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ROVIDITESEK JEGYZEKE

BTH bkenzothadiazol (syn: acibenzolar-S-metil ASM)

BABA 3-aminovajsav_({a&minobutirc ecid)

CAT katalaz (catlase)

CLI sziklevélig terjed fogékonysag
(cotyledon imited infectior)

GST _dutation-Stranszferaz

HLI hipokotilig terjed fogékonysag
(hypokotil- imited infectior)

HR tulérzekenységi valadzypersensitiveaaction

INA izonikotinsav (soricotinic ecid)

PDF defenzinglant defensin

PCR nukleinsav-sokszorositas polimeraz enzinkémeleakcioban

(polymerase lsain reactior)

POX gvajakol-fligg peroxidaz eroxdase

PPO polifenol-oxidazpplyphenol-xidaség

PR kérfolyamat fligg) (pathogenesisealated)

ROS reaktiv oxigén formakdactive aygen pecie$

RT-PCR reverz transzkripcioval egybekotétt nildav-sokszorositas
SA szalicilsavdalicylic acid)

SAR szisztemikus szerzett rezisztencia

(systemic aquired_lesistancg

Tm olvadasi bmérséklet a PCR reakcioban (giting emperature”)






1. BEVEZETES

A napraforgd peronoszpoér®lésmopara halstedi{(Farl.) Berl.et de Toni) a napraforgo
egyik jelends betegsége. Az ellene val6 védekezés - az agroketkeljarasok mellett — rezisztens
fajtak termesztésére és fungicides émahgcsavazasra épil. A hagyomanyos védekezési
modszerekkel szemben azonban tobb probléma is rigine¢ a gyakorlatban, amely a kérokozo
genetikai valtozékonysagaval kapcsolatos. Egyrésezisztens fajtakkal (hibridekkel) szemben a
kérokozonak idrél-idére Gjabb patotipusai (rasszai) jelennek meg vikdgez igy képesek
megbetegiteni az addigi rezisztens fajtdkat. Tovgbbléma a tradiciondlis védekezésben a
korokozo csokketh érzekenysége az alkalmazott fungicidekkel szemibdindezek alapjan a
gyakorlatban is szikség lehet olyan alternativ kégési eljarasokra, amely kiegészithetik a
jelenleg alkalmazott névényvédelmi modszereket,igds biztonsagosabba tehetik a napraforgé
termesztését. Ezek egyike az irodalombdl jol isngsrtegyre szélesebb korben tanulmanyozott
indukalt rezisztencia, amelynek leggyakoribb melydyiulasa az Un. szisztemikus szerzett
rezisztencia (SAR). Ez a novényi valasz megéelalbdon alkalmazva |0l beillesztltetenne az
integrélt névényvédelembe.

A szisztemikusan szerzett rezisztencia mind ahistiknind biotikus tényékkel kivalthatd
a novényekben. Az abiotikus leiségek kozé tartoznak az an. névényi induktorok vagy
aktivatorok, amelyek nem koézvetlenll a kérokozoenhk, mint a hagyomanyos fungicidek,
hanem a noveény sajat veédekeendszerét aktivaljak, &sitik, ezzel mintegy felkészitve a névényt
a kérokozo tamadasara. Hazankban ai letseskedelmi forgalomban is kaphatd névényi akbiva
a Bion 50 WG volt, amely buzaban és arpaban voffedélyezve lisztharmat ellen. A Bion
hatbanyaga a benzotiadiazol (BTH: 1, 2, 3- benda@timl-7-tiokarboxilsav- S- metilészter),
amelynek szerkezete nagyban hasonlit a szalicizaxkezetére, hatasmechanizmusukban szamos
hasonlosagot és kulonhisgget is igazoltak a kutatok. A benzotiadiazol etela két legtdbbet
tanulmanyozott névényi aktivator az izonikotinsay¢diklor-izonikotinsav) és a vajsav kulonisoz
izomerjei (el§sorban a 3-aminovajsav).

Az indukalt rezisztenciat mar eddig is szamos gaz@arazita kapcsolatban vizsgaltak a
jelenség hatterében lezajlé folyamatok azonban ke¢€ssé ismertek. Ahhoz viszont, hogy ezt a
kémiailag is kivalthaté novényi védekezési mechamigt a jovben tudatosan és eredményesen
alkalmazhassak néveényi korokozok ellen, még szakewdésre kell valaszt adni. Az indukalt
rezisztencia megismeréséhez a névényben lejatsimigl@matokat kell megfigyelni és minél
pontosabban jellemezni. A vizsgalt gazda-paraza@ckolatban fontos lenne tudni, hogy mi
jatszddik le a napraforgdé novényekben a peronoséspiertizés és/vagy az aktivatoros kezelés

hatasara és milyen reakciokhoz vezet adkegyuttes hatasa. Mivel a kérokoz6é nagy genetikai
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variabilitdssal rendelkezik, a szabadféldon addigjsztensnek ismert néveény is fogekonnya valhat,
masrészt a napraforgé genotipusok kozott is vambiddnbségek a rezisztencia fokdban. Fontos
lenne tehat tudni, hogy hogyan ,viselkednek” azukdlt rezisztencia soran a kulonibotoku
rezisztenciaval rendelkézés a teljesen fogékony névények. Kulonbdoka rezisztenciaval
rendelked gazdandveny genotipusok dsszehasonlitasara itakytdtassal a szakirodalomban alig
lehet taldlkozni, ezért érdekesnek latszott a damgd és peronoszporaja kapcsolataban erre a
korilményre kuloén is odafigyelni. Ebben a kapcdmdat ugyanis lehé&ségink adddott az
alapkérdés, azaz a szisztemikus szerzett rezisatdaoulmanyozasara tobb, eliémeértéki

genetikai rezisztenciaval rendelkezapraforgd genotipus dsszehasonlitasaban.

Célkitizéseink a fentiek alapjan a kovetkkzoltak:
1. Az aminovajsav és az izonikotinsav novényi aktivok betegség visszaszoritd hatdsanak
tanulmanyozasa Uveghazi és szantofoldi korilmémgaott, 6sszehasonlitva a mar hatékonynak
bizonyult benzotiadiazollal a napraforgoFfeshalstediigazda — parazita kapcsolatban;
2. A noveényi induktor és rezisztencia gének hatdlsaiisszehasonlito elemzése, illetve
egyutthatasuk jellemzése az alabbiak szerint:
— mikroszkopos vizsgalatok a névéeny — korokozdackafatok leirasara,
— enzimanalizis egyes, a védekezéssel kapcsolattteatd enzimezek aktivitas valtozasdnak
kimutataséra,
— vagy génkifeje@désének megallapitasara
3. In vitro sporacsiraztatasi kisérlet az aktivatoroknak aokawdra gyakorolt kdzvetlen gatld

hatasanak megallapitasara.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A napraforg6-peronoszpora

A napraforgd peronoszporas megbetegedésének kdijekaPlasmopara halstedi{Farl.)
Berlese et de Toni. A korokoz6 az Oomycota torzseeen bellil aPeronosporalesrend
Peronosporaceaesaladjaba tartozik. A betegségefsebr 1902-ben irtak le Eszak-Amerikaban
(Sackston, 1981), az eurdpai kontinensen Jaczded&rte fel élszor kartételét a Szovjetunidéban
1931-ben (Savulescu, 1941), hazankban Podhradsakgtten ki és hatdrozta meg 1949-ben
(Podhradszky, 1954). A betegség kialakulasa jétekdrokat okozhat, a kérokoz6 valtozékonysaga
és kitiné alkalmazkoddképessége miatt igen nehezen ki ket

A betegségnek szisztemikus és lokalis tinetei égyaebfordulhatnak. A szisztemikus
fertézés hatdsara csirakori pusztulas, kisebb-nagyohiekhétorpilés alakul ki. A levél erek
mentén klorozis, a levelek fondkan pedig fehér (szrevonat lathatd, melyet a kdrokozo
sporangiumtartoi és sporangiumai alkotnak. A tdrpidipraforgok izkozei rovidilnek, ezaltal a
levelek szokatlanuligiin allnak a névéenyen (,kaposztajelleg”). A beteg @dyeken tanyér nem
képadik, vagy nagyon aprd lesz. Ritkabbanifetduld szisztemikus tlnetei a kilonkoz
levéltorzulasok, a tanyér masodlagos zoldulésetvél az ugynevezett szartbvi golyvasodas
(Viranyi, 1999a). A szisztemikus tiinetek melletttwsak a lokalis, masodlagos tiineteket is. Ezek a
leveleken megjelan kismérel, vilagoszold klorotikus foltok. Onmagukban a tesméiem
befolyasoljak, de a koérokoz6 a leveleken megjeldoltokbdl kiindulva szisztemizaldédhat a
novényben, és bejuthat a kédé magokba is. A sporangiumtarték csucsi részikomaa
elagazasuak, amelyékrnagymeérei (25-30x16-29 um), megnyult, tojasdad alakd spdremgk
fizédnek le (Spring et al., 1991).

A kérokozo a talajba visszakeriilt ndvényi maradekinan oosporakkal, vagy a kaszatok
belsejében, micéliumos alakban telel, illetve mdeamh. Goossen és Sackston (1968) kutatasai azt
mutatjak, hogy az oospoéra a talajban évekig isképes maradhat. A korokozéd homotallias
szaporodasu, de heterotallids is lehet (Spring,0208 névényre kerllt spora a sejtkdzotti
jaratokban hiféakat fejleszt (intercellularis novdke) (Doken, 1986), azokon szivokak, un.
hausztériumok ének. A fer6z6 hifa csdcsaban vezikulum felhalmozédas jelzi a fokozott
enzimtevékenységet. A gomba biotrof taplalkozashat a gazdandvényoéékejtjeit parazitalja,
azoktol vonja el a szikséges tapanyagot. A biokaiicsolat megteremtése szempontjabol a
legfontosabb a gazdasejtekbe behatoldé hausztéridejEsztése, amely lelté teszi a tartds

egyensulyi allapotot a parazita és a gazdanovérgotkba kozottik lezajlé folyamatok az



extrahausztorialis matrix kozvetitésével tortén(igksek és Hornok, 1985). A féritt fogékony
novényekben lezajlé élettani valtozasok kozul fentéoterpenoidok szintézisének felgyorsulasa,
valamint a fitoalexin- felhalmozo6das (Spring et #091).

A koérokozo ferbzéséhez kedvéza hivosebb id (14-19 °C), megfeled csapadékkal és
paratartalommal parosulva (Horvath, 1995). Mestgrsderbzéshez 16C az ajanlott bBmérséklet,
ilyen kordlmények kozott 4-5 ora alatt megtorténikajzospérak kirajzdsa és csirazasa (Viranyi,
1999a).

A kérokozoénak kilonbdz patoldgiai valtozatai (patotipusok vagy rasszdékatak ki. Az
idojarasi feltételek mellett a kilonféle rasszok agzestasa és virulencigja is dénehet a feizés
kialakuldsa szempontjabol. A kulonlBopatotipusok mindegyike jol kérilhatarolhatéd vindéval
rendelkezik (Gulya et al, 1998; Kormany és Virari@97). A vilagon eddig legkevesebb 36 rassz
fordul el (Gulya, 2007). A magyarorszagi rasszokat virulgjus alapjan Viranyi és Gulya (1995)
6 rasszba sorolta az 1976 és 1993 kozo6tt magyagirsarnbhelyekibl begyhjtott mintak alapjan.

A magyarorszagi patotipusok (rasszokjf@dulasi gyakorisaguk sorrendjében a 700-as, aeg10
a 730-as és a 330-as, mig a korabban leggyakofiBkad (eurdpai rassz) visszaszorult (Gulya,
1995).

A napraforgd-peronoszpora elleni védelem az aghoig&ai, genetikai és kémiai eljarasok
egylttes alkalmazasaval lehet csak sikeres. A \gmbsben alapvét szerepet jatszik az
agrotechnikai rendszabalyok betartasa: az 5-6 es&svaltas, a korai vetés, a gyomgazdak (pl.:
Xanthium strumarium, Ambrosia artemisiifglistasa és az arvakelések megsemmisitése (Viranyi,
1999b; Walcz et al.,, 2000). A rezisztens hibridekmtesztése alapvetvédekezési mod. A
nemesités soran a betegség ellenallésag génjénaketbsére perspektivikus modszer a
csiraplazma-tenyeésztés, az interspecifikus hikam& és a vad fajok alkalmazasa (Skoric, 1992).
Az U] Plasmopara halstediiasszok megjelenése, illetve a korokozoban kiddaterisztencia miatt
is fontos a nemesk munkaja (Albourie et al., 1998). A védekezés latik lehebtsége a
fungicides kezelés. A napraforgd esetében ez kaspgizast jelent, szisztemikus hatasu
metalaxyl/mefenoxam hatéanyagt szerrel. Ujabbandmarszagban, az Egyesil Allamokban és
Spanyolorszaghan a metalaxil hatdsanak csokketeis@$ztaltak, azaz a korokozo rezisztenssé

valhat a metalaxillal szemben (Mouzeyar et al. 41 99bourie et al., 1998; Gulya et al., 1999).
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2.2. A napraforgo-peronoszporaval ferézott fogékony és rezisztens névenyek

tunetei

2.2.1. Kompatibilis kapcsolat

Egy kérokozé és gazdanodvényének talalkozasa soréert@ott novenyi sejtekben és
szovetekben létrejdvelvaltozasokban is megnyilvanulhatnak a funkcisnaavarok. A fekizés
kovetkeztében a sejtfal elvaltozasai és a plazmdmrankarosodasai figyeltidt meg.

A napraforgé-peronoszpora fézesét koveten a fogékony novényben a korokozo
micéliuma intercellularisan terjed a gyokérben ékigokotil szarrészben mind hosszanti, mind
pedig keresztiranyban. Mind a kéreg-, mind a bélpehimat atjarja, mikzben gémb alaku
hausztoriumokat bocsat a gazdandvény sejtjeibpanyagfelvétel biztositasara (Mouzeyar et al.,
1993). A megtdmadott sejtek semmilyig@ros elvaltozast nem mutatnakovel a kérokozé eljut a
sziklevelekbe és az epikotilba, amelynek kovetkemméa mar korabban emlitett szisztemikus
tinetek megjelenése.

Fogékony novényekben a szoOvettani vizsgalatok kall@pddést mutattak ki a
hausztoriumok koril és ligninlerakddast a gombafatérnyezetében. A kompatibilis gazda-
parazita kapcsolatot fluoreszcens mikroszképpagalva a megtamadott sejtek falanak, valamint a
hifa koruli sejtkdzotti allomanynak & fluoreszkalasa (autofluoreszcencigja) volt megiiget
(Mouzeyar et al.,, 1993; Mazeyrat et al., 1999). eitébb leirt ndvényi reakciok fuggetlenek a
noveény fajtgjatol, illetve a kérokozo patotipusatehgyis azonosak a kulonkbiompatibilis

gazda-parazita kapcsolatokban (Gulya et al., 1996).

2.2.2. Inkompatibilis kapcsolat

A kompatibilis kapcsolatokkal ellentétben, ahol extdzést kdveien mindig hasonlé
folyamatok jatszodnak le, a napraforgo-peronosz@bré&zembeni rezisztencianak tobb tipusa
létezik (Gulya et al., 1996). A rezisztencia egigikméja az, melynek soran a kérokozé a névénybe
val6é behatolast kovéen felrd a sziklevelekig, & ott sporulaciora is képes. A legélsddusz ugy
tanik, hogy gatat szab a kérokozo terjedésének, zgyean tud tovabbjutni a lomblevelekbe. Ez a
tipusu reakcio jellenizpéldaul az RHA 274- es vonalnak a 100-as patadgluszemben mutatott
rezisztencigjara. Ezt a CLI (cotyledon-limited)us$g rezisztenciafajtat Il-es tipusu rezisztencidnak
nevezték el (Mouzeyar et al., 1994). Ennél hatékbbytipusu rezisztencia soran a koérokozo

novekedése a gyokerekre és a hipokotil alsobb iréskerlatozodik, igy a kdrokozo nem jut el a

11



sziklevelekig. Ez a HLI (hypocotyl- limited) tipusiViranyi és Gulya, 1996) vagy I-es tipusu
(Mouzeyar et al., 1994) rezisztencia, amely péld@lRHA 340-es napraforgd vonal ésPa
halstedii 700-as patotipusanak kapcsolataban figyélhetg. A fent emlitett két részleges (I-es és
ll-es) ellenallésaggal szemben a teljes reziszéeati rendelke& napraforgd névéenyekben a
koérokozonem képes megtelepedni. Ez a teljes rezisztendjgwaiunitas) rendelkéznévényekben
figyelheth meg, tobbek kozo6tt a HA 335-6s vonal és a 700asstipus kapcsolataban.

