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DOLGOZATBAN HASZNALT ROVIDITESEK

AFLP - Amplified fragment length polymorphism
Bs - Bacterial spot

CAPS - Cleaved amplified polymorphic sequences
CMV - Cucumber mosaic virus

ISSR - Inter simple sequence repeats

MQ — Milli-Q

PAA — Poliakrilamid

PCR - Polymerase chain reaction

RAPD - Random amplified Polymorphic DNA
RFLP - Restriction Fragment length polymorphism
SAR - Systemic acquired resistance

SCAR - Sequence characterized amplified region
SNP - Single nucleotide polymorphism

SSCP - Single-strand conformation polymorphism
SSR - Simple sequence repeats

TMV — Tobacco mosaic virus

ToBRFV — Tomato brown rugose fruit virus
ToMV — Tomato mosaic virus

TSWYV — Tomato spotted wilt virus

Xhg — Xanthomonas horturum pv. gardneri



1. Bevezetés és célkituzések

Vilagszerte a Solanaceae novénycsaladba tartozd zoldségnovények az egyik
legelterjedtebbek mind a termesztésteriiletiiket, mind a fogyasztasukat tekintve. Ez okbdl
kifolyolag komoly gazdasagi jelentéséggel birnak azok a kutatdsok, melyek a
rezisztenciaforrasokra Osszpontosulnak. Mivel a klimavaltozds okozta, a korabbitdl eltérd
viszonyok hatasara egyre szélesebb korben képesek elterjedni bizonyos ndvényi kartevok és
kérokozok olyan teriileteken, ahol azel6tt nem voltak adottak a kdrnyezeti feltételek szamukra,
ezért 1épést kell tartaniuk a ndvénynemesitdknek, hogy fel tudjak venni a versenyt az Gjjonnan
megjelend karositokkal szemben. A fenntarthatobb ndvénytermesztés csakis a rendelkezésre
allo eszkozok integralt alkalmazésa révén valdsithatd meg, melynek egyik alapja az ellenalld
fajtdk alkalmazédsa. Napjainkban egyre elterjedtebb a Xanthomonas baktériumfajok altal
okozott levélfoltossag is (Stall et al., 2009). amely ellen rezisztenciat nyjté gének egyes vad
Capsicum fajokban talalhatok meg (Vallejos et al., 2010), ezért kiillonbozd génbanki tételekben
kell keresni a rezisztencia forrasokat.

Vizsgalataink célja, 0j rezisztencia forrasok azonositasa a Xanthomonas hortorum pv.
gardneri (Xhg) baktériummal szemben, amely a paprika (Capsicum spp.) baktériumos
levélfoltossdganak korokozdja. Ennek érdekében a United States Department of Agriculture
Agricultural Research Service (USDA ARS) altal fenntartott vad Capsicum baccatum génbanki
gylijteményébdl szarmazd azonositok vizsgalatat tiiztiik ki célul, vagyis:

e rezisztencia forrasok azonositasa érdekében a génbanki paprika azonositok kiilonb6zd
Xhg izolatummal torténd fertdzését és a fertdzésre adott fenotipus meghatarozasat.

e Dbaktérium novekedési teszt készitése 25°C és 30°C-on a szenzitiv és rezisztens
levelekrdl vett mintdbodl, amely segitségével igazolhatjuk a szenzitiv, tolerans vagy
rezsitenss fertdzési fenotipust

e A rezisztenciat adé novényegyedek keresztezését, Xhg szenzitiv fenotiput mutatd C.
baccatum-mal, F1 hibrid populécio 1étrehozéasa érdekében

e A szakirodalom alapjan Capsicum annuum-ban leirt polimorf SSR és SNP markerek

segitségével a 1étrehozott F1 hibrid utédok hibriditasanak ellendrzése



2. Szakirodalmi attekintés

2.1. A paprika jellemzése

Minden kultirnévény szarmazasa onnan eredeztethetd, ahol megtalalhatok vad 6seik is
(Candolle D., 1894). Ezzel szemben Vavilov szerint arrdl a teriiletrél szarmaznak, amelyiken a
legmagasabb az adott ndvényfaj egyedeinek diverzitasa (Vavilov, 1927), és ezeket a helyeket
géncentrumoknak nevezte. Ebben az értelmezésben véve dsszesen nyolc elsddleges, mig harom
masodlagos géncentrum van. A paprikdé Dél-Mexikoban taldlhatd (Bianchetti & Barboza,

2005)

A paprika a ndvények (Plantae) orszégaba, a zarvatermok (Magnoliophyta) torzsébe, a
kétsziklieck (Magnoliopsida) osztdlyaba, a burgonyavirdguak (Solanales) rendjébe, a
burgonyafélék (Solanaceae) csalddjaba, a Capsicum nemzetségbe tartozik. Magyarorszagon
koztermesztésben fOleg a Capsicum annuum fajt termesztik fogyasztasra. Vilagszerte 5
kiilonb6zd paprikafaj terjedt el. Kozép- és Dél-Amerikdban a cserjés paprika (Capsicum
frutescens) az Oshonos, valamint kinai paprika (Capsicum chinense) €s a bogyds paprika
(Capsicum baccatum) szintén Dél-Amerikabol szarmazik. Ezek mellett pedig még emlitést

érdemel a szOrds paprika (Capsicum pubescens) (Balazs S., 1994).

Egyéves novény ¢lettartamat tekintve. Az optimalis hdmérséklet a paprika szdmara a
18-30 °C, de 35 °C felett mar nehezen termékenyiil, mig 10 °C alatt a novény karosodik. 25+7
°C a héoptimuma (Somos, 1981). Fényigénye nagy, minimum 5000 lux-ra sziiksége van, napi
12 6ras megvilagitasban. Nagy a vizigénye, a tenyészidd alatt 600—700 mm vizet igényel, igy
ezek fliggvényében a természetes csapadékmennyiséget ontdzéssel ki kell egésziteni. A ndvény
a legtobbet a talaj vizkapacitdsanak 60—70 %—os telitettsége mellett képes teremni (Terbe és
Slezak, 2008). Gyokérzetét tekintve orsogyokérrel rendelkezik, amelyen buja oldalgydkerek
vannak, amelyek a talajban 30-60 cm-re nyulnak le. Hajtasrendszeriiket tekintve két csoportba
rendezhetdk, folytonos novekedésii és determinalt fajtdk. Az fiatalkori lagy szar idével kezd
melyek mérete eltérd lehet. A nemzetségek elkiilonitésében jelentdsége van ezeknek a
kiilonbségeknek. Egyszerti, épszEli levelei vannak, feliiletiik sima és egy levéllemez egy
levélnyélhez kapcsolodik. A levelek elhelyezkedése keresztben atellenes vagy szort allasu lehet
(Terbe et al., 2005). A viragzas fohajtason indul meg, majd ezt kovetden a mellékhajtdsokon
folytatodik (Kato és Tanaka, 1971). Az egylaki, valtivart, ontermékenyiilé viragok az
agvillakban helyezkednek el. 5-7 db porzo talalhaté egy virdgban és portokonként 11000-18000



db pollen van benne. Ha 70-80%, vagy magasabb a levegd relativ paratartalma, valamint ha tal
alacsony a léghémérséklet (16 °C alatti), akkor termékenytilési problémak l1éphetnek 6l a

pollenek Gsszetapadasa és a viragok elrugédsa miatt.
A viragok szine fajonként eltérd, leggyakoribb a fehér szinii, de el6fordul a lila és sarga
szinil virag is.

Etkezésre a paprika termését (felfiijt bogyotermés) hasznaljuk. A termés szine, mérete,
alakja és ize fajonként ¢s fajtanként eltérd. Alakja lehet szarv-, lapitott-, haromszog-, keskeny
haromszog-, téglalap-, négyzet-, trapéz-, sziv alaka vagy kerekded (1 4bra). (Cseldtei et al.,

1993).

al h) c) ;‘\{ LD’) /)

1. abra: a paprikabogydk hosszmetszetének alakja: a) szarv alaki, b) keskeny haromszog, c) hairomszog, d) trapéz, e)
téglalap, j) négyzet, g) lapitott, h) sziv, i) kerek (Csel6tei et al., 1993)

A paprika magjai kb. 3-4 évig csiraképesek. Ezermagtomege 3-5 g. A magok alakja vese
alaku, sima feliiletliek, sziniik szalmasarga, és magas E-vitamin tartalommal rendelkeznek

(httpl).

A paprika 1494-ben kertiilt Eurdpaba, majd az egész kontinensen elterjedt. Az 1800-as
években honositottdk meg Magyarorszdgon az elsd, nagybogydji étkezési fajtakat.
Magyarorszdgon az elmult 21 év adatait tekintve atlagosan kb. 138 ezer tonna paprika kertil
betakaritasra évente (2. abra), azonban az utdbbi években kevesebb volt a betakaritott
mennyiség a 2007 koriili értékekhez képest. A zdldpaprika vetésteriilete a korabbi évekhez

képest csokkent, 2021-ben kb. 1500 hektaron termesztették. A Magyarorszagra torténd paprika



behozatal az évek soran novekedett, 2021-ben koriilbeliil 12,5 ezer tonna paprikat hoztak be az

orszagba, mig a kivitel 20 ezer tonna koriil stagnal (http2).
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2. abra Magyarorszagon betakaritott paprikamennyiség tonniban kifejezve 2000 és 2021 kozott (forras: KSH)

A magyar emberek évente atlagosan 12 kg paprikat fogyasztanak, tehat jelentds szereppel bir
az ¢élelmezésben. Mivel alacsonyabb az orszag paprika fogyasztdsa, mint a megtermelt

mennyiség, igy képes hataron tali értékesitésre is (Tégla et al. 2006).

2.2. A Xanthomonas jellemzése

2.2.1. A Xanthomonas taxonomiaja

A baktériumok orszagaba, a Proteobaktériumok térzsébe, a Gammaproteobaktériumok
osztalyaba, a Xanthomonadales rendbe, a Xanthomonadaceae csaladba és a Xanthomonas
genusba tartozo jelentdsebb novénykorokozo baktériumfajok a Xanthomonas euvesicatoria pv.
euvesicatoria, Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans, Xanthomonas Hortorum pv.
gardneri, Xanthomonas vesicatoria. Pélcika alaki Gram-negativ baktériumok, mozgékonyak,
egy flagellummal rendelkeznek és aerob életmodot folytatnak (Potnis et al., 2015). EPPO
kodjaik XANTEU, XANTVE, XANTPF és XANTGA. A nevezéktant illetéen az évek soran

folyamatosan valtozott a korokozok elnevezése.

