGTCAACTCTTTGGACACTCGTAAACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGAT
GTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCATGGGATACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGA

156



AGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCAATACCGCGAGGTGGAG
CGAATCCCAAAAAGCCGGTCCCAGTTCGGATTGAGGTCTGCAACTCGACCTCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGT
GAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCAAGTCATGAAAGTCGGTAACACCTGAAGCCG

>SELH2_16S rRNS gén

CAGACTAGAGTGCGGTAGGGGAGATTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGATCTCTGGG
CCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGGGTGGGGAGCAAACAGGCTTAGATACCCTGGTAGTCCACCCCGTAAACGTTGGGAACTAGTTGTGGGGTCC
ATTCCACGGATTCCGTGACGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCA
CAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATATACGAGAACGGGCCAGAAATGGTCAACTCTTTGG
ACACTCGTAAACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCA
GCACGTAATGGTGGGAACTCATGGGATACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTC
ACGCATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGCTGCAATACCGCGAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCCCAGTTCGGATTGAGGTCTGCAACTCG
ACCTCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCAAGTCATGAAAG
TCGGTAACACCTGAAGCCGGTGGCC

>SEFPRH13_16S rRNS gén

AGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAC
GATGAATGTTAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAA
GGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCTCTTGACATTCGGGGTATGGGCAT
TGGAGACGATGTCCTTCAGTTAGGCTGGCCCCAGAACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA
GCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCT
CATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGACAGCGATGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAG
TTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACAC
ACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGTAGTGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGCT

>SEFPRH8 16S rRNS gén

GATACTGGGTATCTTGAGTATGGAAGAGGTAAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGC
TTACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCG
TCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCTCTTGACATTCGGGGTATGGGCATTGGAGACGATGTCCT
TCAGTTAGGCTGGCCCCAGAACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCC
TTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGG
CTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGACAGCGATGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCT
GCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACC
ATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGTAGTGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGC

>HPBBIH6 16S rRNS gén

CCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGG
GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAA
ACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAAC
GCGCAGAACCTTACCAGCTCTTGACATTCGGGGTATGGGCATTGGAGACGATGTCCTTCAGTTAGGCTGGCCCCAGAACAGGTGCTGCATGGCTGTC
GTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGC
CGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCA
GCGAGACAGCGATGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCA
GATCAGCATGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGTAGTGCGCTAACCGCA
AGGAGGCAGC

A palantdkbdl Gjraizolalt 16S rRNS génszekvencia adatok:

>PSEGY11l 16S rRNS gén

TTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGTTGTAGATTAATACTCTGCAATTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCC
CGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGG
AAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA
CGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGGTACCTTGAGTACTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGT
TAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTG
AGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
GTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGT
CAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAAC
CGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGAATCAGAATGTCACGGTGAATACGTTCCCGGGC
CTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCTCCAGAAGTAGCTAGTCT

>CHRL12 16S rRNS gén

GGACCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGAGGAATATTGGACAATGGGTTAGCGCCTGATCCAGCCATCCCGCGTGAAGGACGACGGCCCTATGGGT
TGTAAACTTCTTTTGTACAGGGATAAACCTTTCCACGTGTGGGAAGCTGAAGGTACTGTACGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGGTCCGTAGGCGGATGCGTAAGTCAGTGGTGAAATCTCACAGCTCAACTGT
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GAAACTGCCATTGATACTGCGTGTCTTGAGTGAGGTTGAAGTAGCTGGAATAAGTAGTGTAGCGGTGAAATGCATAGATATTACTTAGAACACCAAT
TGCGAAGGCAGGTTACTAAGTCTCAACTGACGCTGATGGACGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGAT
GCTAACTCGTTTTTGGGCTTTCGGGTTCAGAGACTAAGCGAAAGTGATAAGTTAGCCACCTGGGGAGTACGAACGCAAGTTTGAAACTCAAAGGAAT
TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGATTATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGGAACCTTACCAAGGCTTAAATGGGAATTGATCGGTTTAGAAA
TAGACCTTCCTTCGGGCAATTTTCAAGGTGCTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTAGGTTAAGTCCTGCAACGAGCGCAACCCCTG
TCACTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGGACTCTAGTGAGACTGCCTACGCAAGTAGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCACGGCCCTTACG
CCTTGGGCCACACACGTAATACAATGGCCGGTACAGAGGGCAGCTACACAGCGATGTGATGCAAATCTCGAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGAGT
CTGCAACTCGACTCTATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGCATCAGCCATGGCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAA
GCCATGGAAGTCTGGGGTACCTGAAGTCGGTGACCGT

