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1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

Az étkezeési paprika vilagszerte ismert és kedvelt zoldségnovény, amelyet mind nyersen, mind
fott ételekben eldszeretettel fogyasztanak, mivel kedvezd iz és érzékszervi, valamint taplalkozas-

élettani tulajdonsagokkal bir.

Ezen terményt nagyon gyakran nyersen fogyasztjak, tehat eérdemes foglalkozni vele
élelmiszerbiztonsagi es mikrobioldgiai szempontbol is, mivel vilagszerte és eurdpai szinten is
egyre novekvd tendenciat mutatnak a nyers ndvényi élelmiszerekkel kapcsolatos
megbetegedések. Ezek legnagyobb hanyadat olyan baktériumokkal hozzak 0Osszefuiggésbe,
amelyek elsésorban allati eredetiiek, de nem ismeretlenek a terményen/ben 1évd opportunista

patogének okozta megbetegedések sem.

Ahhoz, hogy a ndveny - baktérium kapcsolatokat jobban megérthessik és ezen keresztil a
termény élelmiszerbiztonsagi kockazatat csokkenthessik, sziikséges megismerniink a manapsag
szokvanyos agrotechnikékkal termesztett novények belsejében €16 baktériumokat (endofitakat)
mind minéségi, mind mennyiségi szempontbdl. Mivel az endofita baktériumok diverzitasat
nagymértékben befolyésolja az éghajlat, a termesztési korilmények, a ndvény faja es termesztett
fajta, ezért kutatdsom soran két kiilonboz6 termesztési koriilmény kozott nevelt két eltérd paprika
fajtat vizsgaltam. A novényekben €16 baktériumok azonositasanak szerepe azonban nemcsak
biodiverzitasuk felderitésében lehet jelentds, hanem a huménpatogén és az opportunista patogén

baktériumok esetleges jelenlétének igazolaséaban is.

Az endofita baktériumok megnevezeésik alapjan két részre oszthatok. A feltételezett (vélhetben,
potencidlisan) endofita baktériumokra, amelyek feliiletileg fertdtlenitett, tiinetmentes ndvények
bels6 szoveteib6l detektdlt mikroorganizmusok, fuggetlenil a Kkimutatasi technikétol
(hagyomanyos tenyésztéses vagy molekularis technikak), valamint a valodi endofita
baktériumokra. Ez utobbi megnevezés odaitéléséhez az elobbieken til mikroszkopos
bizonyitékok is sziikségesek a belsé ndvényi szovetekben vald lokalizacidjukat illetéen. A
noveny és az endofita baktériumok kapcsolatat altalaban mutualista jelleglinek tekintik, ahol a
baktériumok a novény altal szolgaltatott tapanyagokat hasznaljak fel és a szamukra kéaros
kornyezeti hatasokkal szemben védelmet nytjtd, belsé ndvényi kornyezet oltalmat is élvezik.
Ezzel szemben a ndvények stressz-tiirdképességiik, valamint nodvekedésik serkentését
koszonhetik a jotékony endofita baktériumoknak. Ezen baktériumok névényre kifejtett hatasukat
egyrészt direkt mddon a fito-hormonszerti anyagok termelése és az etilén szintjének
szabalyozéasa révén, masrészt indirekt moédon a névénypatogénekkel szemben kifejtett inhibicios
hatasuk és a méreganyagok degradacidja révén fejtik Ki. Ismeretesek azonban olyan endofita

baktériumok is, amelyek a humanpatogénekkel szemben fejtenek ki antagonista hatast. Az ilyen
2



tulajdonsaggal bird baktériumok esetlegesen felhasznalhatok, mint biokontroll agensek. Itt
foként a tenyészthetd endofitik emelenddk ki, amelyeket a gyakorlatban is fel lehet hasznalni
ilyen célokra.

Doktori kutatdsaim soran célul tiiztem két, manapsag elterjedt termesztési korilmeny kozott
nevelt, két étkezési paprikafajta tenyészthetd endofita baktériumainak izolalasat, azonositasat,
biodiverzitdsuk vizsgélatat, valamint a paprikamagok csirazasara gyakorolt hatdsénak
vizsgalatat. Célom volt tovabba kivalasztani mutualista torzseket és igazolni valodi endofita
voltukat is. Végul vizsgalni kivantam humanpatogén, valamint ezeket modellezé baktériumok
paprika névénybe valo bejutasat paprikamag mesterséges fert6zésén keresztiil, valamint in vitro

inhibicidjukat kivalasztott valddi endofita torzsek hatasara.
A célkitiizések megvalositasanak a kovetkezo f6 1épései voltak:

1. Feltételezhetéen endofita baktériumok izolalasa hagyomanyos (talajkultiras) és Uj
(hidroponikus) kortilmények kdzott nevelt H6 és Karpia étkezési paprika fajtakbol.

2. A feltételezhetéen endofita izolatumok hasonlosagi csoportokba rendezése
fenotipizédlds és RAPD-PCR-es (Random Amplification of Polymorphic DNA-
Polymerase Chain Reaction) genotipizalas alapjan, majd ezt kovetden az egyes
csoportokbdl kivalasztott reprezentativ térzsek molekularis identifikalasa az rRNS,
illetve az rpoB gének szekvenciai alapjan.