Az els6 jelentések kozel egy idében jelentek meg Dél-Afrikdban és az Amerikai
Egyesiilt Allamokban az 1920-as évek elején. A baktériumot ekkor Bacterium Vesicatorium-
nak nevezték (Gardner & Kendrick, 1921), majd atnevezték és 0j nevet kapott, Xanthomonas
Vesicatoria (Dowson, 1939). Ezt bizonyos Xanthomonas fajok jraosztalyozasa kovette, igy

Xanthomonas campestris pathovar vesicatoria lett az 1j neve a kérokozoénak (Young et al.,



1978). Az egykori Jugoszlavia teriiletén paradicsombdl izolalt baktériumot Pseudomonas
gardneri-nek nevezték el (Sutic, 1957), majd tovabbi kutatdsok soran kideriilt, hogy ebben az
esetben azonban egy Xanthomonas torzsrél van sz (Jones et al., 2000). Molekularis genetikai
vizsgalatok alapjan négy csoportot hoztak 1étre (A, B, C és D). A legfrissebb allaspont szerint
a paprika ¢és a paradicsom Xanthomonas fertézései kozott egyiittesen négy fajt kiilonbdztetiink
meg, Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria, Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans,

Xanthomonas Hortorum pv. gardneri és Xanthomonas vesicatoria (Moriniere et al., 2020).

2.2.2. A Xanthomonas gazdasagi jelentéssége

A baktériumos levélfoltossag vilagszerte elterjedt betegsége a paprika (Capsicum
annuum L.) és paradicsom (Solanum lycopersicum L.) ndvényeknek. Kornyezeti igényeit
tekintve kedveli a magas paratartalmat és a meleget. A Xanthomonas hortorum pv. gardneri az
EPPO A2-es listajan szerepel, ezek értelmében karantén (zarlati) korokozonak szamit, tehat
szigora ellendrzés alatt allnak a behurcolasra alkalmas termékek behozatalanak ¢és

termesztésének szabalyozasai (http3).

2.2.3. A Xanthomonas gazdanovénykore

A legnagyobb gazdasagi kart egyértelmiien a Solanaceae csalad ndvényein okoz a
baktérium, kiillonodsen a kiilonboz6 paprika fajokon (Capsicum annuum, Capsicum baccatum,
Capcicum pubescens, Capsicum chinense) és paradicsom fajokon (Solanum lycopersicum var.
cerasiforme, Solanum pimpinellifolium) (Stall et al., 2009). Egyes forrasok szerint bizonyos
baktérium fajok kizarolag a paradicsomot vagy a paprikat képesek fertdzni, de eléfordul olyan
is, hogy mindkettét. A Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria és a Xanthomonas
hortorum pv. gardneri a paprikat és a paradicsomot is egyarant képes megfertézni, mig a
Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans torzs jellemzden a paradicsomot fertézi (Timilsina et
al., 2015), azonban az utdbbi években izolaltak mar paprikan is a baktériumot (Newberry et al.,
2019). Emellett a Solanaceae csalad tobbi tagjat is képes fertdzni, pl.: Datura spp., Solanum
spp., Nicotiana rustica (EPPO, 2013). A Solanaceae csalad ndvényein kiviili ndvényeken is
okozhat tiineteket, példaul megfigyelték mar Amaranthus lividus, Physalis pubescens ¢és

Euphorbia heterophylla fajokon is (Song et al., 2019, Santos et al., 2020).



2.2.4. A Xanthomonas rezisztencia gének

A baktériumos levélfoltossag rezisztencia génjeit Bs-nek roviditik, az angol bacterial
spot utan. Korabban leirt gének a Bsl, Bs2, Bs3, Bs4, bs5, bs6, Bs7 és bs8, melyek koziil a
koztermesztésben 1évo fajtakban a Bs1, Bs2 és Bs3 van jelen. A kérokozd11 rasszal rendelkezik,
amelyek ellen eltéré foku rezisztenciat biztositanak a korabban emlitett rezisztencia gének (3.
abra). A Bsl, Bs2, Bs3, Bs4 gének dominans modon 6roklddnek, ezért hagyomanyos nemesitési
madszerrel egyszerlibb bejuttatni a kivant névényi vonalakba, mig a monogénesen, recessziv
modon 6roklédé bsh és bs6-ot, ezek azonban az Osszes rassz ellen biztositanak rezisztenciat
(Jones et al. 2002). A bs8 gén is recessziven 0roklddik, és hatdsosnak bizonyul a X. gardneri
fertdzésekkel szemben (Zeng et al., 2020). Mivel egyre gyakrabban iiti fel fejét a Xanthomonas

fertzés vilagszerte, ezért egyre relevansabb az 0j rezisztencia forrasok keresése.

A dominans rezisztencia génekkel rendelkezé novények hiperszenzitiv reakcioval (HR)
védekeznek a korokozok ellen, ami értelmében a fertézés hatasara nekrotikus foltok lesznek
lathatéak a ndvényen a fert6zés koriil (Klement et al, 1964). A HR kovetkeztében a ndvény
elpusztitja a sajat sejtjeit reaktiv oxigéngyokokkel és fitoalexinekkel annak érdekében, hogy ne
terjedjen tovabb a baktérium sejtrdl sejtre. Ez a reakcio6 faj specifikus, ugyanis nem minden
patogén ellen nyujt védelmet. A hiperszenzitiv reakcid hatterében a gén a gén ellen
kolesonhatas all, ami a korokozoban talalhato avirulencia gén és a ndvényben 1évo rezisztencia

gén kozotti interakcid (Minsabage et al., 1990).

A recessziv rezisztencia génekkel rendelkez6é novények esetén nem alakul ki a fert6zott
levélen HR, tehat nem lesz lathaté klorotikus folt a fert6zés helyén, hanem enyhén

elhalvanyodik a levél szine, azonban asszimilacios képességben kiesés nem fog gazdasagi kart

okozni.
Rezisztencia
gén Azonosito Fajta
Bsl P1 163192 C. annuum
Bs2 P1260435 C. chacoense
Bs3 P1271322 C. annuum
Bs4 P1235047 C. pubescens
bs5 P1 163192 vagy PI1 271322 | C. annuum
bs6 P1 163192 vagy PI1 271322 | C. annuum
Bs7 1556 C. baccatum var. pendulum
bs8 P1 163192 C. annuum

3. abra Rezisztencia gének forrasa (Stall ez al., 2009, httpS, Sharma et al., 2022)
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2.2.5 A Xanthomonas tiinetei a novényen

A betegség fenotipusos megjelenésére levélfertdzés esetén vilagos barna, majd sététedd
foltok jelennek meg a novény levelén, amelyek vizenyds hatast keltenek. A pards, esos
kornyezet és az Ontdozés fokozza a tlinetek megjelenését. A foltok alakja szabalytalan,
elsargulnak ¢€s a levél szinén besiippedhetnek (4. dbra) (Osdaghi et al., 2021). A Xanthomonas
gardneri nagyobb foltokat okoz a termésen, mint a tobbi Xantomonas faj (Ma et al., 2011) és

agresszivebb is 20°C-on, azonban kevésbé hatékony a fertézése 30°C-on (Araujo et al., 2011).

A baktérium elsédleges fertdzési forrasa a vetomag. Akar 10 évig is életképes maradhat
a koérokozé a vetémag felszinén (Bashan et al. 1982). A csapadék miatti homokfelverddés
kisebb sebzéseket okozhat a paprika termésén, amellyel szabad utat nyithat a baktérium okozta

fert6zéseknek is.

4. abra Xhg fertozés paprika levélen (http3)

A fertdzés hatasara a csokkent asszimiléacios feliilettel rendelkezé ndvény kondicidja
gyengébb lesz, ezaltal kisebb terméshozamot fog produkalni, tehat a betegség gazdasagi kart

okoz. A betegség tiinetei el0szor a ndvény alsobb levelein jelennek meg, majd ezt kdvetden a
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felsébb levelekre is atterjed. A ndvényt a sztomakon bejutva €s a sebzéseken keresztiil tudja
megbetegiteni a korokozo, amely a magon, lehullott leveleken vagy a talajban képes

fennmaradni.

A bogyofertézés soran kezdetben elvizenydsodo foltok jelennek meg, amelyek helyén

iddvel klorotikus, majd nekrotikus sejtelhalas lesz lathato, végiil varasodod hegek maradnak (5.

abra).

5. abra Xanthomonas tiinetek paprika termésén (http6, http7)

A betegség megel6zése céljabol elengedhetetlen az egészséges szaporitdanyag
beszerzése, jol szell6z6 allomany kialakitdsa, a lehullott ndvényi maradvanyok eltavolitasa €s

a j6 kondicidhoz sziikséges koriilmények biztositasa.

2.3. Paprika integralt védelme

A karositok elleni integralt védekezés soran az els6 1épés a megeldzés. A fertdzésmentes
szaporitdanyag alkalmazéasa mellett az adott fert6zésre rezisztens vagy ellenallo fajtahasznalat
ajanlott. Agrotechnikai védekezésként a vetésvaltas, megfeleld tdpanyagutanpotlas, ndvényi
maradvanyok eltavolitasa, valamint az drvakelések szabalyozasa kiemelt fontossagu. A ndvény
szomszédsaganak megvalasztasanal ligyelni kell arra, hogy megfeleléen legyen el térben és
idében helyezve a ndvény. Keriilni kell a Solanaceae csalad novényeit a vetésforgdban a kdzos

kartevok és korokozok miatt.

2.3.1. Paprika korokozoi

A paprika betegségei koziil a CMV, TMV, ToMV, TSWV és a ToBRFV jelentenek

veszElyt a termesztésére. A CMV levéltetvekkel (Myzus persicae) és mechanikailag is terjed, a
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TMV, ToMV és TSWV tripszekkel (Thrips tabaci, Frankliniella occidentalis), valamint nfvényi
maradvanyokkal terjednek, a ToBRFV pedig mechanikailag (Rotenberg ef al., 2015).

Ha a kabocak (Hyalesthes obsoletus) elszaporodnak, akkor azokban az években feliitheti

a fejét az altaluk terjesztett sztolbur beetegség (Stolbur phytoplasma).

A baktérium betegségek koziil a Pseudomans viridiflava és a Xanthomonas vesicatoria
¢és Xanthomonas horturum pv. gardneri altal okozott fertézések jelentik a legnagyobb gazdasagi
kart. A vetdmaggal terjednek, annak feliiletén maradnak fenn, vagy a ndvényi maradvanyokon.
A tarolds soran is problémat jelenthetnek. Kedvez a betegségeknek a magas hémérséklet és a
magas (90%-o0s) paratartalom is, illetve a nem megfelelden szell6z6 dlloményokban is nagyobb

eséllyel jelentkeznek.

A gombas megbetegedések koziil a palantaddlés (Pythium spp., Thanatephorus
cucumeris/Rhizoctonia solani) koérokozoéi is jelenthetnek problémat (Nemta et al., 1951).
Szabadf6ldon ha tal magas hdmérsékletnek van kitéve a palanta akkor jelentkezhet, hajtatdsban

pedig a tilzott 6ntdzés hatasara jelenhet meg a kérokozo.

A lisztharmat (Leveillula taurica) a lehullott leveleken tud fennmaradni és fertdzési
forrast jelenteni. A gomba micéliummal telel. Magas hémérsékleten (26-30 °C) és magas relativ

paratartalom (95%) sziikséges a korokozonak.