>Cgy_16S rRNS gén

GTGAGGTTGAAGTAGCTGGAATAAGTAGTGTAGCGGTGAAATGCATAGATATTACTTAGAACACCAATTGCGAAGGCAGGTTACTAAGTCTCAACTG
ACGCTGATGGACGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGCTAACTCGTTTTTGGGCTTTCGGGTTCA
GAGACTAAGCGAAAGTGATAAGTTAGCCACCTGGGGAGTACGAACGCAAGTTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGATTA
TGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGGAACCTTACCAAGGCTTAAATGGGAATTGATCGGTTTAGAAATAGACCTTCCTTCGGGCAATTTTCAAGGT
GCTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTAGGTTAAGTCCTGCAACGAGCGCAACCCCTGTCACTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGGAC
TCTAGTGAGACTGCCTACGCAAGTAGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCACGGCCCTTACGCCTTGGGCCACACACGTAATACAATGGCC
GGTACAGAGGGCAGCTACACAGCGATGTGATGCAAATCTCGAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCTATGAAGCTGGAATC
GCTAGTAATCGCGCATCAGCCATGGCGCGGTGAATAC

>Csl_16S rRNS gén

TGAGGTTGAAGTAGCTGGAATAAGTAGTGTAGCGGTGAAATGCATAGATATTACTTAGAACACCAATTGCGAAGGCAGGTTACTAAGTCTCAACTGA
CGCTGATGGACGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGCTAACTCGTTTTTGGGCTTTCGGGTTCAG
AGACTAAGCGAAAGTGATAAGTTAGCCACCTGGGGAGTACGAACGCAAGTTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGATTAT
GTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGGAACCTTACCAAGGCTTAAATGGGAATTGATCGGTTTAGAAATAGACCTTCCTTCGGGCAATTTTCAAGGTG
CTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTAGGTTAAGTCCTGCAACGAGCGCAACCCCTGTCACTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGGACT
CTAGTGAGACTGCCTACGCAAGTAGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCACGGCCCTTACGCCTTGGGCCACACACGTAATACAATGGCCG
GTACAGAGGGCAGCTACACAGCGATGTGATGCAAATCTCGAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCTATGAAGCTGGAATCG
CTAGTAATCGCGCATCAGCCATGGCGCGGTGAATACG

>Pgy 16S rRNS gén

AGCTCGTGTYGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCC
GGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGC
CAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGA
ATCAGAATGTCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCTCCAGAAGTAGCTAGTCTA

>Psl 16S rRNS gén

AGCTCGTGTYGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCC
GGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGC
CAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGA
ATCAGAATGTCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGA

>Lsl 16S rRNS gén

TCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTCCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGC
CAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAG
CGAACTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTA
GATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACC

>NSsl 16S rRNS gén

TCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTCAGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGC
CAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAG
CAATCTCGCGAGAGCATGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTG
AAT

>LMsl 16S rRNS gén

TCAGCTCGTGTTGTGAGGTGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTGTTTAGTTGCCATCGTTGAGTTTGGAACCCTGAACAGACTGCC
GGTGATAAGCCGGAGGAAGGTGAGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGCCCTGGGCGACACACGTGCTACAATGGCCGGGACAAAGGGTCGC
GATCCCGCGAGGGTGAGCTAACCCCAAAAACCCGTCCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCCG
GTCAGCCATACGGCGGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACTATGGGAGCTGGCCATGCCCGAAGTCGTTACCTTAACCGCA
AGGAGGGGG