3. A torzsek biodiverzitasdnak és rokonsagi kapcsolatainak vizsgalata filogenetikai
analizissel: filogenetikai torzsfa szerkesztése a baktérium torzsek 16S rRNS
génszekvencia adatai alapjan, ezt kdvetden egy-egy reprezentativ torzs kivalasztasa a
torzsfak taxonomiai egységeibdl a valodi endofita jelleg igazolasahoz.

4. Az feltételezett endofita torzsek paprikamag csirdzasra gyakorolt hatdsanak vizsgalata.

5. Modszerfejlesztés a feltételezetten endofita baktériumok és huméanpatogén vagy ezeket
modellez6 torzsek PCR-rel és FISH-CLSM-mel (Fluorescence In Situ Hybridisation-
Confocal Laser Scanning Microscopy) valé kimutatasahoz.

6. A kivalasztott feltételezetten endofita és humanpatogén vagy ezeket modellez6 torzsek
noévénybe vald bejutdsanak és kolonizacidjanak vizsgalata paprikamag mesterséges
fertdzésével.

7. A valodi endofita torzsek huméanpatogén, illetve ezeket modellezd térzsekre gyakorolt

hatasanak vizsgéalata in vitro kontaktinhibicios és lyukdiffizios vizsgalatokkal.



2. ANYAGOK ES MODSZEREK

Az endofita baktériumok izolélasa talajkulturasan és hidroponikusan termesztett édes étkezési
paprika (Capsicum annuum var. grossum) Karpia és HO fajtakbol, valamint a termesztéshez
hasznalt magokbdl tértént hagyomanyos mikrobioldgiai tenyésztéses modszerek segitségével. A
paprika novényeket a Szent Istvan Egyetem Kertészettudomanyi Karahoz tartozd Soroksari

Kisérleti Uzem és Tangazdasag termesztette 2012-ben és ugyaninnen szarmaztak a magok is.

Az izoldtumokat egyes fenotipusos jellemvonasaik (makro- és mikromorfol6giai) alapjan
fenotipusos csoportokba rendeztem, majd mindegyik fenotipusos csoportbol egy reprezentativ

izolatummal dolgoztam a tovabbiakban.

A reprezentativ izoldtumok genomialis DNS-ét ezt kovetéen RAPD-PCR modszerrel
tipizaltam, majd mindegyik RAPD tipushol egy reprezentativ torzset valasztottam ki a tovabbi

munkara.

A kovetkezo 1épésben a Pseudomonas nemzetségbe tartozd torzseket egy specifikus PCR-rel
detektaltam, majd az rpoB génjlket felszaporitottam az rpoB génre specifikus PCR
alkalmazasaval. Tovabba, az 0sszes reprezentativ torzs 16S rRNS-t kédolé rDNS génjét is

amplifikaltam.

Az rpoB gén esetében az amplikonok szekvenalasa egy iranybdl tortént, a reverz primer
alkalmazéasaval. Ugyanigy, a reverz primer segitségével tortént a 16S rRNS gén esetében is a
nukleotid sorrend meghatarozas, azonban egyes esetekben majdnem a teljes 16S rRNS gén
szekvenalasa megtortént a beliilrdl kifele iranyuld primerek alkalmazasaval. A meghatarozott
bazissorrendii szekvenciakat az rpoB gén esetében a BLAST program, mig a 16S rRNS gén
esetében az EzTaxon server segitségével hasonlitottam az adatbazisaban 1év6 tipustdrzsek

szekvenciajahoz.

A filogenetika vizsgalatok elvégzéséhez a torzsek 16S rRNS génszekvencidit hasznaltam,
amelyek kozll az azonosakat KTE-kbe (Kezelheté Taxonomiai Egység, angol roviditése OTU)
soroltam, és mindegyik KTE-b6l egy-egy reprezentativ tOrzset valasztottam ki a tovabbi
munkahoz. Ezt kovetéen a szekvencia-gyijteményhez legjobban illeszkedé nukleotid
szubsztituciés modell és a Maximalis Valoszinliség statisztikai mddszer (Felsenstein, 1981)

alkalmazasaval filogenetikai torzsfat készitettem.

A reprezentativ baktériumtorzsek paprikamag csirazasra gyakorolt hatasanak vizsgalatahoz
Otven darab, feluletileg fert6tlenitett paprikamagot hasznaltam térzsenként. A magokat
megkozelitdleg 108 TKE/mI koncentraciéju baktérium szuszpenziokban inkubaltam hat éréan ét,

majd csiraztatd papirt alkalmazva csiraztattam 6ket 10 napon keresztil. A Kicsirazott magokat
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leszamoltam és a kontrollhoz viszonyitva értékeltem (ISTA, 2003; Niranjan Raj et al., 2003;
Chandrashekhara et al., 2007).

A baktériumok ndvényi szovetekbe vald bejuttatésat a paprikamagok baktériumokkal valo
megfert6zésével szimulaltam, ahol 6t kiilonb6z6 baktérium torzs (Chryseobacterium hispalense
FPBSKK1 és Pseudomonas sp. HPBBIK3 mint potencialis endofitdk, Listeria innocua 1010,
Escherichia coli ATCC 8739, Listeria monocytogenes CCM 4699 mint patogén modell és
patogén torzsek) internalizécidjat vizsgaltam kilon-kilén, valamint két kontrollt (steril és nem
steril) is felhasznaltam. A magokbdl felnové palantakat 35-40 napos ndvekedési stadiumig

neveltem, majd ezutan dolgoztam fel éket.