A rezisztens novények megtamadott és hirtelen tellfhiperszenzitiv) sejtjeinek
citoplazmaja szemcsés, barnas elsZidégt mutat, a kdrnyézsejtek megnyulnak, osztédasnak
indulnak és mindez - mikroszkép alatt vizsgalva ékiplészelt mintazatra (spider's web)
emlékeztet (Mouzeyar et al.,, 1993). A megtdmaddatt @& hiperszenzitiven reagald sejtek
citoplazmaja, de még inkabb a sejtfalésen fluoreszkal UV megvilagitas alatt. Mindezekleteh
koérokozo képletei (micélium, hausztorium) is megjgletnek a részlegesen ellenalld névenyek
szOveteiben, de a gomba ndvekedésmsesr gatolt és csak a kéregparenchimaban talalhatp m
(Viranyi, 1979). A hiperszenzitiv reakciot (HR) matd sejtek falaban kall6z kéfies és
ligninlerakddas is megfigyelhet A fertézés hatdsara a rezisztens ndvények szoveteibeh feno
vegyuletek és egyéb masodlagos anyagcseretermeleiodddnak fel. Genetikai vizsgalatok
szerint a napraforgé-peronoszporaval dedtt ellenallo ndvényekben fenilalanin ammaoniasliaz
kitindz és ubiquitin transzkriptumok keletkeznekiedyeknek fontos szerepik lehet az ellenallésag
kialakitasaban (Mazeyrat et al., 1999). A hipergitén reakcidé altal kivaltott nekrozisok
megjelenése mindig egyutt jar az oxidativ reakekkvalasaval (Goodman et al., 1991). A névenyi
sejtek a patogén gomba behatolasanak hatasara adigignt termelnek, amelyek kozul ki kell
emelni a szuperoxidot, a hidrogén- peroxidot ésdaokil-gyokot (Baker és Orlandi, 1995). A
szinglett oxigén a ndvényben gyorsan atalakul soxida és hidrogén-peroxiddd (Foyer és
Halliwell, 1976). Mivel azonban az aktiv oxigénfaknmérgeéek a novényekre, ezért szilkkség van
a méregtelenitésuikre, illetve éket termeb folyamatok szabdalyozasara. Az aktiv oxigénformak
méregtelenitését antioxidansok veégzik (Van Kuijllet1987).

A hiperszenzitiv reakcié megjelenése éppen annkéivatkezménye, hogy az oxidativ és
reduktiv folyamatok egyensulya megbomlik (Adam bt 4989). E folyamat kdvetkeztében a
fenolok oxidacidja tulzott mértéké valik és ez a sejtszerkezéglbomlasahoz (nekrézisok
kialakuldsdhoz) vezet. A HR &ltal kivaltott neksit megjelenése mindig parhuzamos az oxidativ
reakciok aktivadlasaval (Goodman et al., 1991).

A hiperszenzitiv reakcidval kapcsolatos novényitreyrozist valoszifleg a képado
szuperoxid szabad gyok és mas toxikus szabad gyihdkkaljak (Adam, 1989). Az aktiv
oxigénformaknak tobb szerepe van a novényekben. ikEggen fontos szerepik a
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mikroorganizmusok karositasa. Emellett még az iattukejtfalszilarditas, génaktivalas és a

sejthalal kialakitdsaban is fontos szerepet jatdzan

2.3. A szisztemikusan szerzett rezisztencia (SAR)

2.3.1. A rezisztencia és a SAR fogalma

A rezisztencia az élények azon képessége, hogy egy koérokozd vagy swémnukra
karosité tényex hatasat lekizdjek (Agrios, 1988). A szisztemikusaerzett rezisztencia a
rezisztencia azon formaja, amikor egyddleges feizést (immunizaciot) koévét egy Ujabb
fert6zés esetén a nbvény rezisztenciat mutat a korokszélesebb korével szemben (Kuc, 1982;
Cohn et al. 2001). A SAR-t élettani immunitasnakisktdk nevezni (Chester, 1933). Az indukalt
novény rezisztenssé valik a virulens kérokozo témadal vagy mas karositoval szemben a
védeked rendszerének gyorsabb aktivalodasa révén. A SARfolgamat fugé (PR)
(pathogenesis-related) fehérjék szintézisével ékcizav termeddéssel jellemezhét(Van Loon,
1997). A SAR-t, mint kérokozo feitésre adott valaszt irtdk leéskor, azonban nem lehet
elkdléniteni, hogy melyik korokozé valt ki SAR-t éselyik nem. Szamos példa bizonyitja, hogy
korokozok széles skalaja képes kivaltani az indulédisztenciat, de arra is talalunk példat, hogy
egyes korokozok nem képesek indukélni a SAR-t (Rgahl., 1994).

2.3.2. A SAR felfedezése

Az elképzelés, miszerint a novények képesek a sadeke#d rendszeriket aktivalni és
rezisztenciat indukalni a kérokozék ellen, mar K660 éve ismert. A legkordbbi munkékat
Chester 6sszegezte 1933-ban, aki a korai 20. szzzados leirasat attekintette (Chester, 1933).
Mas oOsszefoglalok szintén részletezik a korai \Algkat (Matta, 1971; Kuc, 1982; Sequeira,
1983).

A legkorabbi beszamold, ami a betegségek ellenikall rezisztenciardl szol, a 20. szazad
elss felésl szarmazik, ahol Bernard bemutatta, hogy orchickdeandvényt gyenge patogenitasu
rizoktoniaval ebfertézve megemelkedett rezisztenciara valo képesség@dinényezett a névényben
a joval patogénebb rizoktonia izolatummal szembahel§, 1959). Késbb Miiller és Borger
bemutatta, hogy a burgonyagumoé bevagott felllgpgwirulens fitoftéra rasszal féeve lokalisan
indukalta a rezisztenciat ugyanezen korokozo uvmslleasszaval szemben (Miller, 1959). Ha a
nekrotikus, HR-t mutatd szOveteket Ovatosan elitoitdk, a kdzvetlendl a nekrotikus szovetek
alatt |éw6 egészséges szovetek szintén rezisztensek lettekukens fitoftéra izolatumokkal

szemben.
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Az 1950-es években, az indukalhato védelem kezdekiémiai bizonyitékat mutattak be
(Kuc, 1957) és ez magaba foglalta az indukalt e¢eigiat is. Williams és Kuc (1969) kimutattak,
hogy a D-, vagy DL-fenilalanin rezisztenciat indlikdima levelekben a venturias varasodas ellen.
Hijwegen (1963) kisérleteiben azt tapasztalta, hagyenilszerin rezisztenciat indukalhat az
uborkaban, és az 1970-es évek végére a szali@lsas/rbebizonyitottak, hogy a rezisztencia
induktora (White, 1979). Mindezek utan szamos stikiis és természetes anyagrol bizonyosodott
be, hogy rezisztenciat indukalnak (Kessmann et 1094; Cohen 2002). Az élsszintetikus
rezisztencia aktivator, a BTH (1, 2, 3- benzotiadla/-tiokarboxilsav- S- metilészter) az 1990es
evekben kerllt kereskedelmi forgalomba, és tobb méwsztenciat indukalé anyagot is
azonositottak. Napjainkban mar megszamlalhatatlasakt publikacié sziletett az indukalt
rezisztenciaval kapcsolatban, szamos gazda-pakaptsolatot feldolgozva.

Az elmult 10 évben a kilonbéZkutatasok alapjan vilagossa valt, hogy a kérokozigdni
indukalt rezisztencianak nem csupan egy tipusazikéteLegalabb két formaja ismert, a
szisztemikusan szerzett rezisztencia (SAR) ésdakadt szisztemikus rezisztencia (ISR) (Sticher et
al., 1997; Van Loon et al., 1998). Az ISR-t bizoaywvényi nbvekedéstisegit talajbaktériumok
(PGPR: plant growth-promoting-rhizobacteria) tor&spesek indukalni (Van Loon et al., 1998). A
SAR szalicilsav jelatvitel és korfolyamat fliggPR) fehérjék szisztemikus kifejgdésédl fligg
(Sticher et al., 1997; Hammerschmidt et al., 1999),az ISR abban is kilonbozikle, hogy az
etilén és jazminsav észlelédéis fligg, €s ez nincsen kapcsolatban a PR gérfeje&idésével.

Azonban a SAR és ISR is egyarant széles spektramisztenciat biztosit a ndvényeknek.

2.3.3. Arezisztencia lokalis és szisztemikus indalasa

Az indukalt rezisztencia lehet lokdlis és szisztemi A lokalis indukalt rezisztencia
azokban az esetekben alakul ki, amikor az indukékelést (kdrokozoval vagy kémiai induktorral)
ugyanazon a helyen alkalmazzak, mint askés kérokozoval tortéh fertozést. A szisztemikusan
indukalt rezisztencia esetében a kivaltott reziszte térben elvalasztédik az indukalas pontjatol.
Bér a lokalis és a szisztemikus rezisztencia téddedd, mindkett kialakulasahoz szikség van
inkubacios idre a kezelés utan, valamint a rezisztencia egykoes sem specifikus.

A lokalis rezisztencia esetében a koérokozé gatkisamatterében a ,védek@endszer
termékei”, mint példaul a koérfolyamat- figgfehérjek (PR protein), az érintett sejt falanak
valtozasai allnak, amelyeknek koszordieet a korokozo fefldése megall (Hammerschmidt, 1999).
A szisztemikus rezisztencia esetében az indukadfy vazisztenciat aktivalo kezelés az indukalt
rész6l tavolabbi névényi részekben is érvényesil, ésttelé teszi a védekézrendszer gyors

mikodésbe |épését a féressel szemben.
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Ha a novényt ,kihivo fetizésnek” vetik ala a korokozoval vald érintkezés wagy
aktivatoros kezelés utén, a fizioldégia valaszoki¢gsa rezisztencia kialakuldsa) sokkal gyorsabban
figyelhettk meg és nagyobb kiterjedé&k, mint a nem kezelt kontroll névényekben. Ezlengég
az ugynevezett priming (Zimmerli et al., 2000; Gahret al., 2002) (1. abra). A rezisztenciat nem
csak korokozokkal lehet indukalni, hanem kémiaiyibggtekkel (kés8bb részletezve: BTH, INA,
BABA), novényi kivonatokkal (Baysal és Zeller, 2Q0dagale et al., 2004; Jayaraj et al., 2008)
illetve abiotikus stresszorokkal is (pl. paragueon, séoldat) (Kiraly et al., 1991; Sandermann et
al.,, 1998; Strobel és Kuc, 1995). A felsoroltak oz novényvédelem szamara talan a

legigéretesebb lehietég a kémiai induktorok hasznalata.

Ozmotikus-

Elicitor, héstressz
kérokozo bz&
\ sebzés
\‘\\ (b) / /
Koérokozo (a) BABA
—_— Priming -~ BTH

Talajbaktérium

Novényi sejt

// \
¥ (e) (c)

Védeked gének és
antimikrobialis vegyuletek
indukalédasa, védettség a

Védekesd gének aktivalédasa,
védettség az abiotikus stressz
ellen

biotikus stressz ellen

1. 4bra A névényben a BABA, INA vagy BTH kezelégdsara a ndvényi sejt sokkal gyorsabban
vagy hatékonyabban reagél a kdrokozostarsére. A kezelés hatasara a sejtek jobban medktudi
védeni magukat az abiotikus stressékknint példaul a sebzés. (a) a priming lépés (bdikus és

abiotikus stresszorok (c) lehetséges valaszok @lomt al., 2002).

2.3.3.1. A SAR kialakulasa a névényben

A ndvényi hormonok kozlil a jazminsav (JA), szasial (SA) és etilén (ET) a6f
szabalyozéja az indukalt rezisztencianak (Pietéss€an Loon, 1999; Glazebrook, 2001; Thomma
et al., 2001). A novények a fenti a jelahkvspecifikus keverékének termelésével valaszolnak a

karositok (kérokozok, karték) tdmadasara. A jelatvbk termelése valtozik mennyiségben,
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elrendezésben, dditésben, valamint a védekezésben szerepet jatgzek gkiilonbo& csoportjat
aktivaljak, amelyeket végul is a tAmaddval szemberiekezési valasz természete hataroz meg
(Reymond és Farmer, 1998; Rojo et al., 2003; De atad., 2005). Kulonbdzladfi (Arabidopsis
thaliana) — korokoz6 kolcsdnhatasok teljes expressziosignafl mutattak ki atfedést a SA-, JA- és
ET- fugg védekezési mechanizmusok kozott (Glazebrook e2@D3; De Vos et al., 2005). A
kommunikélas a jelatviteli utak kozott egyeljes szabalyoz6 lehgtéget nydjt, ami lehévé teszi

a novény jol odsszehangolt védekezési valaszait. Mé&géenyi hormonok, mint példaul az
abszcizinsav (ABA), brassinosteroidok és auxinokai®sziriileg szerepet jatszhatnak a korokozok
elleni indukalt rezisztenciaban, de ezek jelsdge nem annyira ismert (Jamenson, 2000; Ton és
Mauch-Mani, 2004; Mauch-Mani és Mauch, 2005; Toalet2005).

A szalicilsav, a jazminsav és az etilén a noverjtbdésben betoltott szerepukon kivil az
elsbdleges védekézvalaszok szabalyozasaban is fontosak. Sok esetheikrobialis korokozék
fertozése €s a novényevizeltlabuak tadmadasa kapcsolatban van a fent edmlftormonok
megemelkedett termelésével, és velejardja jol magbzott, a védekezésben fontos szerepet jatsz6
géncsoportok aktivalodasanak (Maleck et al., 2@ubienk et al., 2000; Reymond et al., 2004; De
Vos et al., 2005). @ mi tobb, ezeknek a vegyileteknek a Kldtkalmazasa gyakran eredményezi a
rezisztencia megemelkedett szintjét is (Van Weed.et1999). Az SA - fligg védekezési reakcio
altalaban 6sszefliggésben van a programozott sdjthabmit HR néven ismeriink. Ez a vélasz
megallitja a novekedbiotrof kdrokozoét azzal, hogy megoli a megheritt sejtet. Valojaban ez a
védekezés a biotréfok széles kére ellen hatekoayglihlaban nem véd a nekrotrofokkal szemben
(Govrin és Levine, 2000; Thomma et al., 2001). UigzJA - figg védekezési valaszok, amelyek
nincsenek osszefliggésben a programozott sejthald@lanekrotréfok ellen adnak alternativ
védekezést (McDowell és Dangl, 2000)

Az SA kozponti szerepe a NahG transzgenikus nowehgsznalataval valt nyilvanvalova.
A NahG nodvények a bakterialidahG gént fejezik ki, ami a szalicilat hidroxilazt kogml amely a
szalicilsavat alakitja at katekolla, igy a transafalt névény nem képes szabad szalicilsavat
felnalmozni. igy példaul dohany és liddllahG mutans novények fokozott fogékonysagot makatt
oomicetak, gombak, baktériumok és virusok széleévad szemben (Delaney et al., 1994; Kachroo
et al., 2000).