Az alternarids maghazrothadas (Alternaria alternata) micéliummal marad fonn a

ndvényi maradvanyokon, maggal nem terjed és a nyitott bibepontu fajatk érzékenyebbek.

2.3.2. Paprika kartevoi

A gydkérgubacs fonalférgek (Meloidogyne incognita, Meloidogyne hapla, Meloidogyne
enterolobii) a ndvény gyokerén okoznak gubacsokat, amelyek a ndvényen tapanyagellatasi
problémakat okoznak, ezért azok visszamaradnak a ndvekedésben, hervadnak és csokken a
betakarithatd termés mennyisége is (Bir6o & Toéth, 2009). Ellendllo fajtakkal,

riasztondvényekkel és drasztikus esetben talajfertStlenitéssel lehetséges védekezni elleniik.

A kétfoltos takacsatkdk (Tetranychus urticae) levélfondkon szivogatnak, illetve
szovedéket készitenek. Kedvelik a széraz és meleg kornyezetet, a ndstény telel at (Knapp,

2000).
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A levéltetvek (pl.: Myzus persicae) jelentds virusvektorok és emellett a mézharmat
uritésiikkel kedvezd koriilményeket teremtenek a masodlagos fertdzések kialakulasdhoz

(korompenész) (Bozsik, 2011).

A Tripszek kartétele a virusvektor mivoltukbol fakaddan a legjelentésebb. A tripszek és
levéltetvek elleni védekezésben egyarant a leghatékonyabb védekezés a megeldzés. A
palantaneveld berendezések ferttlenitésével csokkenthetd a kartétel esélye. Csapdazassal
nyomon tudjuk kovetni a kartevok jelenlétét és 1étszamukat. Ehhez kék és sarga ragacslapokat

hasznélhatunk (T6th et al., 2000).

Uveghazi molytetii (Trialeurodes vaporariourum) kértétele a virusvektor szerepiikben

¢és a korompenész eldsegitésében mutatkozik meg (Voinich et al., 2015).

A gyapottok bagolylepke (Helicoverpa armigera) hernydja a termésbe beragva karosit

¢s azzal piacképtelenné téve azt.

2.3.3. Paprika gyomkarositoi

Szabadfoldi termesztés esetén problémat okozhatnak a gyomndvények, ugyanis a
kompeticié révén elvonhatjdk a novények el6l a nedvességet és tapanyagokat, valamint
kiilonboz6 betegségeknek gazdandvényeiként fertdzési forrast jelenthetnek. Eletforma csoport
szerint a T4, G1 és G3 csoportba tartoz6é ndvények okozhatnak gondot, mig iiveghdzakban a

koraibb, magrol kelé T1 és T2 életforma csoportba tartozok (Ujvarosi, 1973).

A Solanaceae csaldd gyomnovényei (Datura stramonium, Solanum nigrum, Solanum
dulcamara) kiillondsen nagy kart tudnak okozni, mert kozos fert6zési forrasai lehetnek a szintén
Solanaceae csaladba tartoz6 paprikat fert6z6 betegségeknek (Reisinger, 1996). A kbzos

novénycsaladd miatt a novényvéddszeres védekezést nehéz szelektiven megoldani.

2.3.4. E16 hasznos szervezetek és biologiai védekezés

A termesztési teriilet biologiai kozosségéhez nem csak a kartevd és korokozd
szervezetek tartoznak hozza, hanem a hasznos ¢l szervezetek is. A ndvényvédelmi

beavatkozasok soran iigyelni kell ezen szervezetek kimélésére (Zentai et al., 2006).
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A levéltetvek szadmat gyéritik a katicabogarak (Coccinellidae), zengdlegyek
(Syrphidae), tatyolkdk (Chrysopidae) €s a levéltetli fliirkészdarazsak (Aphidiidae), valamint
pokok (Araneae).

A tripszek kartételét mérsékelni képesek kiilonbozo ragadozd poloskdk (Orius niger,
Orius laevigatus, Amblyseius cucumeris) (Houten et al., 1995), amelyeket kiilonb6z6o
kiszerelésben meg lehet vasarolni és célzottan betelepiteni a kivant teriiletre. Emellett a pokok

(Araneae) alkalmazasi is sikeres (Ban et al., 2007).

A takdcsatkdk ellen alkalmazhaté ragadozo takdcsatka (Typhlodromus pyri) (Ripka,
2009), iiveghazi molytetvek ellen parazitoid fémfiirkész (Encarsia formosa), fonéalférgek ellen

pedig hurokvetd gombak (Arthrobothrys oligospora).

2.3.5. Védekezés a Xanthomonas fertozés ellen

Az integralt novényvédelemnek koszonhetden gazdasagosabb és kornyezetkiméldobb
technologidk alkalmazasa terjed a termesztok korében. Az egyik modja a biologiai védekezés,
amely keretein belill tobbek kozott antagonista szervezeteket alkalmaznak, ezzel visszaszoritva
a baktériumfertézést. Példaul a Pseudomonas fluorescens SF4c levélen torténd alkalmazasa
sordn a baktérium altal termelt bakteriocin 40%-kal képes csokkenteni a X. vesicatoria éltal
okozott megbetegedést (Principe et al., 2018). A bakteriofag pXaF'18 virus kisérletekben
bizonyitotta hatasat (Rios-Sandoval et al., 2020).

A ndvényi aktivatorok alkalmazasa a ndvény szisztémas szerzett rezisztenciajan alapul
(SAR). Bizonyos vegyiiletek alkalmazasa nyomén, mint példaul az acibenzolar-S-metil, a
novény hatasosan tud védekezni a fertdzéssel szemben (Obradovic et al., 2005). Ha a megel6z6
¢s bioldgiai modszerek nem bizonyulnak eredményesnek, akkor a kémiai védekezés sordn a réz
alapu (réz-hidroxid, réz-oxiklorid) novényvéddszerek alkalmazasa kovetkezhet. A réz
alkalmazasa kornyezetterheld, ezért fenntarthatobb, ha akar nemesités, akar bioldgiai

készitmények, vagy ezek kombinalt alkalmazasaval torténik a védekezés (Stall ez al., 2009).

2.4. Baktérium és novény kapcsolata

A baktériumfertdzések kiillonb6z6 megbetegedéseket okozhatnak gazdasagi
novényeinknek, mint példaul hervadast, tumorképzddést, lagyrothadast, nekrozist stb. A
tiinetek eldidézéséhez a korokozonak tomegesen kell felszaporodnia a névényben. A ndvény

védelmi rendszerének képesnek kell lennie arra, hogy kiilonbséget tudjon tenni az idegen
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anyagok ¢és a sajat maga altal szintetizalt fehérjék kozott. Amennyiben idegen anyagot észlel a

ndvény, akkor mihamarabb valaszreakcioval kell reagalnia.

Inkompatibilis kapcsolat

Altalanos (PAMP) felileti elicitorok
Pl. flagellin,

LPS
A

Baktérium

LRR
sejtfal
Multifunkcionalis || fellileti receptorok
N .
O kinaz >
N effektor Avr NH effektor S
3 ! Rassz- spemf‘kus li; Nem-gazda ‘N @
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N0 M MAPK N
S kaszkad o g g
S 2 o2
C EIR + LIR tipusu HR tlpusu :E
(O védekezési rendszer veédekezesi rendszer
© beinditasa beinditasa
wld
SAR

ROS -Antimikrobialis _ N
(pl. kitinaz) (ROS) indukcio

*Sejtfalerdsité QPO — .
Hzozwchanizmisok beindy Membran karesiiae
Baktériumgatlas Novényi sejthalal

6. abra Inkompatibilis n6vény-mikroba kolcsonhatas altal kivaltott immunvalaszok (Klement, 2004)

Az inkompeatibilis kapcsolat soran a kérokozé nem tud megbetegedést okozni, ugyanis a novény
valaszreakcioi nem teszik lehetévé a koriilményeket a fert6zéshez (6. abra). A ndvényi
aktivatorok alkalmazasa a novényvédelemben is ezen az elven alapul, pl. Foszetil-Al

(Nemesthoty & Guest, 1990).
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Kompatibilis kapcsolat
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7. abra Kompatibilis névény-mikroba kélcsonhatas (Klement, 2004)

A kompatibilis kapcsolat esetén (7. abra) a ndvény nem képes felismerni a korokozo Avr génjét,
igy elmaradhat, vagy késdi valasz érkezhet a névény részérdl, amely nem elegendd a kdrokozo

terjedésének megallitdsahoz.

2.5. Molekularis modszerek

2.5.1. Polymerase chain reaction (PCR)

A polimeraz lancreakcio soran egy kivalasztott DNS szakasz in vitro sokszorositasa
torténik. Kary B. Mullis nevéhez flizédik a technolédgia kidolgozasa, amely az 1985-6s évben
keriilt bejelentésre (Mullis & Faloona, 1987). A DNS denaturdldsat kovetéen hozzaadott
polimerdz enzimek minden ciklus végén funkcidjukat veszitették a magas hdmérséklet miatt,
ezért minden ciklus kezdetén jbol hozza kellett adni Oket. Késdbb felfedeztek egy hdstabil
polimeraz enzimet (Taq polimeraz), amelyet a Therminus aquaticus baktériumbol nyertek ki,
igy ennek segitségével nem kell minden ciklus utdn 0j polimerdz enzimet hozzdadni a

reakciohoz (Hajosné, 1999).
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A reakciohoz a polimerdz mellett sziikkség van a DNS mintara, az amplifikdlni kivant

DNS szakasz primerjeire, dezoxiribonukleotid-trifoszfatokra (ANTP) a leendd szakaszok

épitdelemeinek biztositdsara, pufferre, amely a polimeraz enzim miikddéséhez megfeleld
ionerdsség biztositasahoz sziikséges, illetve Mg?* ionok.

A PCR soran tobb ciklus koveti repetitiven egymast. A magasabb hdmérsékleten torténd

DNS szalak denaturalasa utan a primerkotddés kovetkezik alacsonyabb héfokon, majd ettdl

magasabb hdmérsékleten torténik a lanchosszabbitds. Amint véget ért a lanchosszabbitas,

kezdddik eldlrdl a folyamat. Minden ciklus végén a kapott DNS termék az el6z6 ciklus négyzete

lesz. A minél jobb PCR termékek érdekében a primerek optimalis tapadasi hémérsékletének

megvalasztasaval ¢és a ciklusok szdmaval lehet optimalizalni. A termékeket gélelektroforézis

sordn tudjuk vizsgalni (Hajosné, 1999).

2.5.2. Molekularis markerek tipusai

Tobbféle csoportositasi modja 1étezik a molekularis markereknek. A legéltalanosabb az,
hogy oOroklddésmenetiik szerint domindns ¢és kodominans csoportba soroljuk &ket.
Segitségiikkel lehetdség nyilik a diploid névények homozigota €s heterozigota egyedeinek az

elkiilonitésére (Hartl, 1988).