A C. hispalense FPBSKK1-gyel és a P. sp. HPBBIK3-mal beoltott, valamint a kontroll
palantakbol hagyoméanyos tenyésztéses maddszerrel izolaltam baktériumokat, amelyeket
telepmorfoldgidjuk alapjan csoportokba rendeztem. A tovabbiakban az egyes csoportokbol
kivalasztott egy-egy reprezentativ izolatummal dolgoztam. A reprezentativ izolatumok és a
paprikamagok beoltasahoz hasznalt potencidlis endofita baktériumtorzsek DNS-ét (mint pozitiv
kontrollok) a munkam soran tervezett specifikus primerpérokkal vizsgaltam. A megfelel6 méretti
PCR terméket add izolatumok 16S rRNS génjét felszaporitottam, majd szekvenaltam. Ezt
kovetden Osszehasonlitottam a meghatarozott nukleotid szekvencidkat a beoltdshoz hasznalt

torzsek 16S rRNS génszekvenciajaval. Az izolaltumokbdl és a beoltdshoz hasznélt tdrzsekbdl

......

Az E. coli ATCC 8739-cel beoltott palantaszéveteket Chromocult® koéliform szelektiv
taptalajon, mig a L. innocua 1010-zel és L. monocytogenes CCM 4699-cel beoltott

palantaszdveteket ALOA Listeria szelektiv kromogén taptalajon vizsgaltam.

A palantdbol kivont DNS-ek vizsgélatdt a munkam soran tervezett, illetve mar kordbban
publikalt primerekkel végeztem. A L. innocua 1010-zel és L. monocytogenes CCM 4699-cel
beoltott mintakat a 27f/ Lis659R, mig az E. coli ATCC 8739-cel beoltottakat a 27f/ Ec/Sh473R
primerparral probaltam amplifikalni. A Chr22F/ Chr818R (C. hispalense FPBSKK1-re)
specifikus primerparral kapott megfeleld6 amplikonok szekvenalasra kerultek, majd a
szekvenciadkat 6sszehasonlitottam a C. hispalense FPBSKK1 térzs 16S rRNS génszekvenciajaval
és az EzTaxon szerver adatbazisaban szerepl6 szekvenciakkal is. A Pse393F/ Pse618R (P. sp.
HPBBIK3-re) specifikus primerparral kapott megfelelé amplikont adé mintakat a bakterialis
rDNS-re specifikus 1070F/ 1492R primerparral amplifikaltam, majd a kisebb (448 bp) amplikont
megtisztitottam és szekvenaltattam. A meghatarozott szekvenciakat 6sszehasonlitottam a P. sp.
HPBBIK3 torzs 16S rRNS génszekvencidjaval, majd az EzTaxon szerver adatbazisban szerepld

szekvenciakkal is.



A FISH-CLSM vizsgéalatok soran a mintakban jelenlévé Gsszes baktériumsejtet mindig az EUB
mix probakeverékkel, mig a beoltashoz hasznalt baktériumokat az alabbiakban szerepld
specifikus prébakkal probaltam kimutatni (*- munkéam sorén tervezett probak): C. hispalense
FPBSKK1 — Chryseo 643*; P. sp. HPBBIK3 — Pseudo_828*; L. innocua 1010 vagy L.
monocytogenes CCM 4699 — Lis-637 és Lis-comp*; E. coli ATCC 8739 — Ec/sh_453; Steril és
nem steril kontroll palantakban 1év6 baktériumsejteket — mindegyik specifikus probaval kilon-
kulon. A mikroszkopos vizsgélatok egy Zeiss LSM 710 tipusu (Carl Zeiss AG, Németorszag)
CLSM-mel végeztem, valamint a felvételek formazasat a ZEISS ZEN 2 lite (Carl Zeiss AG,

Németorszag) programmal készitettem.

A kivélasztott endofita baktériumok (C. hispalense FPBSKK1 és P. sp. HPBBIK3) patogén
és patogént modellezé (L. monocytogenes CCM 4699, E. coli ATCC 8739, L. innocua 1010)
baktériumokra gyakorolt hatasat kontakt inhibicios és lyukdiffazios modszerekkel vizsgaltam.
A kontakt inhibicios vizsgalat soran a patogént modellez6 és a patogén torzsek szuszpenzioit
harom-harom cseppet cseppentettem a fellletiikre és kiilonboz6 hémérsékleteken inkubaltam. A
lyukdiffuzids vizsgalat annyiban tért el, hogy 100 — 100 ul sejtmentes fermentelevet pipettaztam

az agarba fart lyukakba.



3. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

3.1. Feltehetéen endofita baktériumok izolalasa

Osszesen 170 darab feltehetden endofita baktériumot sikeriilt izolalnom. A magokbdl kevés
izolatumot sikerdlt kinyerni, ezzel szemben a palantakbol 142 izoladtum tenyészett ki. A kifejlett
novényekbdl szintén kevés baktérium volt izolalhatd, minddssze 23 darab. A paprika fajtak
tekintetében majdnem feleannyi izolatum (60) szarmazott a HO fajtabdl, mint a Karpiabol (110).
A termesztési korulményeket figyelembe véve megéllapithatd, hogy tébb izolatum Kkerllt

kitenyésztésre a hidroponikus (98), mint a talajkultras (67) termesztésti n6vényekbol.

3.2. A potencidlis endofita izolatumok fenotipusos jellemzése

Az izolatumok nagy szdma és a konnyebb kezelhetdség miatt kiilon fenogramot készitettem a
Gram-pozitiv és a Gram-negativ izolatumokbol. Ebben a felosztasban a 69 Gram-pozitiv
izolatum 56, mig a 101 Gram-negativ baktérium 82 csoportba, 0sszességében pedig a 170
izolatum 138 Kklaszterbe volt csoportosithatd. Az azonos csoportba tartozé izolatumok
valo6sziniileg azonos torzsekhez tartoznak, ezért a tovdbbi vizsgalatokhoz mindegyik klaszterb6l
csak egy reprezentativ izolatum Kkerllt kivalasztasra az izolatumok szamanak csokkentése
érdekében. Az azonos izolatumok kiszlirése azért is fontos, hogy a teljes mikrobapopulacid

kvantitativ diverzitasanak eredményeit ne torzitsak el.

3.3. Az izolatumok tipizalasa RAPD-PCR modszerrel

Az 56 Gram-pozitiv reprezentativ izolatum 45, mig a 82 Gram-negativ baktérium 55 klaszterbe
csoportosult, igy a fenotipus alapjan elkilonitett 6sszesen 138 reprezentativ izolatum 100 RAPD
tipusba volt sorolhat. A Gram-pozitiv, egyedi fenotipusu izolatumok szama tébb mint 19%-Kkal,
mig a Gram-negativoké ennél is nagyobb mértékben, tobb mint 32%-kal csokkent a

genotipizalasnak koszonhetden.

Itt is, mint az el6z6 alfejezetben, valamennyi klaszterbdl egy reprezentativ izolatum lett
kivélasztva a tovabbi vizsgalatokhoz, amelyek torzsnek tekintheték. igy dsszesen 100 torzzsel

dolgoztam az identifikalasi munkamenetben.

3.4. Az izolalt térzsek molekularis identifikalasa az rpoB és a 16S rRNS gének szekvenalasa
alapjan

A 16S rRNS gén felszaporitdsat mind a 100 t0rzs esetében elvégeztem. A szekvendlas els6

Iépésben részlegesen tortént a reverz primerrel, majd azon esetekben, ahol ezen informéacidk



alapjan nem volt lehetséges a pontos faj szintli azonositas, a teljes gén szekvenaldsara is sor

kerilt.

Az rpoB gén felszaporitasara azért kerllt sor, mert a Pseudomonas nemzetség tagjainak faj
szinten tOrténé azonositasahoz a 16S rRNS gén 6nmagaban nem nyujt elég informaciot.
Azonban sok esetben nem elégséges csupan az rpoB gen vizsgalata, mert ahogy Bennasar €s
munkatarsai (2010), valamint Mulet és munkatarsai (2010) megallapitésai is alatdmasztjak, egyre
tobb mas héaztartasi gén (mint pl. a gyrB, rpoD, stb.) és specifikus gén szekvencia informéacidja is

szlikséges a Pseudomonas nemzetségbe tartozo torzsek pontos faji azonositasahoz.

A molekuléris identifikalasi eredményeket 6sszegezve elmondhatd, hogy az altalam vizsgalt
gének alapjan a 100 térzs tobb mint 50%-at (53 darabot) siker(lt faj szinten is azonositanom, a
tobbit csak nemzetség szinten. Azonban ha csak a Pseudomonas nemzetségbe tartozd torzseket
tekintjik, akkor ez az ardny 29%-ra csokken. Esetemben tehat szekvenalassal elsGsorban a
nemzetseg szintii meghatarozas volt lehetséges a Pseudomonas izolatumokndl, illetve néhany
tovabbi olyan izolatumnal, amelyek széles faji diverzitassal rendelkeznek vagy esetlegesen még
le nem irt fajok.

3.5. A filogenetikai vizsgalatok eredményei

A 100 darab tdrzs 16S rRNS geénszekvenciait Osszehasonlitottam a megegyezd szekvenciak
azonositasa céljabol, igy Osszesen 64 darab kiilonb6z6 KTE-t sikerilt elkuloniteni. A 64 KTE-t
reprezentald torzs felhasznalaséval készitett filogenetikai torzsfa segitségével analizaltam a
torzsek rokonsagi kapcsolatait és biodiverzitasat. Ezen vizsgalatok alapjan megallapithaté a

torzsek nagy foku diverzitasa.