Az SA tovabbi szerepének tisztdzasara a kutatGkegdranszgénikus novényt hoztak Iétre.
A recessziv muntans nprl (PR-1 nélkili), sail ($2€ketlen), nim1 (immunitas nélkuli) és eds5
(megemelt betegség tunettel rendetetraszgénikus ludf névények, normal hiperszenzitiv
reakciot mutattak, ha avirulens kérokozoval dedtlitek, de a feizésre adott védekezési valaszuk
nem tokéletes (Cao et al., 1994; 1997; Delaney.e1895; Ryals et al., 1996; Shah et al., 1997).
Az nprl, sail és a niml normal SA szintet termelad SA észlelésik alulszabalyozott. A kémiai
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aktivatoroknak, mint példaul az INA vagy a BTH eaeka ntévényeken nincs hatasuk, ami azt
mutatja, hogy ezeknek a vegyuleteknek a jelatvitili hasonlé az SA-hoz. Azonban egyes s#erz
szerint a SAR-nak feltehi@n nem csak egyetlen jelatviteli Utja lehetségesaudh-Mani és
Métraux, 1998). Az alternativ jelatviteli utak |eését tamasztjak ala azok a kutatasok is,
amelyekben a kis molekulaténiggciszteinben gazdag defenzinek (PDF) és tioninodrepét
vizsgaltak a védekézfolyamatok soran. Ludflvet hasznédlva modell nékémy Penninckx és
munkatarsai (1996) kimutattak, hogy a PDF 1.%sen indukalédott avirulendlternaria
brassicicolahatasara. Azonban az SA és az INA nem aktivallaefanzin fehérje és mRNS-ének
felhalmozodasat. Ezzel ellentétben Radwan és margat(2005) PDF felhalmozddast tapasztaltak
rezisztens naprafrogd novényekben SA kezelés matadaszisztemikus rezisztencia jelatvitelét
tanulmanyozta munkajaban Mauch-Mani és MétrauX ady jOl attekinthet, 6sszefoglalé abrat is
készitettek a SAR lehetséges jelatvit@l€R. abra). Az abra azt mutatja, hogy mi tortéakel$
avirulens korokozo fefzése soran a névényi szévetben, valamint a tavaabbzovetekben egy

kovetke® fertézéssel szemben.
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2. dbra A SAR indukalasa és kifejelese lokalis és szisztemikus kapcsolatban. (MauahiMs
Métraux, 1998). BTH: 1, 2, 3- benzotiadiazol-7-aoBoxilsav- S- metilészter, HR: hiperszenzitiv
reakcio, INA: 2,6-diklor-izonikotinsav, ISR: induk&zisztemikus rezisztencia, JA: jazminsav, PR:

korfolyamat fugg@ fehérje, SA: szalicilsav, SAR: szisztemikus szénezisztencia

2.3.4. A szisztemikusan szerzett rezisztencia ,kgkge” (fithesz veszteseq)

A novények annak érdekében, hogy néveljek a teretészellenalld képességuket
metabolikus eifeszitést tesznek, ami tébblet energia felhaszsal§dr. Ez az an. fitnesz veszteség,
ami azt jelenti, hogy a rezisztens ndvénynek valathalacsonyabb lesz a reprodukcids képessége,
mint a kevésbé rezisztensnek (Simms és Fritz, 19985 szavakkal, ha forrashiany alakul ki,
akkor a névény fennmaradasat a fokozott reziszensbkkenti. A rezisztencia koltsége tobb
forrdsbol eredhet, példaul az energia és a novEpiikovek elvonasa a ndvekedési és reproduktiv
folyamatoktol, oOntoxicitas, mas korokozokkal szenmibé&rzékenység, mutualista szervezetek
gatlasa (Purrington, 2000).

Ma mar szamos kisérlet bizonyitja, hogy a SAR cggén okoz ilyen jelleg) veszteségeket
a novénynek. Egy tanulményban specialisan a SARansdrekovetkezett elosztasi karok
meghatarozasatizték ki célul; buza novényt kezeltek BTH-val k&tosientes kdrnyezetben és
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szignifikans csokkenést tapasztaltak a biomasszsaggdasban és a termésben, és ez a hatas
erdsen fliggott a nitrogén ellatottsagtol (Heil et &000). Hasonldéan a lld@ifnévények SA-val
kezelve kevesebb szemet hoztak, mint a nem kepalrdd novények (Cipollini, 2002). A BTH
magasabb ddzisban (0.5 és 2 mg/ml) enyhe klor@iekott a napraforgon, és a hajtas friss
tomegének csokkenéséhez vezetett 14 nappal a gazlé (Prats et al.,, 2002). Mas ndvények
esetében is taldlhatunk szadmtalan példat arra, ho@gktivatoros kezelés negativan befolyasolta a
novények névekedését (Csinos et al., 2001; Latiaba és Lucas, 2001; Ziadi et al., 2001; Louws
et al.,, 2001; Romero és Ritchie, 2001; Buzi et 2004). Ez az altalanos eltolédas a normalis
anyagcsere ftikodéestl a védeke& metabolizmusok felé (Scheideler et al., 2002) baon
csokkentheti az aktualisan szilkséges protetteknovoszintézisét valamint a fotoszintézist is
(Logemann et al., 1995; Somssich és Hahlbrock, ;1988 et al., 2000), ugyanakkor a rezisztencia
.KoOltségei” kivaltddnak egy esetleges terés soran.

Felvetdik a kérdés, hogy mi lehet az oka annak, hogy & BXEzelés nem ndveli a
novekedést és a hozamot dacara a sikeresen viggtatszbetegségtiineteknek? Bar a BTH-t
altalaban nem tekintik fitotoxikusnak, klordzis lalaulasardl és csokkent ndvekedészamolnak
be az alkalmazas utan (Cole, 1999; Lopez és Lu2@82). A kérdésre a magyarazat meég
napjainkban sem sziletett meg. Tovabbi problémaeggyizé magyarazat megalkotasaban az,
hogy ez a jelenség nagymértékben fligg az abiotikivekedési tényéktol (Heil et al., 2000;
Cipollini, 2002; Délano-Frier et al., 2004). Téngoaban, hogy szamos bizonyiték van a SAR
novenyi fitneszre gyakorolt gatldé hatasardl, haokozdmentes kondiciok k6zott alakul ki (Durrant
és Dong, 2004; Heil és Baldwin, 2002). Ezt is figyebe kell venni egy esetleges, SAR-t is
tartalmaz6 névényvédelmi technoldgia kialakitdsanal

A SAR sikere mellett szolhat az a tény, hogy aduktio altal kivaltott rezisztencia
variabilitdst okoz a novényegyedek kozott, amelgekha koérokozok nehezebben tudnak
alkalmazkodni (Karban et al., 1997), igy csokkendi@hak a veszélye, hogy allando szelekcios

nyomas hataséara egyre virulensebb kérokozok valdgak ki.

2.3.5.A kémiailag indukalt SAR

A kutatok kozott felveidott, hogy a SAR kémiai aktivatorainak szerepe tlehe
ndévényvédelemben is, hiszen az abiotikus aktivitonasznalata egy igéretes Idisgly a
mezdgazdasagban az indukalt rezisztencia felhasznaldsdakdérokozok okozta fafzés mellett
bizonyos molekuldk is képesek a névényekben SARGukalni, igy a névények védekezése
aktivalhato lenne a velik valo kezeléssel. A seisukusan szerzett rezisztenciat szervetlen
(foszfatsok) és szerves (szalicilsav, jazminsakotimamid) vegylleteken kivil szintetikusan
eléallitott kémiai anyagokkal is aktivalhatjuk (Stichet al., 1997). Erre azért lehet sziikség, mert a
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novények altal termelt szalicilsav és szarmazékaiggakorlati hasznalatat nehezen lehet
megoldani, mivel a névények a felhalmozddott sdabiwat 28-glukozid formaban elraktarozzak.
Ezért olyan mesterséges utorbédlitott vegyiletekre volt szikség, amelyek hebsithetik a
szalicilsavat. Szamos kémiai induktort ismertela élereskedelemben a vilagszerte, és folyamatos
ezeknek a vegyuleteknek a hatasmechanizmuséara éhetséges gyakorlati alkalmazasukra
vonatkozo6 kutatds. Az abiotikus induktorok list&gétjellemsjét szamos munkaban megtalalhatjuk
(Tuzun és Kloepper, 1995; Karban és Kuc, 1999; L§®hNewton, 1999).

A SAR aktivatorokkal szemben tamasztott 3 legfoabiskdvetelményt Kessmann €s munkatarsai
(1994) fogalmaztak meg; (1) ne legyen direkt hdtdaukorokozo szervezetre, (2) ugyanazon
kérokozok ellen indukéljanak rezisztenciat, minbialdgiailag aktivalt SAR, (3) azokat a SAR
markergéneket indukaljak, amelyeket adott esetlignkérokozd is indukalna. E harom kitétel
altalanos elfogadottsaga miatt ezeknek a tulajdpredd a vizsgalata a SAR jelenségével

kapcsolatban végzett kutatasokban elengedhetetlen.

2.3.5. 1. Indukalt rezisztenciat kivalté vegyuletek

Az indukalt rezisztenciat kivaltd aktivatorok aébbhn nem specifikusak, altalanos
rezisztenciat indukalva a kérokozok széles komendilatékonyak és taxondmilailag egymastol tavol
allé novényekben is tikddnek. Az aktivatorok kémiailag eltéanyagok lehetnek, amelyek nem
mutatnak specifikaciét a rezisztenciat indukal6 degggikben, azonban figyelembe kell venni,
hogy néhany anyag sokkal hatékonyabb a rezisztaktigalasaban egyik névényfaj esetében, mint

a masikban.

Szalicilsav

A szalicilsav valosziiieg az el§ vegylletek egyike, amel§lr felfedezték, hogy
rezisztenciat indukal, emellett a névényekben igtalalhato (White, 1979; Ward et al., 1991).

A szalicilsavnak a SAR kialakulasa soran nagy pélstget tulajdonitanak a kutatok. Azért
is fontos erél a vegyuletél is szblni, mert a leginkdbb ismert névényi aktordkat (BTH, INA)
tobb kutatd a szalicilsav funkcionalis analogjanakinti, valamint strukturalisan is nagyon
hasonlitanak egymasra (3. abra). A SAR kezdeti aszak 0sszeflggésben van a SA szint
megemelkedésével, mind lokélisan adeés helyén, mind szisztemikusan a tavolabbi szkkete
is (Mauch-Mani és Métraux, 1998). Az SA szint megtwadik a floemben a SAR medfigyelése
elétt, és exogén SA kezelés indukalja sok gén kiteészét, ami a természetes Uton végbémen
fertozésére is kifejemik (Malamy et al., 1990; Métraux et al., 1990; Rassen et al., 1991;
Reymond és Farmer, 1998; Maleck et al., 2000). Bbada SAR a koérfolyamat fu§dgehérjéket
kodolé gének csoportjdnak aktivalodasaval is ossggfsben van, amelyek kozil néhanynak
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antimikrobialis hatasa is lehet (Van Loon, 19977 3A kul$ adagolasaval vagy a funkcionalis
analdgjaval az INA vagy BTH-val SAR-t lehet indukidlés ugyanazon PR géneket aktivaljak
(Ryals et al., 1996). A szalicilsav szerepénekltdiszsara olyan transzgénikus novényeket allitottak
elé (NahG novények), amelyek nem tudnak SA-t felhalnmoEzek a modositott novények SAR
kialakitasara képtelenek voltak, és nem mutatnakgPR aktivalédast sem a féxes hatasara
(Gaffney et al., 1993; Lawton et al., 1996). Mineleazt mutatjak, hogy az SA nélkulozhetetlen a
SAR jelatviteli rendszerében.

BTH (ASM)

A BTH (1, 2, 3- benzotiadiazol-7-tiokarboxilsav- @etilésztersyn acibenzolar-S-metil) a
Novartis cég (Syngenta) fejlesztésének kdszdnledtdl készilt az ek kereskedelmi forgalomban
is megjelent immunaktivator, a Bion® 50 WG. A Bibatasara a névenyek ellenalldo képessége
fokozodik, azaz megésiti a ndévényben amugy is megewedekezési mechanizmusokat,
ugyanakkor a kérokozo szervezetekre nincs kozvdtlbefolyassal (Racz, 1996). A készitmény
hazankban 2004-ig volt engedélyezé&tri buzaban lisztharmat ellen 60 g/ha-os, tavagak@an
szintén lisztharmat ellen 50 g/ha-os adagban. Adakan Actigard néven készllt bl
kereskedelmi forgalomba hozott szer.

A BTH szerkezete és hatasmechanizmusa is hasostdl@ilsavéhoz (Ryals et al., 1996)
(3. 4bra), de dozisat tekintve 100-szor kisebb miseget kell felhasznalni bie. A szerkezeti
hasonlosagok miatt olyan feltételezést is megfogatak, miszerint az SA, a BTH és az INA az
indukalt rezisztencia folyamata soran ugyanahhozeeeptorhoz kapcsolodik, bar ennek a
bizonyitdsa még nem tortént meg (Ryals et al., 1996BTH hatasanak molekularis vizsgélata
dohanyon és ladfiivon azt mutatta, hogy aktivaliA®R utakat, utanozva a szalicilsavat (Gaffney et
al., 1993; Friedrich et al., 1993; Lawton et al99&). Napjainkban a genetikai kutatasok
eléretoréseének koszontiein azonban kimutattak szamos kilénbséget a BTH 8&altal indukalt
génekben (Heidel és Baldwin, 2004; Bovie et alQf0Fontos kilébnbség a SA-hoz képest, hogy a
BTH (és az INA is) képes rezisztenciat indukalni 8A felhalmozaséara képtelen NahG
transzgénikus névényekben, ami azt mutatja, hogpAatol fuggetlentl nmikodik a SAR
jelatvitelében (Ryals et al., 1996). Azonban a BaE INA és az SA is képtelen SAR-t indukalni a
mar fentebb emlitett nim1 mutans lGdidvényekben, ami pedig azt mutatja, hogy mindharom
vegyllet ugyanazon a jelatviteli kaszkadon kerésakiivalja a SAR-t (Delaney et al., 1995;
Lawton et al., 1996).

A benzotiadiazolrél szamos munka bemutatta, hogigzeenciat képes indukalni kilonkitz
novényekben a korokozok széles kore ellen (ValladGdodman, 2004), és feltebenh ez a
legjobban ismert szintetikus aktivator, alikereskedelmi terméket is kifejlesztettek (Kessratin
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al., 1996). A legtobb esetben a BTH aktivalta raeiscia kapcsolatban volt a PR fehérjek
megemelkedésével, mint példaul a peroxidaz, kitmagy 1-3-glikandz. Azonban a kutatasok
soran arra is fény derilt, hogy a BTH kezelés alttivgének egy csoportja nem mindig egyezik
meg a kérokozok altal indukalt vedekegénekkel (Yu és Muehlbauer, 2001).

Az el vizsgalatokat a hatdanyag fejlesztése soran bbazabgeztek el. Ezek alapjan
kilénésen hatékony lisztharmat ellen (Gorlach et #996) és 10 hétig is védelmet nydjthat a
noévény szamara (Ruess et al., 1996). A ndvény eldev és a gyotkérzetén keresztil gyorsan
felveszi a hatdanyagot, amely akropetalisan, b#ipan, valamint transzlaminalisan is szallitodik
(Racz, 1996).

A Kkijuttatasi modokat tekintve a BTH-t tdbbféleké&mpis hatékonyan lehet alkalmazni a
kilénb6ad koérokozdkkal szemben. Hazdnkban a BTH-bdl kéRidlh-t permetezve juttattdk ki a
novényekre, de az irodalombdl mas kijuttatasi, kestemodokat is talalunk; levélre permetezés
mellet (Meyer et al., 2006; Stadnik és Buchena2@®d0; Lopez és Lucas, 2002; Dann et al., 1998;
Narusaka et al., 1999; Tosi és Zazzerini, 200@jkabntdzést (Anfoka, 2000; Tosi et al., 1999;
2000; Lopez és Lucas, 2002), szarba injektadlasnaégkezelés (Latunde-Dada és Lucas, 2001)
egyarant.