A leggyakoribb dominans markerek koz¢ tartoznak a Random Amplified Polymorphic
DNA (RAPD), Inter-Simple Sequence Repeat (ISSR), és az Amplified Fragment Lenght
Polymorphism (AFLP), mig kodominans markerek a Restriction Fragment Lenght
Polymorphisms (RFLP), Mikroszatellitek (SSR), Sequence Characterised amplified regions
(SCAR), ¢és a Cleaved amplified Polymorphism (CAPS) (Idrees & Irshad, 2014).

2.5.2.1. RAPD

A RAPD-k révid (10 bp), random szekvenciaval rendelkezé primerek, amelyeket a DNS
fragmentek amplifikdlasdhoz PCR hasznalataval alkalmaznak. Ezek az ologonukleotidok
forward és reverse primerként is szolgalhatnak, valamint parhuzamosan t6bb genomi helyrdl
(1-10) is keletkezhet termék. A termékeket PAA vagy agar6z gélen elvalasztva, lehetséges lesz
polimorfizmust talalni. Ezek a kiilonbségek az eltéré primerkotohelyek, vagy az amplifikalt

régidban talalhat6 deléciok, inverziok, és inszerciok miatt adodhatnak. Alkalmazésanak elénye,
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hogy az ismertlen DNS szekvencidval rendelkezd mintakon képes a kiilonbségek kimutatasara,
kevés a templat DNS igénye és gyors. A fragmentumok az esetek nagy részében dominans

jellegliek (Hadrys et al., 1992).

2.5.2.2. ISSR

Az ISSR-ek olyan DNS fragmentek, amelyek 100-3000 bp-bol allnak és szomszédos,
mikroszatellit szekvenciakat lehetséges felhasznalni markerként. Ez a technologia 6tvozi a
mikroszatellitek, AFLP és a RAPD-k univerzalitasat. Az ISSR markerek az esetek jelentds
részében polimorfok, igy hasznosak a genetikai kiilonbségek, filogenetikai és génkapcsoltsagot

célz6 kutatdsok soran. Az esetek nagy részében dominans jellegiiek (Reddy et al., 2002).

2.5.2.3. AFLP

Az AFLP-t a polimorfizmus kimutatdsdra alkalmazzdk. A DNS-t két enzimmel
emésztik, majd adapterek kapcsolnak a kapott fragmentumokhoz, amelyek az adapterekre
komplementer szekvencidkat és szelektiv bazisokat tartalmaznak. Alkalmazasanak eldnye,
kiilonbségek kimutathatok legyenek. A fragmentumok legtobbszor dominans jelleggel birnak
(Vos et al., 1995).

2.5.2.4. RFLP

Az RFLP technika kiilonb6zé mintak kozotti kiilonbségek indikalasara vald. Azon
alapul, hogy a restrikcios endonukledz hasitohelyeinek szekvencidjaban végbemend mutaciok
okan eltérd hosszisagi fragmentumokat fog eredményezni, amelyek felismeréséhez DNS-
probédkat alkalmaznak. A hasitohelyek kozott taldlhatd szekvencidkat delécid, inszercio,
inverzio, duplikacio, valamint transzlokéacio léphet fol, amely soran polimorfizmust lehet
detektalni. Ezekhez a probakhoz klonozott géneket, szintetikus oligonukleotidokat, vagy cdns
szekvenciakat is felhasznalhatnak. Legtobbszor kodominans jelleglieck (Beckman & Soller,

1986).
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2.5.2.5. SSR

Az SSR-ek, vagy masnéven a mikroszatellitek rovid, ismétlédd, 1-6 bp-bol alld
nukleotidok. Tobbségiik polimorf, kodominansan 6roklddnek. A magas aranyu mutalodési
képességiiknek és a genomban torténd gyakori eléforduldsuknak kdszonhetéen elterjedten
alkalmazzak 6ket markerként a populacié genetika, géntérképezés és taxonomiai kutatdsok
teriiletein. Specidlis primerek hasznalatadval PCR sordn lehet amplifikalni ket (Schlétterer,

2000).

2.5.2.6. SCAR

A SCAR-ek segitségével tudunk 16kusz specifikus markereket késziteni. A DNS-t PCR-
rel amplifikdljuk 15-30 bp-os, specidlisan tervezett primerek felhasznalasaval, amelyek
klonozott RAPD fragmentumokbol szarmaznak. A technoldgia eldnye, hogy gyors, és magas a
reprodukcios képessége, hatranya pedig, hogy rendelkezniink kell informéciokkal a szekvenciat
illetéen, hogy specidlis PCR primert tudjunk tervezni. Legtobbszor kodominans jelleggel
rendelkeznek (Paran & Michelmore, 1993).

2.5.2.7. CAPS

A CAPS proba soran amplifikdlt DNS fragmentumokat emésztenek restrikcios
endonukledzzal, hogy lathatova tegyék az RFLP-ket. Specidlis szekvenciaval rendelkezd
primereket alkalmaznak egy mar kordbban térképezett DNS szekvencia vizsgalatara.
Alkalmazhat6 példaul heterozigozitds megallapitdsara. Agardz gélen szemmel lathato
eltéréseket lehet megfigyelni a kiilonbozé mintdk kozott. A technologia eldnye, hogy
legtobbszor kodominansak a markerek, valamint 16kusz-specifikusak, hatranya pedig, hogy

szekvenciaspecifikus primereket kell tervezni hozza (Konieczny & Ausbel, 1993)
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3. Anyag és modszer

3.1. Fenotipizalas

3.1.1. Novényi anyag

A United States Department of Agriculture Agricultural Research Service (USDA ARS)

altal fenntartott génbanki gylijteményébdl szarmazod vad Capsicum baccatum magokat

hasznaltuk a vizsgélatainkhoz. A vizsgalt 119 darab génbanki tételt koziil 97 darab C. baccatum

var. pendulum, 7 darab C. baccatum var. baccatum, 2 darab C. baccatum var. pratermissum, 2

darab C. baccatum var. umbilicatum volt és 11 esetben a varidns nem volt meghatarozva (8.

abra).

Viltozat | Azonosité | Valtozat | Azonosité | Valtozat | Azonositéo | Valtozat | Azonosité | Valtozat | Azonosité
pendulum | Pl 441536 pendulum Pl 260458 | penduium | Pl1441517 | pendulum Pl 593606 baccatum Pl 215699
pendulum | Pl1441561 | pendulum P1 441548 | pendulum | Pl 281311 | pendulum Pl 596057 baccatum Pl 439360
pendulum | Pl 441577 pendulum Pl 441516 | penduium | Pl1441543 | pendulum Pl 639650 baccatum Pl 633752
pendulum | PI1441537 | pendulum P1 441518 | penduium | P1441544 | pendulum Pl1 257135 baccatum P14358361
pendulum | PI1441584 | pendulum P1 200729 | penduium | P1441578 | penduium Pl 267729 | umbilicatum | Pl 497974
pendulum Cbpl pendulum P1 257133 | penduium | P1441550 | pendulum P1 439382 | umbilicatum | Pl 643124
pendulum | Pl 441558 | pendulum P1 596054 | pendulum | P1441552 | pendulum P1 439363 |praetermissum | Pl 441656
pendulum | Pl 441597 | pendulum P1 439362 | pendulum | P1441567 | pendulum P1 585240 |praetermissum | Pl 594140
pendulum | PI1487972 | pendulum P1 238062 | penduium | P1441596 | pendulum P1 585241 nfa P1424732
pendulum Cbp2 pendulum PI1 260545 | penduium | P1441533 | pendulum Pl 596058 nfa Pl 653669
pendulum | Pl 441554 pendulum P1 438365 | penduium | Pl1441535 | pendulum Pl 632923 n/a P1 438377
penduium | Pl 441557 | pendulum P1 441521 | pendulum | Pl 355813 | pendulum Pl 260591 nfa Pl 431604
pendulum | Pl 260543 pendulum Pl 441522 | penduium | Pl 281340 | pendulum Pl 260546 n/a PI 257110
pendulum | PI1441553 | pendulum Pl 441524 | pendulum | P1257134 | pendulum Pl 260593 nfa P1 585248
pendulum | Pl1441575 | pendulum P1 441525 | pendulum | P1159242 | pendulum Pl 441520 nfa Pl 438412
pendulum | P1441581 | pendulum Cbp3 pendulum | Pl 198506 | pendulum Pl 632925 nfa Pl 666546
pendulum | Pl1441538 | pendulum Cbp4 pendulum | Pl 241674 | pendulum Pl 441560 nfa Pl 585247
pendulum | Pl 441568 | pendulum PI1 370010 | pendulum | P1583932 | pendulum Pl 441583 nfa P1 585243
pendulum | Pl1441574 | pendulum Pl 441519 | pendulum | P1585245 | pendulum Pl 441545 nfa Pl 585242
pendulum | Pl1441576 | pendulum P1 260592 | penduium | P1585244 | penduium Pl 441562

pendulum | Pl1441541 | pendulum Pl 441564 | pendulum | P1596055 | pendulum Pl 441551

pendulum | Pl 441542 pendulum Pl 281309 | penduium | Pl 639648 | pendulum Pl 441540

pendulum | Pl1441588 | pendulum P1 439366 | pendulum | P1632928 | baccatum Pl 631150

pendulum | Pl 260542 | pendulum Pl 260541 | pendulum | P1632927 | baccatum Pl 439384

penduium | Pl1441580 | pendulum P1 441563 | pendulum | P1585239 | baccatum Pl 260434

8. abra Vizsgalatainkban felhasznalt Capsicum baccatum azonositok listaja
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3.1.2. Sterilezés

A felhasznalt novények magjait kalcium-hipokloritos (Ca(ClO),) oldatban sterilizaltuk.
A sterilizalas elején a magokat steril Milli-Q vizben aztattunk 3 6ran keresztiil a sterilizalas
hatékonysaganak novelése érdekében. Aztatds utdn 10%-os Ca(ClO), oldatba helyeztiik a
magokat 20 percre. Az oldatba néhany csepp Tween20-t kevertiink, amely segiti a sterilizalas

hatékonysagat. A sterilizilasat kovetden a magokat haromszor mostuk steril Milli-Q vizben.

3.1.3. MS20 taptalaj

A magok Ca(CIOH); oldatos feliileti sterilizalasa utan steril fiilkében (laminaris fiilke)
vetettiik 6ket steril ndvényneveld iivegekbe. Téaptalajként Murashige-Skoog (1962) MS20-at
hasznaltunk (9. abra).