A y-Proteobacteria volt a legnépesebb osztaly 21 KTE-vel (33%), amelyet a DNS-ben alacsony
GC tartalmd Gram-pozitiv Bacilli osztaly (17 KTE, 27%) és a magas GC tartalmd Gram-pozitiv
Actinobacteria osztaly (14 KTE, 22%) kovet a sorban. Tovabba hét KTE (11%) tartozott az a-
Proteobacteria osztalyba, mig a B-Proteobacteria osztaly 3 KTE-vel (5%) képviseltette magat. A
Flavobacteria osztalyt csak a C. hispalense FPBSKK1, mig a Deinococci osztalyt csak a

Deinococcus sp. SEFSRHL1 torzs képviselte.

A KTE-k filogenetikai torzsfan valo eloszlasa alapjan megallapithatd, hogy a Pseudomonas
KTE-k voltak a dominansok (12 KTE, 19%) nem csak y-Proteobacteria osztalyban, hanem az

Osszes osztaly kozott.

Kiemelend6k a Pseudomonas sp. HPBBIK3, Cupriavidus campinensis SEPRH20, Deinococcus
sp. SEFSRH1, Brevundimonas sp. FPBTIH1, Paenibacillus sp. SESRK1, Brevibacillus

centrosporus SESRK14, Leucobacter tardus HPBSKH1, C. hispalense FBBSKK1 torzsek,
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amelyek rokonsagi szempontbol eléggé tavol allnak a tobbi torzstdl, és amelyek alapjan lehetové
valt azon torzsek kivalasztasa, amelyekre nagy valdszintiséggel specifikus oligonukleotid probak

tervezhetdk a FISH vizsgalatok kivitelezéséhez.

3.6. A feltehetéen endofita torzsek megoszlasa a paprikakban

A termesztési korllmények tekintetében megallapithatd, hogy 6sszességében tobb torzs (54)
szarmazott a hidroponikus névényekbdl, mint a talajkulturasokbol (43), ami még inkabb igaz, ha
a palantakra szlikitjiikk a kort (48 torzs a hidro- és 31 a talajkultdras palantakbol). Az el6bbiekkel
ellentétben a termések esetében ez az arany forditott és még nagyobb mértékii volt. Osszegezve a
novényi szervekbdl szarmazoé torzseket, a legtobb (61) - amint varhatd volt - a gyokerekbol
szarmazott, mig a z6ld szervek és a termések esetében kevesebb, mint a harmadat, 18-18 torzset
sikertilt izol&lni, mig a magokbdl szarmazott a legkevesebb (3) térzs. A termés tekintetében, ami
élelmiszerbiztonsagi szempontbdl a legfontosabb, az Enterobacter cancerogenus és a Pantoea
brenneri opportunista humanpatogénként leirt fajokba tartozd torzseket sikerilt kimutatni. A
termesztési fajtakat vizsgalva elmondhatd, hogy 0sszességében kozel kétszer tobb (66) torzs
szarmazott a Kéarpiabol, mint a HO fajtabol (34). Részletesebben nézve is ez volt tapasztalhato,

azonban a hidroponikus termésekb6l szarmazd izolatumok kivételt képeztek ezaldl.

A hidroponikus paprikak esetében a Pseudomonas és a Bacillus nemzetség, mig a talajkulturas
paprikaknal a Rhizobium és a Microbacterium nemzetség képviseltette magat a legnagyobb
szamban, azonban mind a négy nemzetség jelen volt mindkét termesztesi korilmény eseteében.
Kisebb szdmban, de szintén jelen voltak mindkét termesztésii paprikdban a Micrococcus,
Staphylococcus, Paenibacillus és Enterobacter nemzetségbe tartozo torzsek is. A Kkizardlag
hidroponikus paprikdkban eléforduldé 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 talajkultdras paprikéakbdél voltak izolalhatok.

A HO és Karpia fajtakbol szarmazo térzsek nagy szamban a Pseudomonas és Rhizobium
nemzetségekbdl keriiltek ki, tovabba a Ho fajta esetében a Microbacterium, mig Kéarpianal a
Bacillus nemzetségbe tartozd torzsek fordultak elé nagyobb szamban. Kisebb mennyiségben,
azonban mindkeét fajtabol izolalhatdk voltak a kovetkezdé nemzetségek tagjai: Enterobacter,
Leclercia, Stenotrophomonas, Paenibacillus, Curtobacterium. Az egyedien el6forduld
nemzetségek tekintetében a Ho fajta esetében kevesebb (Pantoea, Cupriavidus, Acidovorax,

Deinococcus, Leucobacter), mig a Karpia esetében tobb (Delftia, Brevundimonas,



Ochrobactrum, Cohnella, Lysinibacillus, Brevibacillus, Rothia, Kocuria, Micrococcus,

Clavibacter, Leifsonia, Staphylococcus) nemzetséghez tartozo térzs volt izolalhato.

3.7. A Kkiilonb6zo6 KTE-kbe tartozd, feltehetéen endofita torzsek paprikamag csirazasara

gyakorolt hatasa

Ahhoz, hogy a valodi endofitakat megkulonboztethessem a feltételezett endofitaktol, sziikséges
igazolnom vizualisan a sejtek jelenlétét (kolonizaciot) a bels6é ndvényi szovetekben, amit nehéz
lett volna teljesitenem mind a 64 KTE-t reprezentalo torzsre. Ezért egy Uj mddszert hasznaltam a
nem endofita torzsek kiszlirésére és egyben a csirdzast direkt modon serkentd, mutualista

endofita jellegek felderitésére.