A BTH hatékonysagat napraforgd novényeken is tH#ékteSauerborn és munkatarsai
(2002) kisérletiikben napraforgd magokat kezelteki®al, és azt tapasztaltak, hogy csokkent a
szador karositdsa. Az oomicétak ellen is hatékdnymonyult a BTH (Godard et al., 1999; Perez
et al., 2003; Ali et al.,, 2000), igy a vizsgalatokla napraforgd-peronoszpéra sem maradt ki.
Legebszor Tosi és munktarsai (1999) vizsgaltak a BTHraf@mpgo-peronoszpdra elleni hatasat. Az
aktivatort talajbedntozésként és levélre permetervetesztelték, és mindkét alkalmazas
hatékonynak bizonyult. Azonban a legmagasabb kdr@gaban (300 mg/kg talaj feletti dozisban)
a talajbedntodzeés fitotoxikus tineteket okozott eémyeken. A BTH csirakezelésként is hatékonyan
szoritotta vissza a peronoszporas tunetek kialaktinapraforgéban (Ban et al., 2004a; Serrano et
al., 2007; Kordosi et al., 2009).

A novényi aktivatorok esetében a legtbbb kutat@wénye szerint szikség van bizonyos
id6 elteltére, amig a rezisztencia a névényben akiilita) és csak ennek azémkk az eltelte utan
tudja a névény a korokozo ellen hasznositani awathr altal kivaltott SAR-t. Ezért a SAR-t
vizsgalé munkék tobbségében az aktivatorokat &Aést ebtt alkalmaztdk a névényeken. Azonban
olyan kisérlet is talalhatdé a szakirodalomban, & 8TH kurativ hatasardl szamolnak be, tehat a
fertozés utani aktivatoros kezelés is hatekonynak bzlbraykorokozo ellen, viszont a két kezelési
idépontot 6sszehasonlitva a feaés utani kezelések hatasa elmaradt @Zést ebtti kezelések
hatékonysagatdl (Tosi et al., 1999; 2000; Ban.e2aD4b).
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A BTH in vitro hatasanak vizsgalataval - a Kessmann és munkatét984) altal
megszabott és altaldnossagban elfogadott 3 kitdiatt is - a SAR-ral foglalkozé munkakban
sokszor taladlkozhatunk. A BTH-t hatéanyagként taréed, Bion 50 WG ndévényi aktivator
engedélyezését megeben széleskdr vizsgalatot folytattak a szer gombakra gyakordlvetlen
hatasanak tanulmanyozasa céljabdl, amiben megalia@hi, hogy a szernek nincsen kdzvetlen
hatasa a korokozokra (Kessmann et al., 1996). Quélicesetében a legtobb szenem talaltin
vitro gatlo hatast a szer vizsgalata soran (Cohen, b9%odard et al.,1999; Pajot et al., 2001).
Azonban arra is talalunk példat az irodalomban,yhagBTH-nak gatlé hatdsa van az egyes
korokozo szervezetekre; Bengtsson és munkata@6jaSpilocea pomkonidiumok csirazasara
kifejtett gatldé hatasarol, Meyer és munkatarsaiO@)Oa Rhizoctonia solanihifa ndvekedésére
gyakorolt gatldé hatasrél szamoltak be. A gatlo hadéékelésénél azonban érdemes figyelembe
venni, hogy létrején-e kdzvetlen kapcsolat a komikszervezet és a ndvenyi aktivator kdzott az
alkalmazas soran (Korosi et al., 2009).

Az aktivatorok altal kivaltott védettséget szamésyesd befolyasolhatja, amit a gyakorlati
alkalmazas esetén figyelembe kell venni. Kisérletekazt tapasztaltak, hogy a BTH hatékonysagat
nagymértékben meghatarozza a kezelt ndvény cékimtikozéval szembeni rezisztencia foka
(Pradhanang et al., 2005), a novényi sztvet koagmint a novény fejlettsége és a kdrnyezet
(Rupe és Ghur, 1995; Panter és Jones, 2002). BditHaképes sikeresen rezisztenciat indukalni
szamos gazda-parazita kapcsolatban, taladlhaturdkaldredalomban olyan munkat is, ami arrdl
szamol be, hogy a BTH nem indukalta a reziszten@gy az indukalt rezisztencia szintje nagyon
alacsony volt (Lemay et al., 2002; Zhang et alQ120shii et al. 1999).

szalicilsav 2,6-diklér-izonikotinsav benzotiazbl
SA INA BTH

3. abra Az SA, INA és a BTH szerkezeti képlete
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INA

Az elsy izonikotinsav szarmazékot (a benzotiadiazolokkglyi#) uborka ndvények
hasznalataval azonositottak (den Hond, 1998). Ak $ikerkezete nagy hasonldésagot mutat az SA
eés a BTH szerkezetével (3. abra). A 2,6-diklor-ikotin sav €s a metilésztere volt az éels
szintetikus vegydulet, antir bebizonyitottak, hogy aktivalja a SAR-t, és gosklmdik a patogének
széles kore elleni rezisztenciardl (Métraux et91; Vernooij et al., 1995). Azonban ahogyan az
SA-t, az INA-t sem képesek elég jol toleralni artesztett névények (Ryals et al., 1996; Lopez et
al.,, 2002). Ennek ellenére a szerzett reziszteatidwglalkozé kutatok tobb kisérletben is
alkalmaztak az INA- t, mint rezisztencia aktivatgkz INA hatasat vizsgalé munkakban altaldban
az INA mellett a BTH-t, vagy mas novényi aktivatbatékonysagat is tesztelik, ezért a
szakirodalomban csak kifejezetten az INA-ra fokiGrdunkakat keveset talalhatunk. A kisérletek
nagy részeében tobb aktivator hatasat vizsgaljalpékzoés Lucas, 2002; Schweizer et al., 1999;
Dann et al., 1998; Gorlach et al., 1996).

BABA

A nem fehérje termésZetDL-3-aminovajsavrol ([3-aminovajsav) (BABA) kozeb £ve
bizonyitottak be, hogy indukalt rezisztenciat a&tibors6 névényben a&phanomyces euteiches
kérokozo ellen (Papavizas és Davey, 1963). Az6ganss publikacibban mutattak be, mint SAR
aktivatort, a gazda-parazita kapcsolatok szélel@jskatesztelve.

A BABA a természetben ritkan figyelléetmeg és alig taldlhat6 meg a ndvényekben. A
BABA strukturalisan hasonl6 izomerjeit (GABA:aminovajsav, AABA:.a-aminovajsav) (4. abra)
nem talaltak annyira alkalmasaknak indukalt reeiseia kivaltasara, mint a 3 izomert (Cohen et al.,
1999; Ovadia et al., 2000; Siegrist et al., 200Ra @s Cohen, 2001). Ton és Mauch-Mani (2004)
kisérleteikben bemutattak, hogy a BABA rezisztendiddukal a ludfiben az Alternaria
brassicicolaés aPlectosphaerella cucumerirglen, mig a BTH nem volt hatékony e két korokozé
ellen. A BABA-val kezelt ludi névények gyorsabban és sokkal hatékonyabban takddillonféle
abiotikus stresszekre, mint példaul a magasdrséklet, magas sétartalom és szédrazsag, ami arra
utalhat, hogy néhany altalanos molekularis kompsraefelebs a biotikus és abiotikus stresszeért is
(Jakab et al., 2005).
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4. abra Azu-, 3- ésy- aminovajsav szerkezeti képlete

Mivel a ndvények széles korében aktiv, a BABA dseészamos leirast talalhatunk, hogy
hogyan lehetne a gyakorlatban is alkalmazni. A BABA komplexet tesztelték &#n, ahol
hatékonynak bizonyult a kombinacio a peronoszpliea €Reuveni et al., 2001).

Szamos munka iranyult a BABA indukalta rezisztenbiatterére. A BABA kezelés
dohanyban, 10mM koncentracidban reaktiv oxigénfériialakulasadhoz, lipid peroxidaciéhoz, a
lézidk korlli kalléz indukélasahoz és az SA szimgmovekedéséhez vezetett (Siegrist et al., 2000).
A BABA, hasonloan a BTH-hoz, PR fehérjék felhalmdasat okozza a névényekben. igy példaul a
BABA indukalta a PR-1a, kitindz és glikanaz akésdt dohanyban, paradicsomban és paprikaban
(Cohen et al., 1999; Siegrist et al., 2000), ddlddn, karfiolban és dohanyban nem volt ilyen
hatasu (Cohen, 1994a; Jakab et al., 2001; Silad.,e2002). Ez azt sugallja, hogy a PR fehérjék
nem az egyeduli kivaltoi a BABA okozta valtozasdknami kall6z lerakédashoz, lignifikacidbhoz
€s hiperszenzitivitAshoz vezet néhany novényberhdfoet al., 1999; Siegrist et al., 2000).
Dohanyban Cohen (1994b) kimutatta, hogy érdekes omokiilonbség volt a PR fehérjék
indukaldsaban attol fuggn, hogy a névény melyik részét kezelték az aldival. A BABA-rol
ismert, hogy szisztemikusan mozog a paradicsomti@mnyban és ben (Cohen et al., 1999)
€s ez magyarazhatja a szisztemikus védettségetokdadk ellen a ndvényekben (Cohen et al.,
1999; Siegrist et al., 2000).

A BABA aktivalta SAR soran és SA felhalmozodast is tapasztaltak, ami nagyobtiékié
volt, mint csak a feéizés hatasara kialakuld SA szint novekedés (Hwarad.,e1997). A BTH és
INA kezelés hatasara azonban nem tapasztaltakengpékben megemelkedett SA szintet (Ryals et
al., 1996), ami mutathatja a harom aktivator jetate kozotti kilonbséget is.

Irodalmi adatokbdl ismert, hogy a BABA aktivitdsa koncentracio novekedésével
parhuzamosan ndvekszik (Baysal, 2005; Pajot eR@0]1) és viszonylag magas ddzis szikséges a
megfeleb vedettség kialakulasahoz (Cohen et al., 1994)etssonlitva példaul a BTH-val és az
INA-val. A napraforgo peronoszpora esetében vizagad BABA hatékonysagat (Tosi et al., 1998),
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€s azt tapasztaltak, hogy az aktivatornak nindsewitro hatasa a korokozéval szemben, és
viszonylag magas dozisban (150-250 mg/kg taldpjiadnttzésként alkalmazva védelmet nyujtott
a peronoszpéraval szemben, viszont a névényerXitats tliinetek alakultak ki. Hasonl6képpen
tobb oomicéta korokozoval végzett kisérletben sedwolta in vitro kortlmeények kozott a
koérokozokat a BABA (Cohen, 1994a; 1994b; Cohen let E094; 1999; Tosi et al., 1998),
ugyanakkor a BTH-hoz hasonldan, a szakirodalombarntro gatldo hatasrél beszamolé munka is
taldlhat6. Jeun és munkatarsai (2004) szerint aBg&olta aColletotrichum orbicularespérainak

csirazasat.

2.3.6. Az aktivatoros kezelés 6sszeegyeztethwtge a konvencionalis fungicides védelemmel

Az indukalt rezisztencia biologiai korlatjai arrkévetkeztetésre juttattak a kutatokat, hogy
a novenyi aktivatorokat inkabb kiegészitehetségként kell szamitasba venni az integralt
novényvédelemben, mint a fungicidek direkt helystdkeént (Lyon és Newton, 1999). A
kereskedelmi forgalomban is eléretktivator, a Messenger haszndélatat is a konvealifon
fungicidekkel valo rotacidéban ajanljdk, mig a Biethasznaldsanal is azt ajanljak, hogy a terméket
»=ajanlatos tankban dsszekeverni mas regisztratiékkel aminek kurativ hatasa is van, hiszen ha a
betegség mar jelen van az alkalmaza$padtjaban, akkor igy lehet biztositani a megtelel
védettséget a betegség ellen. Olyan kezdeményezések az EUREPAG (European Retail
Produce Good Agricultural Practice) szintén tamjagatk integralt névényvédelem hasznalatat a
hosszu tavu fejlesztésért és a fenntarthat@geezdlasagi termelésért (Reglinski et al., 2007).

A fungicidek alapvetek a betegségek elleni védelemben a névénytertneszdszerekben.
Az élelmiszerekben fennmaradé szermaradvanyok imiagfgodalom azonban hasznélatuk
korlatozasdhoz vezetett, valamint arra sarkalkatatékat, hogy hatékony modszereket talaljanak a
fungicid hasznélat csokkentésére. Ez szintén eledza SAR és a konvencionalis modszerek
otvozeéséhez. A BTH és fungicidek novényi betegségiehi egyuttes hasznalatardl szamoltak be
Jorgensen és munkatarsai (1997), Stadnik és Bugber(@999), Willingham és munkatérsai
(2002), Miles és munkatarsai (2004) valamint Leskads Kolenda (2002).

Hasonléan a BTH-hoz, a BABA és az INA esetébereigapasztaltak a kutatok, hogy az
aktivator kombinalasa a konvencionalis fungiciddklbb védelmet biztosit, mint a fungicid vagy
az aktivator 6nmagaban alkalmazva (Ortega et 8P81Reuveni et al., 2001; Baider és Cohen,
2003). Ezt a tulajdonsdgukat kilondsen jél ki lehleasznalni a fungicidrezisztencia
kikliszobolésére.

Az aktivator — termesztett névény egymasra hatksammsgalata (Reglinski et al., 1994;
Romero és Ritchi, 2001) azt mutatja, hogy egyeskaalkalmasabbak az indukalt rezisztencia
alkalmazaséra, mint masok. Az aktivatoros kezelgaté alkalmassdg egy opciondlis valogatasi
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kritérium lehetne a nemesitési programokban. Sajgok mai, magas termést produkald
novényfajta mutat hiAnyossagot a természetes temisaban a régi fajtahoz vagy a vad valtozathoz
képest. Ez pedig arra enged kovetkeztetni, hogy agas termésre és mas kivanatos
jellegzetességekre tori@memesités csokkenti a névéenyek védekezési pol@ndigosenthal és
Dhirzo, 1997).

2.4. A nodvények védekezési reakcioi
2.4.1. A reaktiv oxigén formak (ROS) szerepe

Amiota ismertté valt, hogy szuperoxid termelés kaadik a burgonyaban a fitoftéraval
valo interakcidban, szamos névényben mutattak RCQS termelést korokozo féaest koveien
(Doke, 1983). A novény -— korokozé kolcsonhatasokban ROS-ok elésorban a
plazmamembranban termidhek (Sagi és Fluhr, 2001) és a ROS termelése léalrf®mzddasa
kapcsolatba hozhaté a sejthaldl indukalasaval asdi@n (Grant és Loake, 2000). Bar a HR
kialakuldasanél a ROS éMdleges jelnekiinhet, szamos esetben nem feltétel az indukalo@asay
et al.,, 1999; Hirasawa et al., 2005). A ROS-ok egera ndvényi sejthalalban vagy annak
kivalthisaban még mindig vitatott kerdés. A ROS-ielket direkt toxikus hatasa is a névenyi

sejtekre, hiszen a hidrogén peroxid Kidglagolasa sejthalalt indukal (Levine et al., 1996)

2.5. A reaktiv oxigénformak méregtelenitése

Az aktiv oxigénformak a névények szamara is mérglezezeért a novénynek szuksége van
az aktiv oxigénformak meéregtelenitéséere, amelywbddansok végeznek (Van Kuijk et al., 1987).
Antioxiddnsoknak tehat azokat az anyagokat nevezafilelyek az aktiv oxigén formak karosito
hatdsat csokkentik. Az antioxidansok lehetnek eatikusak (kataldz, szuperoxid-dizmutéz,
aszkorbat-peroxidaz, dehidro-aszkorbat-reduktaz étnem enzimatikus (glutation, aszkorbinsav,
karotinoidok) niikbdésiek.