NH,NO, 16,50 g H;BO, 620 mg MS makro (10x) 100 ml
KNO, 19 ¢ MnSO, x H,O 1560 mg MS mikro (1000x) 1 ml
CaClL,x2H,044¢g /nS0O, x 7 H,O 860 mg KI0.83 mg
MgSO,x7H,03.7 g NaMoO, x 2 H,O 25 mg NaFe EDTA 36,7 mg
KH,PO, 1,7 ¢ CuSO, x 5 H,0 2,5 mg Myo-Inositol 100 mg
CoClx 6 H,0 2.5 mg Thiamin-HC10.1 mg
KI Img/ml Pyridoxin-HCI 0.5 mg
Glicin2 mg
Szachar6z20 g
pH 5.8
agar(oxid) 6.5 g

9. abra MS20 taptalaj dsszetétele

1M-o0s KOH felhasznalasaval allitottuk be a végso pH értéket.

3.1.4. Novénynevelés

Amikor a ndvények elérték a kétleveles allapotot, Klasmann Traysubstrate tapkozeggel
feltoltott cserepekbe helyeztiik at 6ket, amely 14% N, 7% P, 21% K, 1% Mg és 1% mikroelemet
(Cu, B, Mn, Fe, Zn) tartalmazott. Ezt kdvetéen kovetkezett a novények akklimatizalasa, majd
a tovabbnevelésiik tiveghazi koriilmények kozott tortént. A novényeket 24 + 2°C-on, 14/10-es
megyvilagitasi periodussal tartottuk 60% koriili relativ paratartalom mellett. Amikor a ndvények

elérték a 6-8 leveles kort, alkalmasak voltak a fertdzési teszt elvégzésére.
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3.1.5.Baktérium izolatumok

A baktérium fertézéshez az dsszes paprika esetén két kiilonbozd baktérium izolatumot
hasznaltunk. Az SRB-t, amely egy szerbiai szant6foldi izolatum és az LMG962-t, amely a
belgiumi Belgian Coordinated Collections of Microorganisms (BCCM) baktérium bankbol

szarmazik.

A rezisztens fenotipust mutaté novényeken tovabbi fertézéseket végeztiink az Xg51,
Xg152, Xgl153, Xgl56 és Xgl77 Xanthomonas torzsekkel, amelyeket Brian Staskawicz
bocsatott rendelkezésiinkre (Innovative Genomics Institute University of California, Berkeley).
A baktériumokat YDC (Yeast extract-dextose-CaCOj agar) lemezeken novesztettiik két napig,
30 °C-on.

A fertézéshez sziikséges YDC taptalaj 0sszetétele:
S5g gliikoz

40g kalcium-karbonat

5g ¢élesztokivonat

15g agar

MQ vizzel 1 I-re ki kell egésziteni

Az YDC téptalaj sterilizalasa autoklavban tortént.

3.1.6. Infiltralas

A fertdzés infiltralassal tortét, amelyhez a sziikséges baktériumtorzseket felhasznalasig
-70 °C-on taroltuk, glicerinben. A taptalajra torténd oltast steril eszkozokkel steril fiilke alatt
végeztiik. Ezt 2 napos inkubalas kovette 30 °C-on. A feln6tt baktériumtelepekre (10. abra) a
Petri-csészében 700 pl MQ vizet pipettaztunk, majd egy pipetta hegy segitségével
Osszekevertiik és egy Eppendorf-csdbe juttattuk.
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10. abra Baktériumtelep YDC taptalajon (sajat fot6) 11. Abra Baktérium szuszpenzié Falcon csében (sajat fot)

Majd ezt kovetden az Eppendorf-csdbe 700 pl MQ vizet pipettaztunk, és a szuszpenziot
Vortexeltiikk. Ezt kovetden egy-egy Falcon csébe 50 ml vizet mértiink és az baktérium
szuszpenziobol 100 pl -t pipettdztunk hozzd (11. abra). Ezt kovetden a vizes baktérium
oldatokat ismét Vortexeltiik. Ekkor a cs6ben 1évd baktériumszadm labortapasztalatok alapjan

106 cfu/mL.

Alkalmanként 45-50 db névény 2-2 levelét szamoztuk meg baktérium izolatumonként,
majd ezt kovetden a baktériumtorzsekkel elvégeztiik az infiltralast. A baktérium szuszpenziot
fecskenddbe felszivtuk, majd annak végére egy lyukkal ellatott radirt helyeztiink, hogy a levél
fonakjan alkalmazott nyomds minél nagyobb feliilleten el tudjon teriilni és a baktérium
szuszpenzi6é minél konnyebben be tudjon jutni a sejtkdzotti llomanyba (12. dbra). A fertézést
kovetéen a novényeket kontrollalt koriilmények kozott (25 °C, 16/8 oras fotoperiddus)

tartottuk.

12. dbra Infiltrilas (sajat foto)
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3.1.7. Baktérium fertozés Kiértékelése

A bakterialis fertézésre adott fenotipusos vélaszt folyamatosan figyelemmel kisértiik,
mivel az esetlegesen megjelend HR az infiltralast kovetd 16-48 draban megjelenik, de a végsd
kiértékelésre 7 nap utan keriilt sor. Az ekkor tapasztalt valaszreakciok szolgéltak alapul a
tovabbi elkiilonitésre, ahol szenzitiv és rezisztens csoportokra osztottuk a ndvényeket.
Amennyiben egy novény rezisztens volt, akkor a levélen halvanysarga, vildgoszold szinii
elszinezddést tapasztaltunk, majd ezek a tiinetek néhany hét eltelte utan el is multak, a ndvény
nem betegedett meg. Ezzel ellentétben a szenzitiv ndvényeken sotétzold, elvizenydsodo folt
jelent meg, amely irreverzibilis mdédon elszaradt. Tobb esetben a novény le is dobta a fertézott

leveleit.

3.1.8. Baktérium novekedési teszt

Annak érdekében, hogy megallapithassuk, hogy a rezisztencia jelenléte a névényekben
milyen hatdssal van a baktérium sejtszamanak ndvekedésére, valamint a hdmérsékletnek a
rezisztenciara, baktérium ndvekedési tesztet végeztliink. Meghatarozott id6kozonként a
fert6zott levélrészbdl baktérium izolalast végeztiink, hogy kovetkeztetni lehessen a rezisztens
¢s szenzitiv novényekben talalhato baktérium koncentracidra. A fertdzott levelekbdl egy-egy
levélkorongnyi mintat vettiink a fertézéstdl szamitott 0-2-4-6-8-10-12-30. napon, majd 100 pl
MQ viz hozzaadasaval lamindris box alatt steril iivegpalcaval elroncsoltuk a levélkorongot.

Ebbdl az oldatbol egy tizszeres és szdzszoros higitast készitettiink és az igy készitett higitasi
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sor oldataibol 10 pl-t pipettaztunk YDC taptalajra, majd szélesztettiikk. Eldzetes labor

tapasztalok alapjan a 13. abran lathato higitasi sort alkalmaztuk a CFU pontos szamitdsédhoz.

Napok szama |Higitas mertéeke
0 10" és 107

2 107 és 10~

4 107, 10" és 10™
6 107, 10™ és 107
8 107, 10™ és 107
10 107, 10™ és 107
12 107, 10™ és 107
30 10°,10™ és 107

13. abra Alkalmazott higitasok a fert6zéstol eltelt napok fiiggvényében
A kisérletet két ismétlésben végeztiik, az egyik ismétlés novényeit 25°C-os, a masik
ismétlés novényeit 30 °C-os novényneveld kamraban tartottuk. A vizsgalatokhoz 4-4 darab
rezisztens fenotipust mutatdé ndvényt és ugyan ennyi Fehérozont hasznaltunk szenzitiv
kontrolként. A ndvényekrdl a mintavételekre a fert6zéstdl szamitott 0., 2., 4., 6., 8., 10, 12 ¢és
30. napon keriilt sor. A baktériumtelepeket megszamoltuk és az adatokat statisztikailag

kiértékeltiik.

3.1.9. Keresztezés

A fert6zési kiértékelés alapjan kivalogatott rezisztens €s szenzitiv ndvényeket iveghazi
koriilmények kozott neveltiik. A pollen akceptor ndvények virdgainak kasztralasat, a portokok
felnyilasa eldtt végeztiik, hogy ne kovetkezhessen be dnbeporzas, valamint a nem kasztralt
virdgokat is eltavolitottuk. A portokok eltavolitasat a sziromlevelek felnyilasat megel6zden kell
elvégezni, mivel a sziromlevelek felnyilasaval egyidében torténik a pollenszorddas. Pollen
donorként a rezisztens fenotipust mutatdé novényegyedeket hasznéltuk, mig pollen
akceptorként, a tesztelt és Onbeporzast kovetden is, ismételten szenzitiv fenotipust mutatd
mutatd PI1 441537, P1 441597, P1441557, P1 441526 és PI1 441695 azonositokat hasznaltuk. A
kasztralt viragok termékenyitését a felnyilt, rezisztens névényekrdl szarmazo portokok bibéhez

valo érintésével végeztiik.
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3.2. Genotipizalas
3.2.1. DNS izolalas

A DNS izolalast a Zenogene cég protokollja alapjan végeztiik, a névényi DNS

tisztitasara alkalmas kit felhaszndlasaval (ZenBio). A mintdkat fiatal levelekbdl vettiik.

DNS izoldlashoz a mintavétel utan 1,5 ml-es Eppendorf csébe 2 db sorétgolyot
helyeztiink, illetve 260 pul NA ¢és 4,6 ul Rnazt mértiink hozza. Ezt kovetéen 2 percig
homogenizatorban végeztiik a ndvényi szovetek roncsolasat. Ezt kovetden 15 percig 65°C-on
termosztatban majd jégen tartottuk a mintdkat. 80 ul ND oldatot pipettaztunk ra. Jégen tartottuk
15 percig majd ezt kovetden 15 percig 13,000 rpm fordulatszammal centrifugaltuk. A feliiluszot
Ovatosan lepipettaztuk és egy szlirdmembrant tartalmazd, 2 ml-es Eppendorf csdbe pipettaztuk
at 400 ml NF oldattal egyiitt. Ezt kovetéen 2000 rpm fordulatszdmon 5 percig, 5000 rpm
fordulatszamon 2 percig, majd 13,000 rpm fordulatszdmon 1 percig centrifugaltuk. Az atszlirt
folyadékot leontottiik, a membrant pedig kétszer atmostuk 500 pul 70%-os etanollal és 1 percig
5000 rpm fordulatszdmon centrifugéaltuk. Az atfolyt folyadékot minden alkalommal
eltavolitottuk. Ezt kovetden szobahdmérsékleten 15 percig tartottuk a mintékat, hogy az alkohol
el tudjon parologni. Ha ez megtortént, a 65°C-on melegitett E oldatbol 80 pl-t adtunk hozza. A
mintdkat ezek utan 5 percre 65°C-on termoplaten melegitettiik, majd 1 percig 3000 rpm

fordulatszamon és 1 percig 13,000 rpm fordulatszdmon centrifugéltuk,

3.2.2. PCR

A rezisztencidt mutatd C. baccatum és Fehérozon keresztezésébdl szdrmazo F1
utdédnemzedék hibriditasat vagyis a keresztezés sikerességét, SSR valamint SNP primerek
segitségével kivantuk ellendrizni. Ehhez szakirodalmakban leirt C. annuum-ban fajtak kozott
polimorfizmust mutaté markerkészletet hasznaltunk, mivel C. baccatum-ban polimorf
markerkészlet nem all rendelkezésre. A tesztelt primerek listajat az 15. dbra abrazolja. A PCR
sordn elsd Iépésben elddenaturacid torténik 95°C-on 4 percig, majd az ismétlddd ciklusok
kezdddnek, amelyek elsd fazisa szintén a denaturacid. A mésodik fazisban kapcsoldodnak be a
primerek. Ez a folyamat 56-65°C-on torténik, az alkalmazott primer kapcsolddasi
hémérsékletétdl fiiggden. Ezt koveti a lanc szintézis 72°C -on, ahol a DNS polimerdz
megszintetizalja a komplementer DNS szalakat mind a két szalra. Ezt kvetden ismét a DNS

szalak szétvalasztasa kovetkezik, majd kezdddik a ciklus eldlrdl és 40x megismétlédik. Amikor
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a 40 ciklus véget ért, egy utdpolimerizaciods szakasz kovetkezik 7 percig 72°C-on, majd végiil

4°C-on a mintak hiitése.
A PCR mix 6sszedllitdsahoz egy mintara vonatkoztatva a kovetkezok alkotjak:

1wl Forward Primer
1ul Reverse Primer
1,2ul Puffer

0,5ul Taq polimeraz
0,3ul ANTP

1ul DNS templat
7ul MQ viz

A mixet és a mintat tartalmazoé csovet par masodpercig centrifugaltuk. Ezt kvetden a

14. abran feltlintetett program alapjan miikodé PCR gépbe helyeztiik a mintakat.