>ECsl_16S rRNS gén

TCAGCTCGTGTTGTGAGGTGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTGTTTAGTTGCCATCGTTGAGTTTGGAACCCTGAACAGACTGCC
GGTGATAAGCCGGAGGAAGGTGAGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGCCCTGGGCGACACACGTGCTACAATGGCCGGGACAAAGGGTCGC
GATCCCGCGAGGGTGAGCTAACCCCAAAAACCCGTCCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCCG
GTCAGCCATACGGCGGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACTATGGGAGCTGGCCATGCCCGAAGTCGTTACCTTAACCGCA
AGGAGGGGG
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>Sgy_16S rRNS gén

TCAGCTCGTGTTGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCATTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAATGAGACTGCCGGTGA
CAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTACATACAGAGGGCCGCCAACC
CGCGAGGGGGAGCTAATCCCAGAAAGTGTATCGTAGTCCGGATCGTAGTCTGCAACTCGACTACGTGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAG
CATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGCGGGTTTTACCAGAAGTAGGTAGCTTAACCGCAAGGAGG
GCGCT

>Ssl 16S rRNS gén

TCAGCTCGTGTTGTGAGGTGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTGTTTAGTTGCCATCGTTGAGTTTGGAACCCTGAACAGACTGCC
GGTGATAAGCCGGAGGAAGGTGAGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGCCCTGGGCGACACACGTGCTACAATGGCCGGGACAAAGGGTCGC
GATCCCGCGAGGGTGAGCTAACCCCAAAAACCCGTCCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCCG
GTCAGCCATACGGCGGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACTATGGGAGCTGGCCATGCCCGAAGTCGTTACCTTAACCGCA
AGGAGGGGG
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KOSZONETNYILVANITAS

Eziton is héalas koszonetemet szeretném kifejezni témavezetémnek Dr. Beldk Agnesnek

szakmai iranymutatasaért és tamogatasaért.

Oszintén koszonom a Mikrobioldgiai és Biotechnoldgiai Tanszék valamennyi dolgozéjanak,
hogy mindig tamogattak és segitokészek voltak, de kiilonosképpen Bayer Gizellanak és
Szabovitsné Tessényi Katalinnak.

K6szonom a Bécsi Egyetem, Mikrobioldgia és Okoszisztéma Tudomanyok Tanszék vezetdjének,
Prof. Dr. Wagner Michael-nak, hogy PhD tanulméanyaim alatt részt vehettem az ott folyo
kutatasi feladatokban, elsajatithattam a FISH-CLSM technikat és a sajat kisérleteim egy részét is
elvégezhettem. Kdszondm tovabba az Osztaly minden tagjanak, de kiléndsen Dr. Schmid
Markus-nak, Dr. Szab6 Gittdnak és Dr. Palatinszky Martonnak, hogy befogadtak és
mindenben segitettek. Az ott eltdltott szakmai gyakorlatomat a TAMOP-4.2.4B/1-11/1-2012-
0001 azonositd szamu ,,Nemzeti Kivalésag Program - Campus Hungary K+F projektekhez és
képzési programokhoz kapcsolodd nemzetkdzi hallgatéi mobilitds személyi tdmogatasi

rendszerének fejlesztése orszagos program” tamogatta.

Halaval és koszonettel tartozom az MTA TTK részérdl Dr. Lérincz Andrasnak, hogy segitett a
novényi metszetek elkészitésében, tovabba kuldéndsen kdszondm Dr. Tékési Natalianak és
Gervai Judit Zsuzsannanak, hogy a novényi metszetekr6l késziilt CLSM fényképek

elkeészitéseében lehetdséget és segitséget nyjtottak.

A filogenetikai vizsgalatok elvégzéséhez segitseget és Utmutatast kaptam az ELTE TTK
Mikrobiologiai Tanszék részérél Dr. Felfoldi Tamés személyében, amiért eziton halamat és

nagyrabecsilésemet szeretném kifejezni.

Végil, de nem utolsé sorban, kodszonettel tartozom nagyszileimnek, szileimnek,
barataimnak, menyasszonyomnak Ajtai Emesének és édesanyjanak, hogy tamogattak,
biztattak, biztak bennem és el nem mualo szeretetlikkel segitettek abban, hogy elvégezzem
feladatomat.

A doktori értekezésben foglalt kutatdmunka az OTKA K-101716 szamu projekt tdmogatasaval

valdsult meg.
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