2.5.1. Polifenol oxidaz (PPO)

A polifenol-oxidazok (EC 1.10.3.1) széles korbetemddt réztartalmu fehérjek, melyek a
baktériumoktdl az emibokig megtalalhatdak az éélrendszerekben A szdvetek sérlilése soran
lejatszddo barnulasi reakcidk a polifenol-oxidanokkddéséhez kothék, fenoloidok oxidalasaval
kinonvegylletek képgidnek, amelyek polimeriziciéra hajlamosak. Ez allegtébb jol ismert
noveényi barnulasi folyamat hatterében (Shi et2002). A fenol-oxidazok a sejtorganellumokban,
illetve a citoplazmaban szabadon talalhatok. A lekvéenol-oxidazai dként a kloroplasztiszokban
membranokhoz koététten fordulnak 6el (Tolbert, 1973). Az oOregedéssel aktivitAsuk a
haromszoroséra is emelkedhet.
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A polifenol-oxidazok feltételezett élettani szerepelméletileg képesek terminalis
oxiddzként NAD(P)H oxidalasara; szerves vegylletek hidroxilaciojat takazaljak;
reakciotermékeik (kinonok) szerepet jatszanak &k€ézesi reakciokban (Butt, 1980).

Szerepuk van tovabba a védekezésben is, a kebekieanok mérgedek — a kdrokozon
kival tébbnyire a néveényi sejtet is elpusztitjaky johetnek létre nekrotikus foltok.

Miota Arnon (1949) felfedezte a latens PPO-t aaltoid membranban, megletisén sok
informécio valt ismertté. Mayer és Harel (1979)rsrea polifenol-oxiddzoknak védek&szerepik
van a novény — korokozo kélcsonhatasokban. A ndelényédeke& rendszerében betoltott
szerepiket szamos, napjainkban végzett kutatas&zdamytja (Shi et al.,, 2002; Mohammadi és
Kazemi, 2002; Li et al., 2002; Mayer, 2006; Lukgc2906; Tegelberg at al., 2008). A napraforgd
esetében Nandeshkumar és munkatarsai (2008) asiztafiak, hogylasmopara halstedfiertézés

utan 12 oraval megnovekedett a PPO aktivitas mireziaztens, mind a fogékony névényekben.

2.5.2. Gvajakol-peroxidaz (POX)

A novényi peroxidazok (EC 1.11.1.7.) protohem pretzus csoportot tartalmazo
végoxidazok. A novényi szervezetben nagyon eltegleda reakciok széles valtozatait képesek
katalizalni (Siegel, 1993), tkddésik soran H-donor vegyuleteket oxidalnak hidmpgeroxid
segitségével:

Donor (red) +HO, — donor (ox) + 2HO
A H-donorra nézve gyenge az enzim specificitasavivo fenolok, aszkorbinsav, indolecetsav,
aminok, citokrom-c, és szervetlen ionok is lehetk&kionorok a reakciobarnn vitro aktivitas
mérésekhez pedig szdmos vegyllet alkalmazhat6,ayéld gvajakol vagy a pirogallol. A
legszélesebb korben alkalmazott vegyllet miatt ak@jperoxiddznak is nevezik az ebbe a
csoportba tartozé enzimeket.

Eloszlasuk az egyes sztvetekben, szervekben azdfeg§dés soran valtozik. A
peroxidazoknak szdmos élettani szerepuk lehet @As&f92), tobbek kozott részt vesznek a
lignifik&cidoban (Gross, 1978), az etilén kédeésében, az indol-ecetsav bomlasiban (Salin, 1987),
séruléseket elféd anyagok képzésében jatszott szerepik miatt islneémyozzak. Emellett a
novények stressz reakciojdban és a novény — koédolk@pcsolatokban betdltott szerepik is
bizonyitott (Low és Merida, 1996; Montalbini et,al995), azaz részt vesznek a rezisztencia
kialakitasaban is. A hidrogén-peroxid méregtelegibén is szerepe lehet a peroxidazoknak, hiszen
a HO, vagy spontan modon vagy katalaz koziktdésevel bomlik le, vagy szubsztratja lehet
peroxidazoknak is. A POX aktivitasanak emelkedésmlanos valasz szinte valamennyi
stresszhatasra, mint pl. az alacsorymérsékletre, kilonb&z xenobiotikumokra, a ndvényi
kérokozok altali ferdzésre, a levegzennyezésre, vagy a talaj megndvekedett nehéziidatrtara
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(Rabe és Kreeb, 1979; Van Assche és Clijsters,;198@edis et al., 1997). A peroxidazok tovabba
biokémiai markerként is szerepelhetnek a szisztesaik indukalt rezisztencidban (Irving and Kuc,
1990).

Szamos példa talalhato a szakirodalomban a kul@biizényeket ért stresszek hatasara
bekovetke# POX aktivitas megnovekedésére. llyen stresszoebkthek példaul a GGes UVB
sugarzas (Tegelberg at al., 2008), az aktivatoeaslés (Ananieva at al., 2004; Serrano et al., 2007
a virus (Fodor, 1998), vagy oomicéta okoztattars (Sedlarova et al., 2007).

Napraforgoban Serrano és munkatarsai (2007) BTHkealelt, majd peronoszpéraval
fertozott napraforgd névényekben mérték a gvajakol-pdeaxaktivitasat a fefzés utan 9 nappal.
Vizsgalataik soran megallapitottdk, hogy a gvajaderioxiddz aktivitdsa a férés hatdsara
megnovekedett, és a legmagasabb enzimaktivitastTHrvl ebkezelt majd fekdzott fogékony

novényekben mérték.

2.5.3. Katalaz (CAT)

A kataldz (EC 1.11.1.6.) az egyik legjelésebb hidrogén-peroxidot semlegésénzim a
novényekben. A négy alegységhallo, hem prosztetikus csoportot tartalmazo entiileg a
peroxiszoOmakban, glioxiszomakban vagy a mitokomdban talalhaté (Salin, 1987; Scandalios,
1990; Willekens et al., 1997), ahol Tolbert (1982¢rint nagyrészt a fotorespiracié és a zsirsavak
bontasa soran keletk&H,O, hidrogéndonor nélkili lebontasaért fékelhz alabbi reakcio szerint:

2H0,—»2H0+0,

A katalizalt reakci6 sebessége meglébeh nagy, viszont a katalaz szubsztrat affinitasai k
(Willekens et al., 1995). A katalaz jeléaégét mutatja Chamnongpol et al. (1996) munkéaj@ks.
transzgénikus ndvényeken kimutattak, hogy a kataiizyos névényekre a nagyobb fényintenzitas
letalis hatasu volt, mig gyenge fényben nem karasoa modositott ndvények.

Napraforgo esetében Costa és munkatarsai (20083-&inzalez és munkatarsai (2002)
valamint Azpilicueta és munkatarsai (2007) a katalktvitasanak valtozasat tapasztaltak szdmos
abiotikus stressz hatdsara. Azpilicueta és murdgatd2007) vizsgalataikban 4 katalaz izoform

kifejezodését vizsgaltak.

2.5.4. Glutation-S-transzferaz (GST)

A novények védelmi rendszeréhez tartoznak a gautedi-transzferazok (EC 2.5.1.18). Ezek
az enzimek a citoplazmaban talalhatoak, és a @utatripeptid konjugacidjat katalizaljak
kulonbo®d hidrofob, a sejtekre nézve meérgegzubsztratumokkal (Mannervik et al., 1988). A
glutation-konjugatumokat a névény kivalaszthatjmkudlumba vagy az apoplasztba. Néhany GST
glutation-peroxidazkeént is #kodik, igy kdzvetlen véthatast fejt ki oly mdédon, hogy a szerves
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peroxidok inaktivalédasat katalizalja glutationaliffid létrehozasaval (Bartling et al., 1993),
valamint a GSH-szint ndvelésével visszacsatolagabadyozas révén. A legtobb novényi GST
nehézfémstressz, etilénkezelés, ndvénykdérokoz@kiettressz-valasz, sebzés vagy 6zon hataséara
indukalddik, amildl arra lehet kovetkeztetni, hogy szerepik van adaii stressz elleni vedekiz
mechanizmusokban (Marrs, 1996). A transzkripciéikantésében az élleges szignal szerepét a
hidrogén-peroxid jatssza. Az oxidativ stressz kéggsh kivil fontos feladatuk van a sejt anyagcsere
folyamataiban: példaul az antocidnok kép@sében és az auxinok aktivitdsanak szabalyozagéban

sejten bellli transzportjukban (Alfenito et al. 989 Marrs, 1996).

2.6. Defenzin szerepe a névényekben

A novényekben a korokozék elleni védekezés kuloabsizatégiait talalhatjuk meg, az
egyik ilyen védekek mechanizmus olyan antimikrobialis peptidek szinédésa réven torténik,
mint példaul a defenzin. A defenzin ciszteinbendgag kismérdi peptid, amely ndvényekben és
allatokban egyarant &brdulhat. Urdangarin és munkatarsai (2000) szeasinhapraforgdban
kapcsolat lehet a defenzin gén megemelkedett kifdfse és aSclerotinia sclerotiorum
koérokozoval szembeni fogékonysag kozott. Mas sikerz tapasztaltak 6sszefliggést a defenzin
kifejezodése és a ndvények fitoftoras éamtse kozott (Solis et al., 2007). A defenzint a SARs
Osszefluiggésbe hoztak Mauch-Mani és Métraux (1988 munkajukban kifejtették, hogy a
defenzinnek az indukalt rezisztencia jelatvitelélseseerepe lehet (2. abra).
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Névény és korokozo

Kisérleteinkben az RHA-274, RHA-340 és HA-335 USDhépraforgd vonalakat, illetve a
napraforgd-peronoszpora egyik legelterjedtebb, #0(atotipusat hasznaltuk. Az RHA-274-es
vonal nem rendelkezik megfetdP. halstediirezisztencia génnel, ezért fogékony a kérokoz6a&0
patotipusaval szemben. A masik két vonal rezisz#gen&0-as patotipussal szemben, azonban
kulonbség van kozottik a rezisztencia mértekében:R&A-340 vonal részleges, un. HLI
(,hypocotyl limited”) tipusu, részleges rezisztenal rendelkezik, mig a HA-335-0s vonal teljesen
rezisztens a 700-as patotipussal szemben (Viryudya, 1996). A kérokozé fenntartasara és
inokulum termelésre a teljesen fogékony (rezisagegént nem hordozo) GK-70 fajtat és a HA-89
vonalat hasznaltuk.

A napraforgd kaszatokat 15%-0s higitasu, keresk@dergalomban kaphatd hip6 oldatban
fellletileg ferBtlenitettilk, ami az oldatban torterb perces aztatast jelentett. Ezt kdest a
kaszatokat folyo vizzel alaposan lemostuk, és reddedpapirba tekerve 24 °C- on csiraztattuk,
amig a gyokérkezdemények 3-5 mm hosszusagurédtell (2-3 nap). Ezutan kovetkezett a
csirandvények kezelése és fedse. A kezelések, illetve a f&€s megtorténte utan a
csirandvényeket altalanos viragfolddel (B tipusémieges kémhatasu: pH = 6,5-7) toltott
cserepekbe vagy ladakba dltettik és Uveghazbarnv&apbs feltételek kdzott (18-24 °C, 16 oOra

megvilagitas) neveltik a kisérlet céljatol figg 2-3 hétig.

3.2. Aktivatoros kezelés

A napraforgé csirandvényeket 6 oOran at Usztattuk egyes aktivatorok kulénb6éz
Bion 50 WG haszndlati engedélyében széregbzisnak. A BABA és az INA esetében
elokisérletekben valasztottuk ki a megfél&bncentraciokat (INA esetében 100 és 200 mg/l, anig
BABA esetében 125, 250, 500, 1000 és 2000 mg/Bzékkel a dozisokkal végeztik az Gveghazi
kisérleteket (tlneti értékelések, mikroszkOposgalat).

A védekezéssel kapcsolatos enzimek aktivitas viasgicsak a BTH aktivatort teszteltiik
160 mg/l-es koncentraciét alkalmazva.

Molekularis genetikai vizsgalatainkban az aktivakoegy-egy koncentracidjat teszteltik:
BTH 160 mg/l, INA 100 mg/l és BABA 2000 mg/I.
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3.3. Mesterséges febizés
A napraforg6 csirakat az aktivatoros kezelés utgnrappal fekiztik peronoszpéraval. A
fogékony napraforgdk sziklevelein frissen kégétt P. halstediisporangiumokat kétszer desztillalt
(bideszt) vizben Ovatosan razatva lemostuk és atkaporangiumszuszpenziot Birker-kamra
segitségeével 50 ezer spora/mitisédire allitottuk be. Mesterséges feréshez Cohen és Sackston
(1973) teljes csirandvény-bemartasos (WSI) moédszdk@almaztuk, amely sordn a napraforgo
csirakat 16°C-on sotétben 5-6 oran at Usztattyloeagium-szuszpenzidban.
Az aktivatorok eés/vagy a mesterséges 6teds hatasat az alabbi kezelések alapjan
hasonlitottuk 6ssze:
- NKNF — nem kezelt (csupén desztillalt vizben asxt), nem ferizott,
- KNF — az aktivatorok valamelyikével kezelt, neentdzott,
- NKF — nem kezelt (csupan desztillalt vizben Usittg ferzott,

- KF — kezelt és fedizott (az aktivatorok valamelyikével kezelt, majddeott).

3.4 Tuneti értékelés

A betegségtiineteket szikleveles (8—10 nappal ateglutan) és 2—4 lomblevélpéaros (14-16
nappal az Ultetés utan) korban értékeltik. Ad eletben a korokozé sporulaciéjanaksebitésere
a szikleveles novényeket egy éjszakara paratdbe téelyeztik, és a szikleveleken megjélen
sporangium- bevonatot 4 fokozatu skéla segitségégekeltiik Oros és Viranyi (1987) médszerét
kovetve a kdvetkdk szerint:

- 0 értéket kapott a névény, ha nem mutatott $aoiat

- 1-et, ha a sporangium bevonat a sziklevél fedbitd harmadrésznél kevesebbet foglalt el,

- 2-t, ha a sporulacié a levélfellilet harmadargde ki,

- 3-t, ha a sporulacioé a levél felét foglalta el,

- 4-t, ha a sziklevél felénél is nagyobb hanyaddihészlelhet a sporulacio.
Minden névény esetében a fokozottabb sporulacidtatbusziklevelet értékeltiik. Emellett
fellegyeztik az elpusztultgpusztulas) ndvények szamat is. A masodik érteketésiegmertik a
novények magassagat, és feljegyeztik a klorozigak@di leveleken) mutatdo ndvények szamat is.
Valamennyi kisérletet 3 ismétlésben allitottuk ber@nden kezelési csoportbdl ismétlésenként 25

noveényt ertékeltiink.

3.5. Mikroszkoépos vizsgalat

A szovettani vizsgélatokhoz a mintédkat a deés utani 3., 7., 10. és 15. napon vettik. A
talajmaradvanyoktol alaposan megtisztitott ndveértyipbkotil részét FAA (Brmaldehyde fcohol
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Acetic Acid, 10%:50%:5% + 35% desztillalt viz) oldah fixaltuk a feldolgozasig. A tartositott
novényi részeket a metszetek készitéétt elesztillalt vizben aztattuk, hogy a tartositéasas
kivont vizet a névényi részekbe visszapotoljuk. @vényi mintdkbol penge segitségével maximum
néhany milliméter vastagsagu metszeteket késazitettih metszeteket targylemezre, vizbe
helyeztik a vizsgalat megkezdéséttel

A szovettani értékelést Olympus BX50 fluoreszcensikroszkOppal végeztik, ahol a
korokozo6 fejbdési alakjait (hifak, hausztoriumok), valamint avédyi sejtek fekizésre adott
valaszait eértékeltik. A fluoreszcencia jelenségémekényege az, hogy a fény vagy egyeb
elektromagneses sugarzas altal megvilagitott améag bocsat ki magabol addig, amig a fény
vagy az elektromagneses sugarzas altali stimufagcivéll. A legtébb szerves anyag képes rovid
hulldAmhosszu fény (250-350 nm, UV- fény) hatasduorészkélni. A jelen vizsgalatokhoz
kapcsolodoan ide tartoznak példaul a kulorbkarokozo képletek (hifak, hausztoriumok, stb.).
Tipikus képvisedi az autofluoreszcenciara képes anyagoknak a logthreos vegyuletek (pl.
fenol, lignin), vagyis pontosan azok, amelyek aockézok és gazdantvényeik kdzotti kapcsolat
kialakitdsaban fontosak. A fluoreszcens fény mikkopi alkalmazasanak az egyéb mikroszkdpos
modszerekkel szembeniéalye a nagyfoku érzékenysége és gyorsasaga. Az UB58 nm
hullamhosszu) fény tovabba nem roncsolja a mintdlaisara a szerves molekuldk nem bomlanak
el. A gombak fluoreszcens mikroszképos vizsgaldt&weon és munkatarsai (1993) foglalkozott
részletesebben. A peronoszpoOraval ottt napraforgd  fluoreszcens vizsgalatara a
szakirodalomban tébb, a fentiekben mar emlitett kaus talalhaté (Mouzeyar et al., 1993; 1994;
1995, Mazeyrat et al., 1999; Ban et al., 2004a4B0&orosi et al. 2009), amelyek egyértébn
azt mutatjak, hogy ez a technika alkalmas a koérékogomon kdvetésére €s a ndvényi reakciok
detektalasara ebben a gazda-parazita kapcsolatban i

A vizsgalatokhoz a szarkeresztmetszetet képzeletbégyfelé osztottuk és ennek
megfeleben négyfokozatu skalat hasznaltunk az értékeléskiaden negyedben kilon-kilon
vizsgaltuk a kérokozo jelenlétét valamint a novévdliaszokat. Az értékelésnél megkilonbdztettiik
egymastol a kéreg- és bélparenchiméat is (Ban et28l04). Ismétlésenként (3 ismétlés) és

kezelésenként 3-3 db néveny hipokotiljat értékellydgn mddon.