Lépések Ciklusok |Folyamat Hoémérséklet Idétartam

szama szama (:C) (min)

1. 1x elédenaturacio 95 4:00

2. 40x e 95 0:30
primer 56-65* 0:30
kapcsolodas
lanc szintézis 72 1:00

3. ix utépolimerizacié |72 7:00

4. 1x hiités 4 e

14. abra PCR ciklusok (*eltéré a markerek kapcsolodasi homérséklete)

primerek forward reverse
1 ACACACACAATTTCCCTCACTCAC GTTTCTCTCAAATCCCTCCGTTGTTC
2 TCAACCCAATATTAAGGTCACTTCC CCAGGCGGGGATTGTAGATG
3 ATGTCGCGCACACAAAAAT CTGATTTCAGCCTCGGAAAG
4 CCCTAATGCTTGACGTGG GGTTAAGGGGGTTGGGG
5 AAAAACATGCACCAGTCCTT CAACCGCCTGAATTTTCTCT
6 AGGTCTATCGGAAACAGCCTTTCT GTTTGATCACATCCCAGTCGAATCCTA
7 AAAGGAGAGCGCAGCATAAG CGCCTTGTTGCATTCTGATA
8 ACGAGGCCCAAGCTGTTATGTC TTGTCCCGACTCTCCATTGACC
9 CAACTTCGCGTTATTGTCCA AGGGCGGACAAAGAAGATTT

TCCATAACTTCACCCATGAGTATGA

GCAACACCCACATTCCCTTCTC

TGCTGGGAAAGATCTCAAAAGG

ATCAAGGAAGCAAACCAATGC

CTCCTTCGGAAATGCATGATGG

CAGCACTTTGATTCCAGAACTTCG

13 TAAGAGCAAGGAGGCTCTGC GACATGATCCAACCCAATCC
14 CCAAACGAACCGATGAACACTC GACAATGTTGAAAAAGGTGGAAGAC
15 CCCTCGGCTCAGGATAAATACC CCCCAGACTCCCACTTTGTG
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CGCATATACATACATAAATTCTTTC

TCAACATCTCACCGAAGCTG

AAAGCTTTCAATAGTTTGGGGAC

AGGGATAACGTGCAGAGCAC

CGAAAGGTAGTTTTGGGCCTTTG

TGGGCCCAATATGCTTAAGAGC

CGAGCAACTCCCTCTTATCG

TCGAATAGCACGCACGTTAG

AACGAAAAACAAACCCAATCA

TTGAAATTGCTGAAACTCTGAA

GGCTATTTCCGACAAACCCTCAG

CCATTGGTGTTTTCACTGTTGTG

22 CCAAACAATGCCTCCCTATC TGTCAATGCCACAGGTGATT
23 AGAGGGGGTACTCATTGGCT TCGGAGGAAGAGGAAGAACA
24 GGGATCCGAATCAGAATACG TCTAGGTTTCGGGGAGGATT
25 AAACGTCATCACAGCCATCA CGTAACGCACCCTCTAGGAA

AAATGGATCCCAACAACCAA

GGAGTTGAAAACGGTGGAGA

TCCATACGGTTGGAGGAGAG

ACTATGCTCTGCTGTGCCCT

CAGGGTGAGCCAAACCATAG

TCAAGACTACTAGGTCGTGGAATG

CCAAGATCAACTCTTACGCTAT

CCCCTCAAGAATTCCCTCCAT

ACGCCGAGGACTATGATGAC

TTCTTCATCCTCAGCGTGTG

TTGAATCGTTGAAGCCCATT

ATCTGAAGCTGGGCTCCTTT

AGCTTGTGTCATAATCTTGAAAAACTC

TGAAAAGACGATTTTGTCTAATGCG

AAGGGTTCTCGAGGAAATGC

TCAATCCCAAAACCATGTGA

ATACTAAGGCGTTTGGTCGG

ACAATTGGGGATGCAGAAAG

AATGCTGAGCTGGCAAGGAAAG

TGAAGGCAGTAGGTGGGGAGTG

TGAGGCAGTGGTATGGTCTGC

CCCGAGTTCGTCTGCCAATAG

ATTTGTATATTATTTCTTGGCCTTG

TGAACTACCCAATTCCAGCC

GGGCTGACGGCCATTAAGAAC

CAGACAGCTAGAAAGAGAGGAATTCTG

39 TCATTGACCAATGGAAGCAA GGGGGATGGGAGGATACTAA
40 TATGCGGCCTTTTGATTCAT TTCCAGTCCCTTCAAACACC
41 TTGGTGGAAAAGCGAAAATC TTGTTGTTCAGGCTGTCTCG
42 AAGCAGATTTCTCCTGGAGGT TGCTCCACATTTTGTTGGAC

TTCCCTTTCCCAACATGGTA

ACACCCGAAGATGGGTTAGA

CGGATTCGGTTGAGTCGATA

GTGCTTTGGTTCGGTCTTTC

TTTGCATGTTTTACCCATTCC

ATGTGAAACACATAGGTAGCACTGA

46 GAAGAAACGAAGGATGAACAAAA CCTGTTTCCTCTTCCTCAGC
47 AACCCAATCCCCTTATCCAC GCATTAGCAGAAGCCATTTG
48 CTGGTAGTTGCAAGAGTAGATCG ATGATCTTTGACGACGAGGG
49 TGGTGAACATGAAGAGCCAA TTTAGCTGTTTGCCATGCAC
50 AAGATTTGGCGGAGACTTCA TGCACCAACTTTGTCTCTGC
51 TCACTCGTTATATTTTTCTGTCTCG CTGCTGAAGCGTGGTGAATA
52 GTTGTTGGGTGGTACTTGGG GGAAGATCTCAAATGGGTCG
53 CGGCGAGATATGGACTTGAT CCCACGTTATACCATCCAGG
54 CAGGCAATACGGAGCATC TGTGTTGCTTCTTGGACGAC
55 AAAACCGACACACCAAAAGC CCCTAGTTTCCGTTGCAGAG

TGGGAAATAGGATGCGCTAAACC

AACTTTAAGACTCAAAATCCATAACC

TCGTATTGGCTTGTGATTTACCG

TTGAATCGAATACCCGCAGGAG

58 AGGTGGCAGTTGAGGCTAAG GTTCTAGGTCTTTGCCCTGG
59 TCTCTCTCTACATCTCTCCGTTG TGTCGTTCGTCGACGTACTC
60 GCCGTCGTCAGAAAAGGTAG TGCATTTCTGTCAGAGGCTG
61 AATGAAATCAATCGGGCTTG ACCTCGCACCAATTCTTTTG
62 GATGTTAGGTCCGTGCTTCG AAGCCCCATGGAAGTTATCC

CAGGAGATCCGCAGGATAAG

TTTTAAAGTTGATCAAGCGTAATTTTT

TTTTCCCTTTCCAGTTGTTCA

ATGGGTGAAGTGTGAAAAGAA

TTGTGGAGGAAACAAGCAAA

CCTCAGCCCAGGAGACATAA

ACGCCAAGAAAATCATCTCC

CCATTGCTGAAGAAAATGGG

GATTTTTGACATGTCACATTCATG

AACGTTGAAAAATAAAGTAAGCAAG

GCAGAGAAAATAAAATTCTCGG

CAATGGAAATTTCATCGACG

AAAACTCCAAACTACCCCTGG

TTAAGCGTAGCGCTTGTGTG
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70 CATGGGTGAGGGTACATGGT AGAGGGAAGGGTTATTTGCC
71 CTAGTACGAGGCAGGGGAGG CCAGATCCCGCTTTTGACTA
72 ATCTTCTTCTCATTTCTCCCTTC TGCTCAGCATTAACGACGTC
73 AAGAACATGAGGAACTTTAACCATG TTCACCCTTCTCCGACTCC

74 TCGATGACGAAAAAGTGTGAA AGGGCAAAAGACCCATTCTT
75 CGCATGAAGCAAATGTACCA ACCTGCAGTTTGTTGTTGGA

76

GAGGAAACACTCTCTCTCTCTCTCTC

TCAAGAGACCCCAAATAGGG

77

TGAACAATAATAATTGACAGGACAG

AGCCTCGCAGTTTGTTCTTAC

78 CCTTCCTAGCCACACACCTC GAAGGAATAACCGGCAGCTA
79 AAGTGTCAAGGAAGGGGACA CCTAACCACCCCCAAAAGTT
80 TTTGTTTCTTGGCATCTCCC TCTTTCGCTGTTGTTCCCTT
81 TTGAATCGTTGAAGCCCATT ATCTGAAGCTGGGCTCCTTT
82 GGCTCCATTTTCCCTCTTTC GCGAAATGTGACCGGATACT
83 CCACATGCCCTTCTTCTCTC GAGGCCTTTACCGATTCACA
84 CCTTTGCCTTCCCCTTATTC TGAACATTGAAATTTGTGCCTT
85 TATTCCGCACGGAGAAAGTT CCAAGAGATTCCTCCCACAA
86 TAATTAATTGAGGTGCGCGA TCTGGTTGACAATTAGGCCC
87 TGATTCTGTTGGTGGGGTTT ATCTTTCCGTGTATCGCTGC
88 TCTTACTTCCCCAGATCCCA TGGCCATTACGCGTTAATAAT
89 GCTCTCAGTTCCGTACGAGG CCGAGCTCGATGAGGATG
90 GCGAGCCAGAAATTTCGTTA CGTGAAGATCATGTGGAACG
91 GCAGAAAACCAGCACACAAA GCCATTCGTCAAGTGTCTCA

15. abra Felhasznalt SSR markerek szekvenciai

3.2.3. Horizontalis gélelektroforeézis

A PCR termékeket 2,5%-o0s, etidium bromiddal festett TBE agaréz gélen ellendriztiik.
A toltéssel rendelkezd molekulak, mint példaul a DNS is az ellenkezd toltésii elektroda iranyéaba
fog vandorolni a gél kdzegben. Az agardz gélelektroforézishez 2,5 g agart mértiink ki, majd
hozzaadtuk a 100 ml TBE pufferhez. Ezt addig kellett melegiteni, amig az agardz szemcsék
teljesen fel nem oldddnak. Ezutan a gélt visszahiitottiik, és 5 pl etidium bromidot kevertiink
hozza. Az olvadt gélt egy féstivel ellatott Ontétalcaba Ontottilk, majd vartunk, amig
megszilardult. Ha megszilardult, a futtatokadba raktuk a talcat, majd addig toltottiik puffer
oldattal, amig az el nem lepte a gélt. Ezutan a fésit eltavolitottuk, majd a mintakat
belepipettaztuk a zsebekbe. A gélt 160 V-on 20-30 percig futattuk. Az etidium bromid
interkaldlodik a fragmentbe, igy UV fény alatt detektalhaté a minta.