A tovéabbiakban csupan azokat tekintettem vélhetdéen endofita baktérium térzseknek, amelyek a
kontrollhoz képest minimélisan 90%-0s paprikamag csirazasi aranyt indukaltak. A tdrzsek
10,9%-a nagymértékben, mig 9,4%-a enyhén gatolta a magok csirazasat. A torzsek tébbsége
(kbzel 64,1%-a) a semleges kategoriaba tartozott és csak kevés szamu torzs, mintegy 15,6%-uk

volt képes lényeges stimulalasra. Valoszintileg ezen 79,7% kdzott keresenddk a valodi endofitak.

A mérések szorasabol arra lehet kovetkeztetni, hogy a modszernek van egy kisebb mértéki
bizonytalansaga. A nagyszdmu neutrdlis hatasu torzs miatt felallitottam egy stimulécids
hatarértéket (min. 110%-o0s csirdzas serkentés), és a tovabbiakban csak az ennek megfelelé
torzsekkel dolgoztam tovabb, ami altal sikerllt minimalizalnom a tovabbi vizsgalatokra szant
torzsek szamat. Ezen torzsek (10 darab) fele a Pseudomonas, a tobbi térzs a Leclercia,
Curtobacterium, Pantoea, Chryseobacterium és a Rhizobium nemzetségek tagjai. A legnagyobb
serkentést elGsegité Pseudomonas sp. SEPRK23 torzset sajnos faji szinten nem sikerlt

azonositanom.

Osszevetve a serkentd hatdst 10 torzset a filogenetikai vizsgalatok alapjan a FISH
vizsgélatokhoz alkalmazand6 prébak tervezésére alkalmasnak tiiné 8 torzzsel, a baktériumok
szama két torzsre csokkent. Ezek egyike a P. sp. HPBBIK3, amelyet faji szinten nem sikertlt
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 jelolést torzs C. hispalense-ként lett azonositva,
amely faj egyik torzsét leirtdk mar novényi ndvekedést serkentd baktériumként (Montero-
Calasanz et al., 2013a), tehat az altalam izolalt torzs j6 eséllyel lehet valodi endofita (életmddjat
tekintve pedig valoszintileg fakultativ endofita, mivel az NNSB-k tobbsege ilyen (Gaiero et al.,
2013)).
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3.8. A potencialis endofita baktériumokkal fertézott paprikamagokbol nevelt palantak

-----

Sikertlt hagyomanyos mikrobioldgiai mddszerekkel kitenyésztenem baktérium torzseket a belsé
novényi szovetekbol, majd a telepmorfologiai csoportositast kovetéen specifikus PCR-rel €s a
16S rRNS gén fragmentumok szekvencia egyezésével valdszintisitettem a beoltasra hasznélt és a
Kitenyésztett torzsek azonossdgat. Tovabbi megerdsitésként RAPD-PCR-es tipizéldssal is

alatdmasztottam ezen torzsek molekuléris ujjlenyomatainak egyezését.

A névénybdl izolalt 6ssz-DNS-t hasznédlva templatként specifikus PCR-rel és 16S rRNS

génszekvencia fragmentumok egyezésevel is alatdmasztottam a térzsek azonossagat.

Gyodkeérszovet (A); EUBmix—6-FAM, Szar szbvet (A); EUBmix—6-FAM,
Chryseo_643—Cy3 Chryseo_643—Cy3

Gyobkérszovet (B); EUBmix—6-FAM, Szér szbvet (B); EUBmix—6-FAM,
Pseudo_828—Cy3 Pseudo_828—Cy3

1. &bra. A C. hispalense FPBSKK1 (A) es P. sp. HPBBIK3 (B) torzsekkel beoltott névenyek
kiilonboz6 részeibol késziilt reprezentativ FISH-CLSM felvételek. Alkalmazott probak

leirdsa: proba neve — jeldlése
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Az 1. bra a C. hispalense FPBSKK1 es a P. sp. HPBBIKS3 torzzsel beoltott névény gyokeér és
szarmetszetérol késziilt felvételeket szemlélteti, amelyeken nyilakkal jeldltem tobb baktérium
sejtet is. A sejtek sarga szinben lathatoak, mert az altalanos prébak fluoroforjai (6-FAM) éltal
emittalt jel zéld, mig a specifikus prdéba fluoroforja (Cy3) altal emittalt jel narancsos-voros szind,
és a ket szin egyltt sarga, narancssargds szint adott. A felvételek alapjan egyértelmiien
elmondhat6, hogy mind a gyokér, mind a szar szdveteiben szép szdmban voltak jelen a C.
hispalense FPBSKK1 t6rzs sejtjei, ami bizonyitja, hogy a mag fertézésére hasznalt C. hispalense
FPBSKK1 torzs sejtjei bejutottak a maghba, ott elszaporodtak (kolonizalddtak) és onnan a paprika
mas szerveibe vandoroltak, méas szoval internalizalédtak. Hasonldé megfigyelések teheték a P. sp.
HPBBIK3 torzzsel beoltott ndvényekbdl késziilt metszetek esetében is, azzal a kiilonbséggel,

hogy az itt detektalt sejtek sokkal kisebb szdmban voltak kimutathatok.