3.6. Szabadfoldi kisérletek

A laboratériumi korilmények kozott hatdsosnak biadn kezelésekkel szabadfoldi
vizsgalatokat is veégeztink 2007-ben és 2008-barsérigteinkhez a teljesen fogékony,
rezisztenciagént nem hordozé HA 89 napraforgd \aindletve a P. halstedi) 710-es patotipuséat

valasztottuk, azaz egy kompatibilis kapcsolatotak.
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A napraforgd kaszatok fellleti féttenitését és az azt kovetsiraztatast a korabban
ismertetett modon végeztik, valamint az Uveghazéréteknél alkalmazott csirandvény
kezeléseket és inokuldlasi médot alkalmaztuk. Areedezelések jelolései a kbvetékezoltak:

- NKNF: nem kezelt és nem fégbtt,

- NKF: nem kezelt, feéizott,

- K(BTH)NF: kezelt (BTH 160 mg/l), nem féz0tt,

- K(BABA)NF: kezelt (BABA 2000 mg/l), nem feftott,

- K(INA)NF: kezelt (INA 100 mg/l), nem fedzott,

- K(BTH)F: kezelt (BTH 160 mg/l), fedtzott,

- K(BABA)F: kezelt (BABA 2000 mg/l), fedzott,

- K(INA)F: kezelt (INA 100 mg/l), fetzott.

A kezelések utan a napraforgd csirandvényeketbtalalebomlo (Gn. finpot) cserepekbe
Ultetttik, egy hétig Uveghazban neveltik, majd kiiiltk a Szent Istvan Egyetem Novényvédelmi
Intézetének kisérleti terén. A killtetésnél 70 agnsertavot és 25 cm-eétdvot alkalmaztunk. A
terlletet a madarak karositasa ellen haloval takaamit két par valédi leveles allapot utan velktin
le a napraforgb novényekr

A szabadfoldi kisérletet harom ismétlesben vegeztighetlenblokk elrendezésben. Egy
blokkban nyolc parcella volt és minden parcellat2dn nbvény. Az értékelések az alabbiakra
terjedtek ki:

* TUneti értékelés a tipikus szisztemikus betegs@&gelkn megjelenése alapjan
(folyamatosan)
» Magassag mérése (a killtetést kéeet2, 5, 7 és 11 héttel).
» Tanyératmé&F mérése (a tanyerok teljes kitajlesekor).
A 2007. évben a szélséges ifljarasi korulmények miatt (vihar, jégdsa ndvényallomany egy
része karosodott, ezért az eredmények csak résaiitak értekelheik. A kisérletet 2008-ban

valtozatlan formaban megismételttk.

3.7.1n vitro sporangium csiraztatas

Annak megallapitasara, hogy az alkalmazott aktreéimak van-e kozvetlen gatldé hatasa a
korokozora,in vitro korilmények kodzott sporangium csiraztatasi kiserlallitottunk be. Ennek
soran mindharom aktivatorbdl alapoldatot készittt{BTH: 320 mg/l, INA: 400 mg/l BABA:
4000 mg/L), és ezekb megfeleb higitassal kiloénbdz koncentracioju oldatokat készitettiink,
szuszpenziojaval. Az alkalmazott koncentraciok aekkezk voltak: a BTH esetében 40, 80, 160
mg/l, INA esetében 25, 50, 100 és 200mg/L, BABAté&sen pedig 50, 100, 250, 500, 1000, 2000
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mg/l. A vizsgalati mintdkat 16 °C-on so6tétben in&libk, az értékeléseket hat és 24 ora mulva
végeztiuk. Mintanként ésdgontonként 2x50 db sporangiumot szamoltunk le nsikkop alatt és
fellegyeztik a kilrdlt, valamint ki nem drdlt spogaumok szadmét. A kisérletet 3 ismétlésben

vegeztik el.

3.8. Enzimek aktivitasvizsgalata

Az enzimek méréséhez a ndvényeket &#és utani 0., 3., 9., 13. és 17. napon vettikaEzt
vizsgalat sorozatot csak a BTH-val (160 mg/l d&@iskezelt nbvények esetében végeztik.

Az enzimmeérésekhez 0-4 °C kozottbnmérsékleten sejtmentes oldatot készitettiink a
napraforgd noévények hipokotil rés#débNovényenként 0,5 g tomégnintakat vettink, éhitott
dorzsmozsarba helyeztiik és mozsémélr homogenizaltuk 3 ml hideg, 50 mM-os TRIS-HCI
pufferben (pH 7,8), amely 7,5% (w/v) vizoldékonylipioil-pirrolidon K25-6t és 1 mM EDTA-
Nea-t is tartalmazott. A homogenizalt novényi szoveli€000 g-vel, 20 percig 4 °C -on
centrifugaltuk, és a fellliszo6t hasznaltuk a vilsgk elvégzéséhez. Az enzimkivonatot a mérés
teljes idbtartama alatt 4 °C -on tartottuk. A méréseket éleatt mérséklei kivettdban, 25 °C -
on végeztik, SmartSpec Plus tipusu spektrofotomeét¢BioRad). A kisérletet 3 ismétlésben

vegeztik és ismétlésenként 3 ndveny hipokotilj&iédkitettiink nyers enzimkivonatot.

3.8.1. Gvajakol-peroxidaz (POX) aktivitds mérése

A gvajakol-figd peroxidazok aktivitasat gvajakol szubsztratummathRell és Sequeira
(1974) modszere alapjan hataroztuk meg. A realkeyye®,2 ml natrium-foszfat puffert (0,1 M, pH
6,0), 100ul 50 mM-os gvajakolt (62 mg gvajakol feloldva 10 miésztillalt vizben, 2 mM
végkoncentracid), 10 12 mM-os HO,-oldatot és 10ul névényi kivonatot tartalmazott. A
gvajakolbol keletke tetrakonjugatum kégrését 436 nm hullamhosszusagon kvarc kivettaban
kévettiik nyomon (extinkciés koefficiens 26,6 miem™).

3.8.2.Polifenol-oxidaz (PPO) aktvitas mérése

A polifenol-oxidaz aktivitasat 400 nm-en végeztigkol a kinon kialakuldsanak aranyat
Fehrmann és Dimond (1967) maodositott modszere dampiértiik. A reakcidelegy 2,2 ml natrium-
foszfat puffert (0,1 M, pH 6,0), 1 mM EDTA-k# 20 mM katekolt és 200l névényi kivonatot
tartalmazott. Az abszorbancia valtozast 400 nméarettiik nyomon, a PPO aktivitas szamitasahoz a

képdott termék extinkciés koefficiensét (950'"mY) vettiik figyelembe.
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3.9. Geénkifejedidési vizsgalatok

Genetikai vizsgalatokhoz a novényeket aéfa¥s utani 0., 3., 9., 13. és 17. napon vettik. A
talajbol sérilésmentesen kiemelt napraforgokat oglapnosas utan folyékony nitrogénben
lefagyasztattuk. Az RNS-t RNeasy Plant Mini Kit gsggével vontuk ki, kdvetve a gyarto utasitasait
(Qiagen, lasd. M2.). A kivont RNS mennyiségét émasegét spektrofotométer segitségével
ellerdriztik. A kivont RNS-t RNaz inhibitorral és DNakészitményekkel (Fermentas) kezeltiik, hogy
megvédjik a kivont RNS-t a bomlastdl és eltavdkitheble a DNS kontaminaciét. Az RNS
mennyiségét a mintdkban az A260 értékkel hataroatal: c=A260 x higitas/25 (molaris kioltasi
egyutthatd), az A280 érték pedig a fehérjével gaknnyezettségre utalt. Az A260/A280 aranyt 1,5 és
2,0 értékek kozott fogadtuk el megféleek. Ezt koveien az RNS mintakat 1%-os formaldehid-
agarOz gélen futtattuk és az elektroforézis (5@0/min.) utan etidium bromidos festéssel UV-fényben
hasznaltuk cDNS szintézisre. A cDNS atirashoz &BaiScript cDNA Synthesis Kitet hasznaltuk,
kovetve az ott leirt utasitasokat (lasd. M3.).

A keresett transzkriptumok kimutatdsahoz fél kvatitt PCR mddszert hasznaltunk: reverz
transzkripcidos 1épéssel egybekotdtt nukleinsav-zoilasitast végeztink polimeraz enzimmel
lancreakcioban, az enzimkeveréket gyarto ceg asmftkovetve (Fermentas, lasd. M4.). A cDNS
sokszorositasat még a folyamat exponencialis faarsallitottuk le, tehat minden vizsgalt génnél
olyan, kilén-kulon bedllitott ciklusszammal végdztl a lancreakciot, ahol még megmaradtak a
kulonbségek a kulonbdzatirédasi szintek kozott. A PCR reakciokhoz Radwanmunkatarsai
(2005) valamint Azpilicueta és munkatarsai (200%alaleirt, napraforgd génekre specifikus
inditdszekvencia-parokat (primereket) adtunk (lbldzat). Kisérleteinkben 5 primerpért
hasznaltunk. A gélen megjeletermékek normalizalasahoz a napraforgd egyik hi@siagénjét
hasznaltuk, az un. elongacios faktort, anetEF1 a - ként jeldltink. Tovabbi, indukalt allapottal
0sszefuggésbe hozhatdé génekre tervezett inditovezeidk: Ha-GST: a glutation-S-transzferaz
aktivitasanak vizsgalatarédja-PDF: a ndvényi defenzin gén aktivitasanak megfiégéere éHa-
CAT2: a katalaz gén expressziéjanak nyomon kovetége novényekben megjelérP. halstedii
mennyiségének kimutatasara, €s a kezelések hat#gdyak 6sszehasonlitasara a napraforgoé-
peronoszpora elongacios faktorara tervezett insligkvenciat hasznaltunlPit TEF1). A PCR-
reakcio kezd Iépése 94°C volt 3 percig, majd a megflelkklusszamok szerint ismédé DNS-
sokszorositas kovetkezett: 94°C 15 mp-ig, Tm 15ign@2°C 20 mp-ig, végll egy zar6 elongéacios
lépés 72°C 5 percig.

A felszaporitott termékeket 1%-0s agar6z gélbeaszibttuk szét, majd etidium bromiddal
tettik lathatova. A gélen megjelent termékeket stéf koveten Quantity One programmal
(BioRad) szamszésitettik és a haztartasi gérHalEFlo) kifejezddésének segitségével
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normalizaltuk (Radwan et al., 2005). Az igy kapsgmszdisitett adatokat

relativ transzkript

felnalmozodasként neveztik eredmeényeinkbenHplPDF adatHa-EF1 a adat =Ha-PDF relativ

transzkript felhalmozédasa).

A kisérletet 3 ismétlésben végeztik, és ismétles®nk-2 névenyben vizsgaltuk a gének

kifejezédeését.

1.tdbldzat A genetikai kisérletben felhaszndlt prinszekvencidk. Tm: olvadasiémérséklet

(melting point),Ha-EFla: haztartasi gén, napraforgd elongacios fakitasGST: glutation-S-

transzferazHa-PDF: névenyi defenzirPh-TEF1: Plasmopara halstedielongéacios faktoria-
CAT2: katalaz.

Gén Génbanki | Primer szekvencia Tm| Ciklusok Amplifikalt
azonosité (°C) | szama termék
szam mérete (bp)

Ha-EF- | AAM19764 | Forward 5-AGGCGAGGTATGATGAAATTGTCA-3'| 58 25 200

la Reverse 5-GTCTCTTGGGCTCATTGATTTGGT-3
Ha-GST | AY667502 Forward 5-CCTCAGGATGCTTACGAGAAGG-3’ 61 26 216
Reverse 5-GCAGAAATATCAACCAGGTTGATG-3’

Ha-PDF | AF364865 Forward 5-ATGGCCAAAATTTCAGTTGCTTTCA; 61 30 558
3
Reverse 5-AAGACTTGCACTGGTCATCACAG-3’

Ph CB174619 Forward 5-GAGTTATTAAACCCGGTATGGTT@: | 60,5 32 331

TEF1 Reverse 5-TCCATCTTCTCCGTAATCTCTTTG-3

Ha- AF243517 | Forward 5-TTCCCGCTTGAATGTGAAG-3’ 50 31 248

CAT2 Reverse 5-CCGATTACATAAACCCATCATC3’

3.10. Statisztikai elemzések

A kisérleteket legkevesebb két bioldgiai ismétbdshbégeztik el, és egy kisérleten belll 3
ismétlést allitottunk be. Az eredmények statisztédéekelése variancia-analizissel MINITAB 10.2

programcsomaggal tortént. Az eltéréseket@®05 szinten migsitettik szignifikansnak.
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4. EREDMENYEK

4.1. Makroszkopos tiineti értékelés

Az els) fertozottség-értékelést szikleveles korban végeztik|yarak eredményét az 5. abra
szemlélteti. A fogékony névények sziklevelein méagpé@ sporangium bevonat (6. abra) kiterjedése
alapjan megallapithatd, hogy az aktivatorral kenélények feizottsége szignifikansan kisebb
volt, mint a nem kezelteké. Legjobb eredményt a BEB-hz INA kezelések mutattak. Az INA két
alkalmazott koncentracioja (100 és 200 mg/L) koztgm talaltunk szignifikdns kilénbséget, a
BABA esetében viszont a koncentracié emelésévéiyzamosan csdkkent a sporangium bevonat
terileti aranya a fogékony novények szikleveleinalavhennyi alkalmazott koncentracio
szignifikAnsan csokkentette a korokozd megjelersds@manyat a szikleveleken, a legjobb hatast
azonban a legmagasabb ddézissal értik el. Sem &edatacsonyabb koncentracié (125 és 250
mg/L), sem a kdvetkézketts (500 és 1000 mg/L) kdzott nem volt szignifikangdkilbseg. A 2000
mg/L-es BABA dozis a BTH és INA kezeléshez hasankrtékben csotkkentette a sporangiumok
megjelenését a szikleveleken. A két rezisztensafapgo vonal esetében egyik kezelésnél sem
tapasztaltunk sporulaciét a szikleveleken.

Mivel a ©pusztulas (7. dbra) a napraforgd-peronoszpéra gghdgzetes és sulyos tlnete,
ezért kisérleteinkben ezt a ndvenyi valaszt is iggghtik és kezelésenként feljegyeztik az életben
maradt novények szazalékos aranyat (2. tablazathatd, hogy a BABA két legalacsonyabb
dozisanak kivételével az aktivatorral kezelt, fogdk fertzott napraforgok kozoétt statisztikailag
tobb maradt életben a kezeletlen névényekhez képelsigjobb eredményt az INA 200 mg/L, a
BTH 160 mg/L és a BABA 3 legnagyobb (500, 1000, 2aty/L) dozisa adta, kozuluk az INA-val
kezelt novényallomanyban pusztult el a legkevesghteny. A rezisztens ndvények esetében nem
tapasztaltunk korai névénypusztulast.