3.2.4. SSCP (Single Stranded Conformational Polymorphism)

A modszer alapja, hogy az egy szali DNS akar mar egy nukleotid eltérés esetén is mas
konformaciot vesz fel, ebbdl adodoan a futtatdé kozegben eltérd sebességgel tud mozogni.
Kovetkeztetésképp, az SSCP (Single-Strand Conformation Polymorphism) alkalmas a mar
egyetlen SNP (Single Nucleotide Polymorphism) nukleotid eltérés kimutatasara is.
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Futtatokozegként poliakrilamid gélt hasznaltunk az elektroforézis soran, amelyhez 10%-o0s

PAA (poliakrilamid) gélt készitettlink.
Osszetétele:

e 22725mlMQ

e 1,5ml 10x TBE

o 7.5ml 40%-0s AA
e 3,75ml 2%-0s BA
e 6511 TEMED

e 155ul 10%-0s APS

A kivant gél vastagsaga 0,5 mm, amelyet ugy készitettiink, hogy két tiveglap kdz¢ 0,5 mm
vastagsadgu spacert helyeztliink. Ezt kdvetden a lapokat az ¢éliiknél fogva ragasztoszalaggal
egymashoz rogzitettiik. Az elkészitett, még folyékony PAA gélt a két tiveglap kdz¢ ontdttiink,
majd a késdbbiekben a mintdknak helyet add fésiit is behelyeztiik. A szorosabb rogzités
érdekében az {iiveglapokat klipszekkel fogatjuk Ossze, majd 13 percig hagyjuk, hogy
végbemenjen a polimerizacio. A polimerizaciot kovetden eltavolitottuk a klipszeket és a fésiit
is Ovatosan kihuzhatjuk. A fést altal kialakitott zsebeket desztillalt vizzel kimostuk és az
esetleges géldarabokat is eltavolitottuk. Ha ez megtortént, fliggdlegesen rogzithetd a gél a

futtato kaddban, amelyben 0,5x-6s TBE puffert toltottiink.

A PCR mintdkhoz 3 pl festéket adtunk és 95°C-on 5 percig denaturaltuk, majd jégen
taroltuk a mintékat, nehogy a DNS renaturalodjon. A gél zsebeibe 7-7 ul mintét pipettaztunk
be. A mintak stabilitdsa céljabol a futtatast 4°C-os hidegkamraban végeztiikk, ami futtatott
termék méretétdl fliggden 18, vagy 21 oOra volt. Ha a futtatdsi id6 letelt, a géleken a mintdkat

ezustfestéssel tettiik szemmel lathatova.

3.2.5. Eziistfestés

A PAA géleken a mintékat eziistfestéssel tettiik lathatova. Az eljaras soran a gélt tobb
kiilonbozo Osszetételii oldattal kezeltiik, amelyekben tobb 1épésben aztattuk.
I. 1épés: fixalas

A fixalo oldat 200ml desztillaltbdl viz és 3 ml 65%-0s HNOs-bol all. A gélt az oldattal
5 percen keresztiil alacsony intenzitast sikrazogépre tettiik, majd haromszor 20 masodpercen
keresztiil desztillalt vizzel oblitettiik.

I1. 1épés: festési eljaras
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A festd oldathoz 200ml desztillalt viz és 0,4g AgNOs volt sziikséges. A festés soran 25-
30 percig razattuk a gélt az oldatban. Az id6 letelte utan ismét haromszor blitettiik.
I1I. 1épés: elohivas

Az el6hivo oldathoz 200ml desztillalt viz, 12g Na,COs, és 70n 35%-os formaldehid volt
szlikséges. A 10-15 perces rdzatas utan a fragmentek lathatova vatnak erdsségétdl fiiggden,
majd ismét haromszori oblités kovetkezett.
IV. 1épés: masodik fixalas

A masodik fixalo oldathoz 62,5ml 96%-o0s ecetsav volt sziikséges, amit desztillalt vizzel
600ml-re kiegészitettiink. Ezt 5 perc razatds, majd haromszori 6blités kovette.
V. 1épés: glicerines aztatas

Azutolso 1épésben glicerines oldatban aztattuk a gélt. Az oldathoz 69ml 87%-os glicerin
szlikséges, amelyet desztillalt vizzel 600ml-re egészitettiink ki és a géllel egyiitt 10-15 percig
razattuk. Ezt kovetden celofannal 1égmentesen letakartuk, valamint a keletkezett levegd, vagy
folyadékbuborékokat egy tli hasznalataval eltdvolitottuk, annak érdekében, hogy a késziilt

géleket tartositsuk és 24 6ras szobahdmérsékleten torténd szaritassal zarodott a folyamat.
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4. Eredmények, kovetkeztetések, javaslatok

4.1. Infiltralas

A vizsgalatok sordn 119 azonositd novényeit fertdztiikk, amelyek mind a Capsicum
baccatum fajba tartoznak. A fertdzéshez X. gardneri baktériumtorzseket hasznaltuk (LMG962,
SRB). A tiinetek kiértékelését a fertdzés napjatol szamitott hetedik napon végeztiik. Az elsd
levélelszinezddések mar a 4-7. napon megjelentek, a szenzitiv ndvényeken pedig a 6-10. napon

nekrotikus foltokat figyelhettiink meg (16. ébra).

16. abra Szenzitiv fenotipus (sajat foto)

A kontrollként vetett Fehér6zon novényeken a szenzitiv fenotipusra jellemzd klorotikus
1ézi0k jelentek meg, majd vizenyds hatasu foltokka alakultak at, amelyek idével megbarnultak
¢és nekrotikus foltokka valtak. A legtobb C. baccatum-nal a Fehérozonnel megegyez0d, szenzitiv

tiineteket tapasztaltunk.
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17. abra Rezisztens fenotipusok (balra SRB, jobbra LMG962)
(sajat foto)

Az X. gardneri izolatumokra négy C. baccatum genotipus erds rezisztenciat mutatott
(17. ébra). A novényekben vildgosabba valt a fertdzott levélrégio, az infiltralast kovetd 30.
napon pedig az egészséges ¢€s a fert6zott levél kozott mar nem volt szemmel 1athat6 kiilonbség.
Az erek mentén a levélen a fertdzést koveté 10-12. napon apré nekrotikus foltok
megjelenthettek, de jelentdsen a 30. napig nem novekedtek és azutan sem.

A vizsgélt 119 azonositd koziil nyolc azonositd részben rezisztensnek bizonyult, tehat
kiilonboz6é baktériumtorzsekre rasszspecifikus rezisztenciat mutattak, négy azonositd pedig

teljes rezisztenciat mutatott mindkét baktérium izoldtumra (18. dbra) (Toth et al., 2023).
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18. abra Részleges vagy teljes rezisztenciat mutaté azonositok (R: rezisztens, Sz: szenzitiv)

4.2. Baktrérium fertozés kiértékelése (Xg 51, Xg 152, Xg 153, Xg 156, Xg 177)

A négy rezisztens fenotipussal rendelkezd azonositdt tovabbi baktériumtorzsekkel fertdztiik

meg (Xg 51, Xg 152, Xg 153, Xg 156, Xg 177) a rezisztencia spektrumanak vizsgalata céljabol.

19. abra Rezisztens azonositok hét X. gardneri izolatum fert6zésre adott valaszreakcidjuk alapjan (R: rezisztens)

A kiértékelések soran egyontetiien rezisztens fenotipust mutattak a ndvények az 6t tovabbi X.

gardneri izoldtumra is (19. ébra).
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4.3. Baktérium novekedési teszt

A baktérium novekedési teszt célja az, hogy szamszerlsithetd adatok segitségével
tudjuk értékelni a rezisztens tulajdonsag jelenlétének hatasat a baktériumok szaporodéasara a
fertézott levelekben, illetve, hogy a magasabb homérsékletnek milyen hatdsa van a

rezisztenciara.

Fehérozont alkalmaztunk szenzitiv kontrollként. Kezdetben 25°C-on kozel egyenld
értékek utan a szenzitiv névényekben négy nappal a fertézést kovetden 6,7 IgCFU/cm?-t lehetett
szamolni, majd tovabbi ndvekedés volt megfigyelhetd, ezt kovetden pedig a nyolcadik napon
ledobta a fert6zott levelet a ndvény. A rezisztens ndvényeken ezzel ellentétben a legmagasabb
érték 4,75 1gCFU/cm? volt a negyedik napon, majd a tovabbiakban ezen a szinten stagnalt (20.
abra).

25°C

w

logCFU/cm?
~

J

0 2 4 6 8 10 12 30
Fert6zéstdl eltelt napok szédma

== ReziSZtens Szenzitiv

20. abra Baktérium novekedési teszt 25°C-on

A szenzitiv novények 30°C-on 7,1 IgCFU/cm? értéket mutattak a hatodik napon, majd
ezt kovetden ledobtak a levelet. A rezisztens novényeken a hatodik napon 5,55 IgCFU/cm? volt

szamolhato, majd enyhe csokkenést lehetett tapasztalni (21. dbra).

36



30°C

logCFU/cm
w
i

0 2 4 5 8 10 12
Fert6zéstdl eltelt napok szama

=== Rezisztens Szenzitiv

21. abra Baktérium novekedési teszt 30°C-on

A szenzitiv névények esetében nem volt jelentds hatdsa a hdmérsékletnek a ndvekedési
gorbe alakulasara a Xhg fertéz¢és soran, azonban a fertdzott leveleket hamarabb ledobtak a
magasabb hémérsékleten. A 25°C-on tartott rezisztens ndvényekbdl a fert6zéstdl eltelt 30.
napon is vettliink mintat, azonban jelentds valtozas nem volt a kordbbi CFU értékekhez képest.
A 30°C-on nevelt novényekrdl a levélhullas és eloregedés miatt nem lehetett méar mintat

gyljteni 30 nap elteltével.