A FISH technikaval, illetve az U(jonnan tervezett probadk és a konfokalis szkenneld
lézermikroszkopia hasznalataval vizualisan is igazolni tudtam a két potencidlis endofita

ndvenyben valo jelenlétét (lasd 1. dbran), igy ezek valodi endofitaknak tekinthetok.

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

alkalmazott mddszerek felhasznalasaval.

3.9. A patogén és a patogént modellezé baktériumokkal fert6zott paprikamagokbol nevelt

/////

crer

sem az ALOA taptalajon nem volt tapasztalhatd a beoltashoz hasznalt toérzsek

crer

A novényekbdl izolalt DNS PCR-es vizsgalata sordn a 27f/ Lis659R (L. innocua 1010 és L.
monocytogenes CCM 4699 kimutatasara alkalmas) és a 27f/ Ec/Sh473R (E. coli ATCC 8739
kimutatasara alkalmas) primerparokkal egyik minta esetében sem kaptam PCR terméket.

A FISH-CLSM technika alkalmazésaval egyik mintanal sem tudtam detektalni a célsejteket,
csupén harom esetben (az E. coli-val fertdzott novény gyokér és szarszovetbdl, valamint a steril

kontroll névény gyokérszovetébdl) sikeriilt egy-két nem-célsejtet kKimutatnom.

Osszegezve az eredményeket, sem a patogén (L. monocytogenes CCM 4699), sem az
opportunista patogén (E. coli ATCC 8739), sem a patogént modellez6 baktériumokat (L. innocua
1010) nem sikerult kimutatnom egyik mddszer alkalmazasaval sem, ami arra utal, hogy az

étkezési paprika magjan keresztll nem internalizalédnak a vizsgalt baktériumok a névényben.
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3.10. A két endofita torzs patogén és patogént modellezé baktériumokra gyakorolt hatasa

A paléntanevelési kisérletekben a paprikamagok beoltdsdhoz hasznélt két endofita torzs (C.
hispalense FPBSKK1 és P. sp. HPBBIK3) hatasat kulon-kilon megvizsgaltam patogén (L.
monocytogenes CCM 4699), opportunista patogén (E. coli ATCC 8739) és patogént modellezd
(L. innocua 1010) torzsekkel szemben is. Mivel a baktériumok tébbsége szekunder metabolitok
termelése reveén gatolja mas mikrobak szaporodasat, ezért a vizsgalat sorén a ket tesztelt endofita

torzset késdi exponencidlis, illetve korai stacioner szaporodasi szakaszaban hasznaltam fel.

Osszegezve a két endofita torzs patogén, opportunista patogén és patogént modellezd
baktériumokra gyakorolt hatasat, a kontakt inhibicids és a lyukdiffuzios vizsgalatok eredményei
alapjan elmondhat6, hogy a vizsgalt endofita torzsek a tesztelt korilmények kozott nem

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

3.11. Uj tudoméanyos eredmények

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

2. Nemzetkozileg elfogadott mag csirdzasi teszt adaptalasaval és tovabbfejlesztésével U
vizsgalati modszert dolgoztam ki és alkalmaztam az endofitaként izolalt baktériumok
vizsgalatara abbdl a célbdl, hogy a mag csirazasara negativ hatast mutatokat kiszlirjem.

3. A paprikamag csirazasi eredmények és a filogenetikai vizsgalatok alapjan kivalasztott
két feltételezetten endofita tdrzs (Chryseobacterium hispalense FPBSKK1 és
Pseudomonas sp. HPBBIK3) esetében mesterséges paprikamag fert6zéssel vizsgaltam
bejutasukat a névénybe. Specifikus oligonukleotid probak tervezésével a FISH-CLSM
technika segitségével kimutattam kolonizacidjukat a novények kiilonbozé szerveiben,
amit a fert6zott novényekbdl izolalt baktériumok és a ndvényi genomidlis DNS
molekularis vizsgalataival 1s megerdsitettem.

4. Paprika mag mesterséges fertézésével vizsgaltam patogén ¢és ezeket modellezd
baktériumok (L. monocytogenes, E. coli és L. innocua) ndvénybe vald bejutasat és
kolonizaciojat. Tenyésztéssel és U0j 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 keresztil nem

internalizalddnak a vizsgalt baktériumok a névényben.
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4. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Mivel gyakran fordulnak el6 nyers novényi élelmiszerek okozta enterdlis megbetegedések, de
még inkabb azért, mert tobb esetben izolaltak mar humanpatogénekkel szemben antagonista
hatdsi endofita baktériumokat, célszerii minél tobbet megtudni a paprika ndvény belsd

szoveteikben é16 baktériumokrol.

Az altalam kivalasztott két kiilonb6z6 termesztési korilmény kdzott nevelt két paprikafajtabol is
sikeriilt nagy szamban feltchetéen endofita baktériumot izolalnom, és az izolalt baktériumok
fenotipusos csoportositadsaval, valamint genotipizalasaval jelentésen le lehet csOkkenteni a
munkahoz feltétlen szikséges torzsek szamat (170-r61 100 darab torzsre). A RAPD-PCR-es
tipizalassal a fenotipusos csoportokbdl kivalasztott reprezentativ izolatumok tovabb voltak
csoportosithatok, ami jelzi, hogy a fenotipusos jellemzés nem kell6 hatékonysagu, ezért a

genotipizalassal valé egyuttes alkalmazas javasolhato.