A masodik tlineti értékelést 15 napos korban végdézt@mikor mar megjelentek az &lgar
valddi levelek (3. tablazat). Ennek soran a tipilaxglklorézis (8. abra) megjelenését jegyeztik fel
A harom aktivator valamelyikével kezelt és $iitt fogekony ndvények kozott szignifikansan
kevesebb klorotikus tlinetet mutatdé novényt figymttimeg, mint a kezeletlen &llomanyban. A
legkevesebb klorézist mutatd ndévényt az INA eseté(#00 mg/L) taldltuk, mig a BTH (160
mg/L), illetve a BABA (esetében a 2000mg/L) szintgglenbsen visszaszoritotta ezt a
betegségtiinetet. A BABA 125-500 mg/L kdz6tti dozisaételével valamennyi kezelés 50%-nal
kevesebb klorotikus névényt eredmeényezett. A keisegens vonal esetében egy noveny valodi

levelein sem jelent meg a klorozis.
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A napraforg6-peronoszpora tipikus tiinete még a Kogg napraforgok torpilése, ezeért
kisérleteinkben mértiik a névények magassagat maffal a killtetést kowvén.

A 9. abrdn az RHA-274 no6vények magassagmérésénetményeit lathatjuk csak
aktivatoros kezelés, illetve kezelés ésdmtts egyittes hatasara. Ez a napraforgd vonal fogéko
kérokozo 700-as patotipusaval szemben Az aktivateezelés énmagaban csak a BTH esetében
okozott szignifikans valtozadst a nem &nidtt novényekhez képest, azaz ezek a ndvények
szignifikansan magasabbréttek a vizzel kezelt kontrol névényekhez képestkeselt és fetizott
novények magassagi adataiban mar szignifikans kgkgeket tapasztaltunk az aktivatorral kezelt
es nem kezelt novények kozétt. Valamennyi aktivagorkezelés hatasara szignifikansan
magasabbradgttek a kezelt névények a nem kezeltekhez képeBTH-val kezelt novények lettek
a legmagasabbak, mig a BABA esetében a koncentrdésiélésével parhuzamosafttina kezelt
noévények magasséaga.

A részleges (HLI) tipusu rezisztenciaval rendetkd2HA-340 novények kilonbéen reagaltak
a harom aktivatorra (10. dbra). A BTH kezelés Ratkismértékben, de nem szignifikansan,
csokkent a nbvények magassaga, mig az INA valaanBABA kezelés hatasara nagyobbak lettek
a novenyek, az INA esetében szignifikdns a kulogbge BABA kezelésnél a koncentracio
novelésével parhuzamosan novekedett az atlagos nyiina@assag. A kezelt és ferbtt
allomanyban az aktivatoros kezelések hatasara esbkk novények atlagos magassaga, ez a
csokkenés az INA esetében szignifikdns volt, ugklmaa BABA esetében érdekes megfigyelni,
hogy az 500 mg/L-es koncentracié eredményezterafpgbb atlagos magassagot.

A teljesen rezisztens, HA-335 vonal esetében ngrastdaltunk szignifikans valtozast a nem
fert6zott novények ndvekedésében a kezelések hatdsirag BTH és a BABA két magasabb
koncentracidja kissé csOkkentette a novenyek méagassa kontrollhoz képest, mig ez utdbbi
aktivator 500 mg/L koncentracioban volt a legjolgiasa (11. abra). A kezelt és &aibtt HA-335
novények esetében az aktivatoros kezelések nermérg@ztek értékelh&tvaltozast a ndvények
magassagaban a kontrollhoz képest, bar a BTH édAhatasara, ha nem is szignifikAnsan, de
nétt a ndvények magassaga.
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skalaérték (0-4)
N

2.5 1
1.5 1
1 4
0.5 1
0 1

BTH - KF INA 100 - INA 200 - BABA BABA BABA BABA BABA
KF KF 125-KF 250-KF 500 -KF 1000 - KF 2000 - KF

kezelések (mg/L)

5. abra Az aktivatorok gatlé hatas® ahalstedivel ferzott, fogékony (RHA-274) napraforgok
sziklevelén megjelent sporulaciora (I: 95 %-os kierficia intervallum). A sporulacié
értékelését a sziklevélen a sporangiumtartd btsé#tga alapjan végeztik el 4 fokozata skala
segitségével (0-nincs sporulacio, 1-4- a sporulé&2i?o, 25-75%,> 75% és 100%-a a sziklevél
teruletének) Roviditések: NKF- nem kezelt esdtaitt, KF- kezelt és fedzott (lasd. a 3.3

fejezetet).

6. abra A napraforgd peronoszpora sporangium beé&oak megjelenése a fogékony napraforgo
névények (RHA-274) sziklevelén.
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7. bra Bpusztulds &P. halstediimesterséges fémés hatasara fogékony napraforgdé névényen
(RHA-274), Giveghazi korilmények kdzott.

2. tablazat: Az életben maradt névények aranyakiomg fertozott RHA-274 napraforgd novények
esetében (%) (a csillaggal jeldltek szignifikangétbonboznek a kezeletlen allomanytol, P <0,05).
Roviditések: NKF- nem kezelt és f&xbtt, KF- kezelt és febizott (lasd. a 3.3 fejezetet).

Kezelések Eletben maradt névények (%)
NKF 65,52%

BTH 160 - KF 95,35% *

INA 100 - KF 97,30% *

INA 200 - KF 99% *

BABA 125 - KF 76,66%

BABA 250 - KF 80%

BABA 500 - KF 94,87% *

BABA 1000 - KF 90,63% *

BABA 2000 - KF 94,12% *
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3. tablazat: Klordzis alakulasa a kilénBdaduktoros kezelések hatasétmasmopara halstediel
fert6zott RHA-274 fogékony nodvényallomanyban (15 naposbéin) (a csillaggal jelolt értékek
szignifikansan kulénb6znek a kezeletlen allomany®k0,05). Roviditések: NKF- nem kezelt és
fert6zott, KF- kezelt és febzott (lasd. a 3.3 fejezetet).

Kezelések Klorézis
NKF 100%

BTH 160 - KF 48,65% *
INA 100 - KF 44,74% *
INA 200 - KF 42,11% *
BABA 125 - KF 78.78% *
BABA 250 - KF 66,67% *
BABA 500 - KF 60% *

BABA 1000 - KF 51,35% *
BABA 2000 - KF 48,57% *

8. &bra Klordzis kialakulasaR halstediifertvzés hatasara a fogékony napraforgd névények (RHA-
274) el$ par valddi levelén, Gveghazi korilmények kdzott.
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9.
abra. Az aktivatoros kezelések hatasa az RHA-2EKony napraforgd ndvények magassaganak
alakulasara. (I: 95 %-os konfidencia intervalluRviditések: NKNF- nem kezelt és nem dexitt,
KNF- kezelt és nem fafzott, NKF- nem kezelt és férttt, KF- kezelt és febizott (lasd. a 3.3

fejezetet).
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10. abra. Az aktivatoros kezelések hatasa az RHA-Bdszleges (HLI tipusu) rezisztenciaval
rendelked napraforgé névények magassaganak alakulasar@b @-os konfidencia intervallum).
Roviditések: NKNF- nem kezelt és nem &eitt, KNF- kezelt és nem féa6tt, NKF- nem kezelt
és ferbzott, KF- kezelt és fedizott (lasd. a 3.3 fejezetet).
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11. abra. Az aktivatoros kezelések hatasa az HA-&3i®s rezisztenciaval rendelkenapraforgo
novények magassaganak alakulasara. (I: 95 %-osdemaia intervallum). Roviditések: NKNF-
nem kezelt és nem férott, KNF- kezelt és nem férott, NKF- nem kezelt és fértott, KF- kezelt

és fertzott (Anyag és moédszer 3.3 fejezet).

4.2. A ndvényi aktivatorok hatasa a napraforgd-pernoszporara szabadfoldi kérilmények

kozott

Az Uveghazi korulmeények kozott vegzett kisérletzato folytatasaként szabadfoldon is
megvizsgaltuk, hogy milyen mértékben befolydsoljdk egyes aktivatorok a napraforgo-
peronoszpodra fefzés tipikus tineteinek (torpulés, visszamaradoiyésd a kialakulasat fogékony
kapcsolatbanR. halstedii700-as patotipusa — HA-89 napraforgd vonal). Aederényeket a 12.
abra szemlélteti. JOI lathato, hogy mar a 2.ch&tzddidéen elkuloniltek egymastol a fédtt és a
nem fer6zott ndvények magassag értékei. Azoekdt mérési iélpontban még nem talaltunk
szignifikans kilonbséget a férdtt ndvenyek kozott az aktivatoros kezelések Bataszonban a 7.
hétl kezdsdéen az aktivatorral kezelt ndvények szignifikAnsaagasabbak voltak, mint a nem
kezeltek. Osszehasonlitva a kezelt és of@tt napraforgok magassagmérési adatait,
megallapitottuk, hogy az 5 héttkezdve egyre nagyobb mértékben latszott az aktiga kezelés
torpulést csokkelthatasa a kezeletlen és &aditt novényekéhez képest. Ugyanakkor a 7.6hétt
mar az egyes aktivatorok hatasaban is megmutatkazkélonbségek. Kozllik az INA hatasa volt
a legkifejedbb, azaz ennél a kezelésnél latszott legmarkansalalza aktivator névekedés-

csokkeneést (torpulést) kiegyedlitatasa. A BTH - kezelésnél kapott adatok is h&aserddménnyel
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szolgaltak, hiszen a két aktivator kozott nem taid szignifikans kilénbséget, ugyanakkor a
BABA kezelés lIényegesen gyengebb torpulést médektiassal volt a kezelt névényekre.
Szabadfoldi kisérletinkben a napraforgo tanyérestdifejlodésekor tanyeratmg@meérést
is végeztiunk. A varakozasnak megfédl lényegesen kisebb tanyérok ddiek a ferdzott
napraforgokon (13. abra), mint a tzétleneken. Az aktivatoros kezelések 6nmagukbanéddieki
tanyératmé¥ csokkenést eredményeztek, bar ez a cstkkenéaddaK esetében volt szignifikans.
Latvanyosabb eredményeket kaptunk viszont a kezelfertzott ndvények tanyératm@ének
alakulasaban. Altalanossagban elmondhatd, hogy hménodh aktivator szignifikansan novelte a
tanyérok méretét a kezeletlenhez képest és kozgligk BTH - kezelésben részesult névények
tanyérja volt a legnagyobb. Szignifikans kulonbségértink a BTH és a BABA kezelések kozott,
ugyanakkor az INA és a BTH, valamint az INA és aEHB¥kezelésben részesiilt novények kdzott
nem volt ilyen kildnbség a meért értékekben. Végekad/ben, a BTH és az INA kezelések
hatasara a fefzott napraforgokon hasonlé méréanyérok kepadtek, mint a nem fefz6tt €s nem
kezelt névényeken és ez a hasonlosag statisztikisiigazolhato volt. A BABA-nak nem volt ilyen

mértéki hatasa a tanyérok atnigére.
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0 ‘
2 5 7 11
a killtetés utani hetek szama

12. abra Fogékony napraforgok (HA-89 vonal) maggmsak alakulasa a kiulonkbHkezelések
(aktivatorok,P. halstediifertozés) hatasara a szabadfdldi kortilmények kozott E@@008). (1
95 %-0s konfidencia intervallum). Roéviditések: NKNfem kezelt és nem férott, KNF- kezelt
és nem fefiz6tt, NKF- nem kezelt és férott, KF- kezelt és fetzétt (lasd. a 3.3 fejezetet).
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13. abra Fogékony napraforgok (HA-89 vonal) taag@enjenek alakulasa a kilénbdkezelések
(aktivatorok,P. halstediifertézés) hatasara szabadfoldi korilmények kozott (G6da008). (I: 95
%-0s konfidencia intervallum). Roviditések: NKNFem kezelt és nem férott, KNF- kezelt és
nem fer6zo6tt, NKF- nem kezelt és férott, KF- kezelt és fefzott (lasd. a 3.3 fejezetet).

4.3. SzOveti valtozasok a kezelt és/vagy férbtt napraforgd ndvényekben

Fogékony kapcsolatban (RHA-274 vonal esetében)pmaf@gok hipokotiljaban valtozé
meértékben megjelentek a kérokozo6 hifai és hauset@i (14. abra). Ezek terjedésének mértékeét a
15. &bra szemlélteti. Az élsnintavételi napon, a féizés utan 3 nappal, nem talaltunk kérokozé
képleteket a hipokotil szovetekben. A idibrehaladtaval, a 7.-15. napokon vett mintdkban egyre
gyakoribba valt aP. halstedii jelenléte, azonban a kezeletlenhez képest mindhaktivator
szignifikAnsan csokkentette a korokozé képleteknyiségét. Legjobban a BTH szoritotta vissza a
terjedését, ezt kdvette az INA és a BABA 2000 megglddzisa, kiulondsen a kezelést kévadss
héten. Késbb ez a hatds mar alig volt kimutathatd, hason®&RABA alacsonyabb dbzisaihoz. A
BABA hatékonysaga tehat a dozis novelésével egyéit, bar szignifikans kulonbséget nem
minden esetben talaltunk a koncentraciok ko6zott.

Az RHA-340-es, részleges (HLI tipusu) rezisztewaia rendelke& napraforgdk
szarkeresztmetszeteiben megjélddrokoz6 képletek alakulasat mutatja a 16. abrdogé€kony
novényekhez hasonldan itt sem talaltunk oomicépdekeket a fetizés utani 3. napon. A fogékony
kapcsolathoz hasonléan az aktivatoros kezeléseksérat ebben a genotipusban is csokkent a
szarkeresztmetszetekben talalt hifdk és hausztokumennyisége. A legésebb gatlast itt is az
INA és BTH kezelések mutattdk, ugyanakkor aoétes#s utani 7. napon a BABA 500 mg/L

dozisaval kezelt és a kezeletlen kontroll naprafkrdnipokotil keresztmetszeteiben talalhato
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korokoz6 képletek kozoétt még nem volt szignifikékidonbség. A 10. naptdl kezdve viszont
mindharom koncentracio szignifikdnsan visszaszibeit® korokozot a szovetekben.
A teljes rezisztenciaval rendelkez névények (HA-335) esetében a hipokotil

keresztmetszetekben nem talaltunk kérokozé képbetek

14. &bra AP. halstediihifainak és hausztériumainak megjelenése a fogékapraforgd névény
(RHA-274) hipokotil keresztmetszetében (méretez66:um)
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15. 4bra Az aktivatoros kezelés hatas®.ahalstedii hifainak és hausztériumanak fajesére
fogékony napraforgd vonal (RHA-274) esetében. §198-0s konfidencia intervallum). A kérokozo
jelenlétét 0-4 kozotti skalat hasznalva értékelfifisd. a 3.3. fejezetet). Roviditések: NKF- nem
kezelt és fefizott, KF- kezelt és fedizott.
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16. abra. Az aktivatoros kezelés hatas®.ahalstedii hifainak és hausztériumanak fajesére
részleges (HLI tipusu) rezisztenciaval rendetkeapraforgd vonal (RHA-340) esetében. (I: 95 %-
os konfidencia intervallum). A kérokoz6 jelenlé@d kozotti skalat hasznélva értékeltik (lasd. a
3.3. fejezetet). Roviditések: NKF- nem kezelte®#6tt, KF- kezelt és febizott.