4.4. Keresztezés eredményei

A négy rezisztens azonositd koziil a cbpl és cbp2 ndvényeinek apai partnerként vald
alkalmazaséaval végeztiink keresztezéseket. A cbpl és cbp2 esetén is 5-5 db rezisztens novényt
szelektaltunk. A keresztezésekben szenzitiv anyai partnerként a PI 441537, PI 441597, PI
441557, P1 441526 és PI 441695 novények egyedeit alkalmaztuk.

A keresztezések soran 5 db cbpl azonositdju szelektalt sziilo felhasznalasa esetén a
cbpl/1 és a cbpl/4 esetén tortént sikeresen a megtermékenyités, mig az 5 db cbp2 esetén a
cbp2/2, cbp2/3, cbp2/4 és a cbp2/5 alkalmazasakor. A keresztezések partnereit a 22. abra

szemlélteti.
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Pl 441537 x cbp1/1

Pl 441528 x cbp1/1
Pl 441695 x cbp1/1

Pl 441597 x cbp1/1
Pl 441597 x cbp1/4

22. abra Keresztezésekben hasznalt azonositok (sarga:cbpl, zold:cbp2)

4.5, Hibriditas ellenorzés

A keresztezés soran létrehozott F1 hibrid populacié hibriditdsanak ellendrzésére és az
esetlegesen nem hibrid egyedek szelektalasara 91 darab C. annum-ban leirt polimorf SSR és
SNP markert teszteltiink. A tesztelt markerek koziil 59 darab nem mutatott polimorfizmust
2,5%-0s agar6z gélen a tesztelt ndvény allomanyunkban. 8 darab marker viszont
polimorfizmust mutatott (23. abra): a 90, 87, 85, 78, 75, 63, 46 és 18. Ezek koziil a 18-as,
valamint a 85-0s marker csak a cbpl és cbp2 kézott mutatott polimorfizmust, mig a két
keresztezési partner kozott monomorf mintdzatot adott. 24 darab primer esetén nem kaptunk
PCR terméket. Abban az esetben, ha a sziil6kt6] eltéréd méretti PCR terméket kaptunk, a névényt
szelektaltuk (kizartuk a vizsgélatbol), mint példaul a P1441537 x cbpl/l-es keresztezés 1.

novénye esetén (24. abra).

23. abra PI 441597 x cbp2/4 és PI1 441597 x cbp1/4 hibrid teszt elvalasztiasa agaroz gélen, primer:78
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24. abra PI 441537 x cbp1/1 hibrid teszt elvalasztisa agaroz gélen, primer:78

Két keresztezési vonal esetén a tesztelt 91 primerrel, 2,5%-0s agardz gélen sem tudtunk
polimorfizmust kimutatni a szenzitiv sziild valamint a rezisztens keresztezési partner kozott.
Ebben az esetben SNP alapti polimorfizmus vizsgéalatot alkalmaztunk, vagyis SSCP
segitségével ellendriztiik a hibriditast. Ehhez a mar eldzetesen szelektalt 8 db polimorf markert
hasznaltuk, ebbdl a 49-es primer alkalmas volt arra, hogy SNP alapt polimorfizmust mutassunk

ki a két keresztezési partner kozott (25. dbra, 26. abra).

25 abra PI 441537 x cbp2/2 hibrid teszt elvilasztasa SSCP gélen, primer:49

26. abra PI 441537 x cbp2/4 hibrid teszt elvalasztasa SSCP gélen, primer:49
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A P1441537 x cbp2/2 keresztezés esetén, a rezisztens sziilé maga is heterozigdta volt
a kimutatandé SNP-re, ezért a nem heterozigota F1 utdédndvényeket szelektaltuk (kizartuk a

tovabbi hibrid tesztelésekbol).
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5. Kovetkeztetések és javaslatok

A rezisztencia gének forrasanak keresése elengedhetetlen a korokozok és kartevok
dinamikus terjedése miatt. A dolgozatban targyalt Xanthomonas horturum pv. gardneri-vel
szemben rezisztencaval rendelkezd paprikék alapot biztosithatnak a névénynemesitknek és a
kutatoknak egyarant a Xanthomonas elleni kiizdelemben. Az Eurdpa szerte nagy mennyiségben
termesztett C. annuum fajtdkba C. baccatum-bol kozvetlen keresztezéssel nem, vagy csak
nagyon nehezen lehet atvinni rezisztencia géneket. Jelenlegi tudasunk szerint ezt kétféleképpen
lehet elvégezni. Az egyik modszer szerint genetikai hidként C. chinense vagy C. frutescens
felhasznaldsaval torténik a keresztezés (27. abra), mig a masik modszer alkalmazasaval in vitro

embridmentés torténhet egy C. baccatum és C. annuum kozott elvégzett keresztezEs utan.

g Yy

C. , C. frutescens , C.
baccatum C. chinense annuum

27. abra Interspecifikus keresztezés, genetikai hid faj alkalmazasaval

A kutatécsoportunk jovobeli célja, hogy mindkét ismert modszer alkalmazasaval
sikeresen tudjunk eléallitani Xhg rezisztens C. annuum ndvényeket a szelektalt sziildvonalaink

felhasznalasaval.

Tovabba terveink kozott szerepel, hogy az eddigi kisérleteink soran eldallitott F1
hibridek felhasznaldsédval létrehozunk F2 hasadd populdciokat. Ezt kovetden klasszikus
genetika modszerek segitségével szeretnénk megvizsgalni a gén/gének Oroklédéseinek
tulajdonsagait, valamint a molekuléris genetika moddszereit alkalmazva kivanjuk elkezdeni a
rezisztenciaért felelds gén térképezését, azzal a céllal, hogy a nemesitk munkajat genetikai

markerekkel is timogatni tudjuk.
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6. Osszefoglalas

A Capsicum baccatum a legszélesebb korben termesztett paprika faj Dél-Amerikaban.
A vad valtozatot Capsicum baccatum var. baccatum-nak, az ebbdl nemesitett valtozatot pedig
Capsicum baccatum var. pendulum-nak nevezik (Dewitt & Bosland, 2009). A
ndvénynemesitoknek alapul szolgdlo rezisztencia gének forrasai gyakran talalhatok meg a vad
tipusokban, ezért kiemelt figyelmet érdemelnek az ezzel kapcsolatos kutatdsok. A
Xanthomonas horturum pv. gardneri rezisztenciahoz kapcsolddo kisérletek paprikan kordbban
leginkabb az Amerikai Egyesiilt Allamokban problémét jelenté izolatumokra helyezték a
hangsulyt, azonban a dolgozat keretein beliil az Eurdpéaban és az USA-ban egyarant problémat

okoz6 baktériumtorzsekkel foglalkoztunk.

A vizsgalatok soran bebizonyitottuk, hogy jelentds eltérés tapasztalhaté a génbanki
tételek Xhg rezisztencigjat tekintve. A vizsgélataink sordn 119 C.baccatum azonositot kettd
baktérium izolatummal fertéztiink meg annak céljabol, hogy megvizsgaljuk, milyen a
fertézésre adott fenotipusos reakcidjuk, majd ebbdl tudjunk kovetkeztetni a rezisztencia
jelenlétére. A vizsgalt egyedekbdl 107 szenzitiv tlineteket mutatott, ebbdl arra tudtunk
kovetkeztetni, hogy nem rendelkeznek Xhg ellen hatisos rezisztencidval. A részleges
rezisztencia tiineteit nyolc azonositd ndvényei mutattak vagy az egyik vagy a masik baktérium
izoldtummal szemben, mig a teljes rezisztencia jeleit négy azonositd ndvényei produkaltak
mindkét izolatummal szemben. A négy rezisztens fenotipussal rendelkezd azonositot tovabbi
baktériumtorzsekkel fertdztiik meg (Xg 51, Xg 152, Xg 153, Xg 156, Xg 177)) a rezisztencia
spektrumanak vizsgélata céljabol. A kiértékelések soran egyontetiien rezisztens fenotipust

mutattak a névények az 6t tovabbi X. gardneri izolatumra is.

A vizsgalatok tovabbi részében a potencidlisan rezisztencidval rendelkezd négy
azonositd novényei vettek részt. A ndvények névényneveld kamraban nevelkedtek kontrollalt
kortiilmények kozott. A mesterséges fertdzés utan a fertdzott levelekbdl baktérium szuszpenziot
készitettiink, majd azt tapasztaltuk, hogy a baktériumtelepek szaménak alakulasa szignifikans

kiilonbséget mutatott a szenzitiv és a rezisztens ndvények kozott.

A PCR vizsgélatok soran 6sszesen 91 darab primert teszteltiink, amelyekbdl 8 primer

volt alkalmazhat6 a C.baccatum szelektalt sziilévonalaink kozotti kiilonbség kimutatasara.

Keresztezéseink soran 36 kombinaciobol 10 esetében sikeriilt magot hozo termést

nevelni, amelyek hibriditasat molekularis genetikai modszerekkel ellendriztiink.
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Osszességében el lehet mondani, hogy a vizsgalt névényazonositok 6%-aban izolatum-
specifikus rezisztencidt talaltunk, ami egy-egy baktériumtorzsre nézve nyujt csak védelmet a
ndvény szamara. Tovabba a vizsgalt ndvényazonositok csupan 3%-ban volt jelen nem izolatum
specifikus a védelem, ami értelmében baktériumtorzstdl fliggetlentil Xhg rezisztencidval

rendelkezik a szelektalt nGvény.
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7. Koszonetnyilvanitas

Koszonetet szeretnék mondani a Magyar Agrar-és Elettudoményi Egyetem Genetika és
Biotechnologia Intézet- Alkalmazott Novénygenomikai Csoportjanak, hogy biztositottdk
szamomra a lehetdséget a diplomadolgozatomhoz sziikséges kisérletek elvégzéséhez. Halas
vagyok Dr. Toth Zoltannak, hogy koordindlta munkémat és hasznos szakmai tanacsokkal latott
el. Toth Zoltdn Gébor PhD hallgatonak kiilondsen koszondm a tiirelmét és idejét, amit ram
forditott annak érdekében, hogy a kisérletek kivitelezése precizen torténjenek. Barmikor
kérdésem meriilt f6l, vagy elakadtam egy folyamatban, mindig gyors, megbizhatd segitséget
kaptam. Emellett kdszondm szépen a kutatdcsoport tobbi tagjanak is, hogy segitokészek ¢és
befogadoak voltak velem. A kellemes légkor ¢és a viddm hangulat motivalt a

labortevékenységeim soran.

Tovéabba koszoném szépen a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem

Novényvédelmi Intézet részérdl Dr. Turdczi Gyorgynek a szakmai segitségét.
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