A 100 darab torzsbdl 53%-ot sikerult faj szinten is azonositani, ami sejtetheti a potenciélisan Uj
fajok izolalasanak tényét. A Pseudomonas nemzetségbe tartozo izolatumok esetében ez az arany
30% volt annak ellenére, hogy az rpoB gén részleges szekvenalasara is sor kertlt. Tehat, tovabbi
gének (univerzalis és specifikus) szekvenalasa is szlikséges a pontos azonositdshoz, valamint
ezen tulmenden egy olyan adatbazis is, amelyben megtalalhatok az dsszes elfogadott, identifikalt

faj tipustdrzsére vonatkoz6 génszekvencia informéaciok.

A 100 torzs 64 KTE-be valé sorolhatésaga a nagyfoku diverzitast tamasztja ald, a filogenetikai
torzsfa szerkesztés pedig egy olyan eszkdz, amely kivaldéan ramutat azon térzsekre, amelyekre jo

eséllyel lehet specifikus oligonukleotid probakat tervezni a késébbi FISH-sel valo detektalashoz.

Az izolatumok tobbsége a gyOkerekbdl szarmazott, mivel a rizoszféraban és a gyokereket
koriilvevo talajrétegben nagy szamban talalhatok bakteriumok. A fold feletti zold szervekbdl és a
termésekb6l is sikeriilt szdmos baktériumot izolalni; utdbbi helyr6l egy Enterobacter
cancerogenus és egy Pantoea brenneri opportunista patogénként leirt torzset is. Ezen torzsek
jelenléte felhivja a figyelmet arra, hogy immungyenge egyének esetében a termés elfogyasztasa
akar megbetegedést is okozhat. Természetesen sok, a Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium és
Microbacterium nemzetsegbe tartozé potencialisan mutualista torzset is sikerult izolalnom. A
termesztési korilmények tekintetében elmondhatd, hogy dsszességében tébb tdrzs szarmazott a
hidroponikus noévényekbdl, mint a talajkultrasokbdl. Ezzel ellentétben, a termések esetében ez

az arany forditott volt, ami arra utal, hogy a termésektdl eltekintve, a hidroponikus termesztés
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0sszességében jobban hozzajarul az endofita mikrobidta biodiverzitasanak néveléséhez, mint a
talajkultirds. Tovabbd a termesztési fajtikat vizsgéalva lényegében tdbb torzs szarmazott a
Karpiabol, mint a HG fajtabol, ami arra enged kdvetkeztetni, hogy az endofitak biodiverzitasa
sok mas tényezon kiviil nemcsak a novények termesztési koriilményeitdl, hanem a termesztett
fajtatol €s a ketté kombinaciojatol is fiigghet.

A paprikamag csirazasara gyakorolt hatasuk alapjan a vizsgalt torzsek 64,1%-a semleges volt a
magok csirdzdsa szempontjabol, 15,6%-uk viszont serkentette azt, ezért ezek feltételezett
endofitaként vehetOk szamba. A baktériumok paprikamag csirdzasra gyakorolt hatasanak
vizsgalata azért lehet hasznos, mert alkalmazasaval fény derithet6 a feliileti fert6tlenitést talélo,
nem endofita torzsekre, valamint esetleges tovabbfejlesztésével a névényi ndvekedést direkt

modon serkentd endofitak is kimutathatok lehetnek.

A kiilonb6z6 baktérium torzsekkel fertdzott magokbdl nevelt palantdk vizsgalata soran a
patogént modellez6 és patogén torzsek esetében egyik modszerrel, egyik mintabol sem sikerult
kimutatni jelenlétiiket, amibdl arra lehet kovetkeztetni, hogy nem jutottak be a ndvényi
endoszférdba, vagy ha be is jutottak, nem élték tul a palantanevelési idészakot. A jovOben
érdemes lenne azt is megvizsgalni, hogy milyen hatdsa van az endofitdkkal kevert
tenyészetekben (azonos és kiilonbozd aranyokban keverve) valo fertézésnek az eddig vizsgalt
humanpatogén és humanpatogént modellezé torzsek ndvényi endoszféraba vald bejutasara,
valamint talélésére. Ez annak megvizsgalasa szempontjabdl lenne fontos, hogy milyen médon

hatnak a bizonyitottan endofita torzsek a patogének internalizéaciojara.

A két bizonyitottan endofita torzs in vitro kisérletekben sem kontakt modon, sem extracellularis
metabolitjai (sejtmentes fermentleve) révén nem fejtett ki sem serkentd, sem gatlo hatast a két
patogént modellezé és a patogén torzsre. Ez természetesen nem jelenti azt, hogy a 64
reprezentativ potencialis endofita torzs kozil egyik sem rendelkezik patogén baktériumokkal
szembeni antagonista hatassal, ezért érdemes lenne a jovoben mas térzseket is tovabb vizsgalni

valddi endofita voltuk igazolasara és a humanpatogénekkel valo kdlcsonhatasa szempontjabol.
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