A korokozo hifainak és hausztériumainak jelenléwlett az érintett novényi szdvetekben
kialakul6  sejtnekrézis éforduldsat is vizsgaltuk a napraforgdb novények kitib

keresztmetszeteiben. Ez a novényi valasz a geilatkeezisztens napraforgd névényekben a
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fertozés hatasara jelenik meg (17. abra). Fogekony kégiben a kezeletlen csak ferbtt
novények szarkeresztmetszeteiben nem talaltunloniskr mig az aktivatoros kezelés hatasara ezek
a novények is sejtelhalast mutattak (18. abra)lM¥& kezelésben részesitett névényekben alakult
ki a legtbbb nekrozis és hasonld volt a helyzeTal Bezelések esetében is. A két aktivator kdozott
nem talaltunk szignifikans kilonbséget. Ez a novérdyasz a BABA-val kezelt névényekben is
tapasztalhato volt, azonban ebben az esetben fizégsian kevesebb nekrézis alakult ki, mint a
masik két aktivator esetében. A nekrézisok vizegall is megfigyeltik a kérokoz6 képletek
megjelenésénél mar tapasztalt jelenséget, vagyasrtaényeket magasabb BABA koncentracioval
kezeltik, akkor jobban kifejédott ez a sejtvalasz, azaz tobb nekrotizaldédott \sdi lathato a
szdvetmintakban.

A szoveti nekrdzisok megjelenését az RHA-340-észleges rezisztencidval rendelkez
novények esetében a 19. dbra szemlélteti. AZésg utani 7. napon mindharom aktivator esetében
jelentbsen kevesebb volt a sejtnekrozisok szama a kezeletbvényekhez képest. Ebben a
vonatkozasban a BABA 3 alkalmazott koncentricidjgzdétt nem taldltunk szignifikdns
kilénbséget. A febizés utani 10. napon valtozott a kép. Ekkorra mak az INA és a BTH
kezeléseknél tapasztaltunk szignifikansan gyengépdzist és hasonlé volt a helyzet a 15. napon
vett szévetmintakban is azzal a kilénbséggel, reddypr a BABA 1000 mg/L-es dbzisanal szintén
csokked mertéki nekrozis volt lathato.

A szoéveti nekrozis megjelenését a teljes rezistdeal rendelkeZ HA 335-6s vonal
esetében a 20. abra szemlélteti. A hipokotilbd rehtakban csak a gyokérnyakhoz nagyon kozeli
részeken talaltunk sejtelhalasokat. Az aktivatdkezelések hatasara ezekben a ndvényekben nem
tapasztaltunk |ényeges valtozast a nekrézisokaintteak Mig a 7. napon a kezeletlen
szovetmintakban a kezeltekhez képest kiugroés eolt a nekrozis kégzés, a késbbiekben ez a
kulonbség jelerdisen csokkent. Az alkalmazott aktivatorok kozott IBA kezelés mutatta a

legesebb nekrozis névélhatast.
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17. abra A napraforgd hipokotil keresztmetszetébdn. halstediifertézés hatasara kialakulo,

pokhaldszer nekrdzis UV fényben (méretezeés: 160 pum)
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18. abra. Az aktivatoros kezelés hataga aalstediialtal kivaltott széveti nekrdzis megjelenésére
fogékony napraforgo vonal (RHA-274) esetében. §l98-0s konfidencia intervallum). A nekrézis
mértékét 0-4 kozotti skalat hasznélva értékeltiflsdl a 3.3. fejezetet). Roviditések: NKF- nem
kezelt és fefizott, KF- kezelt és fedizott.
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19. abra. Az aktivatoros kezelés hataga aalstediialtal kivaltott széveti nekrdzis megjelenésére
részleges (HLI tipusu) rezisztenciaval rendetkeapraforgd vonal (RHA-340) esetében. (I: 95 %-
os konfidencia intervallum). A nekrozis mértékétt &ozotti skalat hasznélva értékeltik (lasd. a
3.3. fejezetet). Roviditések: NKF- nem kezelt égmdtt, KF- kezelt és febizott.
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20. abra Az aktivatoros kezelés hatada. &alstediialtal kivaltott széveti nekrézis megjelenésére
teljes rezisztens napraforgd vonal (HA-335) esetél@esd. a 3.3. fejezetet). (I: 95 %-0s konfidencia
intervallum). A nekrézisok éfordulaséat 0-4 kdzotti skalat hasznalva értékelRibviditések: NKF-
nem kezelt és fefzott, KF- kezelt és febizott.
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4.4. A novényi induktorok kézvetlen hatasa dlasmopara halstedii sporangiumainak

csirazasarain vitro korilmények kozott

A vizsgalt aktivatorok kilénbd@zkoncentracioinak sporangiumokra gyakorolt hatasat .,
22. és a 23. abrak mutatjak be. Altalanossagbarorelhatd, hogy mindharom aktivator
csokkentette a sporangiumok csirdzasat, vagyijzasm@orak kiszabadulasat kodekitrulését az
aktivatorral nem kezelt, kontroll sporangiumokhozp&st. A BTH esetében (21. abra) az els
ertékelési idpontban valamennyi koncentracié szignifikansan ksitette a kitirtlt sporangiumok
szazalékos aranyat, azonban a 24 oras inkubalsbtlkd mar csak a legmagasabb koncentracional
(160 mg/L) tapasztalt gatlas mértéke volt szigaifik.

Az INA hatasat vizsgalva (22. 4bra) azt tapasztalhogy mind az et mind a masodik
ertékelési idpontban csak a két legmagasabb koncentracio (1002085 mg/L) gatolta
szignifikAnsan a sporangiumok csirazasat.

A BABA esetében a két legkisebb koncentracio (80, thg/l) egyik mérési ispontban sem
gatolta jelenisen a sporangiumok kitirlilését (23. abra). A madmdahisoknal viszont a 6. ératdl
kezdve mar a 250 mg/L, a 24. éranal pedig a t6b®0, 1000, 2000 mg/L) kezelés is szignifikans

csokkenést eredményezett a sporangiumok kitrilésébe
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30 -
20 -
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o)

* m 6 ora
| 24 ora

KUt gooargundkadanya (29

Kontroll BTH 40 BTH 80 BTH 160

kezelések

21. abra A BTH kozvetlen sporangium csirazast dgalésan vitro kérilmények kozott. A *-gal

jeloltek szignifikansan kilonbdznek a kontrolltBl €0,05).
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22. dbra Az INA kozvetlen sporangium csirazastogttasan vitro korilmények kozott. A *-gal
jeloltek szignifikansan kilonbdznek a kontrolltBl €0,05).
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23. abra A BABA kozvetlen sporangium csirazastigdtasan vitro korilmények kdzott. A *-gal

jeloltek szignifikansan kilonb6znek a kontrolltdl €0,05).

4.5. Az indukalt rezisztenciaval kapcsolatba hozhatenzimek aktivitasvaltozasai
4.5.1. A POX aktivitasanak valtozasa

A BTH-val kezelt és/vagy fefzott fogékony (RHA-274) napraforgd ndvények esatébe
POX enzim aktivithsanak valtozaséat a 24. abra sdestil A nem ferdzott ndvenyekben a BTH
kezelés fokozta az enzimaktivitast a nem kezeltekiépest, és ez a szignifikAns emelkedés minden
mintavételi idpontban fennmaradt. A fédés hatasara az enzim aktivithsa mar a 3. naptdivke

magasabb értéket mutatott a nem dEdtt ndvényekhez képest. A nem &idtt ndvényekhez
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hasonloan az aktivatoros kezelés adtgitt napraforgékban is szignifikansan megemelterazm
aktivitasat a nem kezeltekhez képest. A legmaga®adK aktivitds a fogékony ndvényekben a
kezelés és a fdités egyuttes hatasara alakult ki.

A részleges rezisztenciaval (HLI tipusu) rendetkerem ferbzott névényekben a fogékony
napraforgdhoz hasonlé valtozasokat tapasztalturde a BTH kezelés hatasara ebben az esetben is
fokozédott a POX aktivitdsa (25. abra). Igaz, azbaekedés a kezelt, nem fgadtt névényeknél
kezdetben alig volt észlellieés csak a 13. naptdl kezdve mutatott szignifikdiiénbséget a nem
kezelt, nem fefizott névényekhez képest. A fé&xts dnmagaban mar a 3. naptdl kezdve j&bemt
fokozta a POX aktivitasat, és ennél a kezelésmaszaltuk a legmagasabb enzimaktivitast. A
BTH kezelés és a féizés egyilttes hatasara a részlegesen rezisztensypibén kisebb
enzimaktivitast mértink, mint a csak tedtt novényekben. A HLI tipusu rezisztenciaval
rendelked, nem kezelt és feiz6tt ndvényekben az enzimaktivitds magasabb értélaedtott, mint
a csak feizott fogekony névényekben (4. tablazat). Ez utdiiima csak a BTH kezelés és éeés
egyuttesen valtott ki ilyen hatést Kilonbségetltaik a kétféle napraforgd genotipusban akkor is,
amikor a kezelt és nem kezelt, tedtt ndvények POX enzimre vonatkozé valaszait histiuk
0ssze. A fogékony RHA-274 napraforgdéban ugyanisT Bl lentsen fokozta a feézés indukalo
hatasat, mig a részlegesen rezisztens RHA-340 vamagnnek az ellenk&e tortent. A 4.
tablazaton az is lathatd, hogy mar a® etsntavételi napon (0. nap) elkulonlltek egymastdlem
fert6zott és ferdzott novények aktivitdsi adatai és ez az enzimdésbeli kilonbség az &
elérehaladtaval csak ndvekedett.

A teljes rezisztenciaval rendelkefHA-335) nbvényekben (26. abra), szintén tapatsatkl
emelt szinfi POX aktivitast, ennek az értéke azonban elmaréajékony és részlegesen rezisztens
napraforgéknal mért értékekt(4. tablazat). Emellett a nem kezelt és keze@ltiozott nbévények
enzimaktivitasa, igaz szignifikansavth de mégsem olyan meértékben tért el a kontroKNIN)

novényeknél tapasztalttol, mint ad®l két napraforgd genotipus esetében.
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24. dbra A POX aktivitasanak valtozasa a BTH kexzék aP. halstediifertozésének és hataséara
fogékony (RHA-274) napraforgdkban. (I: 95 %-os kdehcia intervallum). Roviditések: NKNF-
nem kezelt és nem férdtt, KNF- kezelt és nem férott, NKF- nem kezelt és férott, KF- kezelt
és ferbzott (lasd a 3.3 fejezetet).
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25. abra A POX aktivitasanak valtozasa BTH kezelésaP. halstedii fertozésének hatasara
részlegesen (HLI) rezisztens (RHA-340) napraforgdbd 95 %-os konfidencia intervallum).
Roviditések: NKNF- nem kezelt és nem &eiitt, KNF- kezelt és nem féa6tt, NKF- nem kezelt

és ferbzott, KF- kezelt és fedizott (lasd. a 3.3 fejezetet).
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26. abra A POX aktivitdsanak valtozasa BTH kezéksP. halstediifertézésének hatasara teljes
rezisztenciaval rendelkéz (HA-335) napraforgéban. (I: 95 %-os konfidenciateimallum).
Roviditések: NKNF- nem kezelt és nem &ecitt, KNF- kezelt és nem féa6tt, NKF- nem kezelt
es fertzott, KF- kezelt és febizott (lasd. a 3.3 fejezetet).

4. tablazat A POX aktivitasanak valtozasa az aldies kezelések és R. halstedii fertozés
hatasara fogékony (RHA-274), részlegesen reziszZtRhtA-340) valamint rezisztens (HA-335)
novényekben. Roviditések: NKNF- nem kezelt és nernbzott, KNF- kezelt és nem férott,
NKF- nem kezelt és faftott, KF- kezelt és fetzott (lasd. a 3.3 fejezetet).

Fert6zés utani napok

szama/ kezelések 0 3 ° 13 o
274 — NKNF 0.13 a 0.14 abc 0.13 a 0.14 abc 0.20 bcd
274 — KNF 0.13 a 034 g 0.25 def 0.24 de 0.26 e

274 — NKF 0.15 b 0.43 i 0.43  hij 0.47 hikl 0.48 jk

274 — KF 0.16 b 0.64 mn 0.74 o 0.77 op 0.74 o

340 - NKNF 0.14 ab 0.17 bc 0.17 bc 0.18 bc 0.19 bc
340 — KNF 0.14 ab 021 d 0.24 de 0.29 f 0.30 f

340 — NKF 0.23 de 0.55 kIm 0.61 Imn 0.79 op 0.77 p

340 — KF 0.19 ¢ 0.37 gh 0.48 hijkl 0.70 no 0.62 m

335 - NKNF 0.12 ab 0.24 e 0.27 ef 0.28 ef 035 g

335 - KNF 0.13 a 034 g 0.41 ghij 0.53 Kkl 0.50 jk

335 - NKF 0.22 cde 0.27 ef 0.37 gh 0.43  hij 0.42 hi

335 - KF 023 d 0.45  hij 0.51 jkl 0.53 jkl 0.76 op
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4.5.2. A PPO aktivitasanak valtozasa

A fogékony novényekben (RHA-274) mért PPO aktititd?7. dbra szemlélteti. A POX-
hoz hasonléan mind a fémes, mind a BTH-kezelés hatasara szignifikansarekeett a PPO
aktivitasa. A legmagasabb enzimaktvitdst a BTH-gakezelt, ferdzott novényekben meértik.
Erdekes modon a kontroll (nem kezelt és nemofétt) napraforgokban is talaltunk aktivitas
novekedést.

Lényegében hasonl6 tendencia érvényesilt a resdagezisztens napraforgok esetében is
(28. abra). A nem fefzott névényekben a BTH kezelés novelte az enzinwvitddat, és ez
szignifikans novekedést jelentett azéek&t mintavételi idpont kivételével. A ferfizés hatasara a
POX-hoz hasonléan a PPO aktivitasa is szignifikamg@/ekedett. A feézott névényekben mér a
kisérlet kezdetén aktivitas novekedés jelentkezedt az enzim aktivithsa a 13. napig egyre
fokozodott. A csak febizott napraforgokban magasabb PPO aktivitast taglaiszk, mint a BTH
kezelésben is részesult és deiitt egyedekben.

A teljes rezisztenciaval rendelkemdvényeknél (29. abra), hasonléan a fogékony ngeien
enzimaktivitasanal tapasztaltakhoz, a BTH - kezelgsgnovelte a PPO aktivitasat mind a
fertézetlen, mind a feéizott napraforgokban. Ugyanakkor a csakdedtt ndvenyekben a 9. naptdl
kezdidéen a kezelt és nem fémdtt egyedekhez hasonldé méfigkzzal szinte parhuzamosan futd
aktivitasndvekedést tapasztaltunk. Ennél a napgéfgenotipusnal (inkompatibilis kapcsolatban) a
legjelentsebb PPO novekedést a kezelés ég$Aést egylttesen ideztedelA teljes és részleges
rezisztenciaval rendelkémapraforgok dsszehasonlitasa azt mutatta, hogléaé genotipusban

kisebb volt az enzimaktivitds, mint az utébbibantéblazat).
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27. abra A PPO aktivitasanak valtozasa BTH kezéksaP. halstedii fert6zésének hatasara
fogékony (RHA-274) kapcsolatban. (I: 95 %-o0s koefidia intervallum). Roéviditések: NKNF- nem
kezelt és nem fefzott, KNF- kezelt és nem fézott, NKF- nem kezelt és férott, KF- kezelt és

fertozott (lasd. a 3.3 fejezetet).
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28. abra A PPO aktivitAsdnak valtozasa BTH kezéfaP. halstediifertozésének hatdsara HLI
tipusu rezisztenciaval rendelke@RHA-340) vonal esetében. (I: 95 %-o0s konfidenotarvallum).
Roviditések: NKNF- nem kezelt és nem &eiitt, KNF- kezelt és nem féa6tt, NKF- nem kezelt
és fertzott, KF- kezelt és febizott (lasd. a 3.3 fejezetet).
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29. abra A PPO aktivitasanak valtozasa BTH kezé&bsaP. halstediifertézésének hatasara teljes
rezisztenciaval rendelkéz(HA-335) vonal esetében. (I: 95 %-os konfidencrgelvallum).
Roviditések: NKNF- nem kezelt és nem defitt, KNF- kezelt és nem fézott, NKF- nem kezelt

és ferbzott, KF- kezelt és febizott (lasd. a 3.3 fejezetet).

5. tablazat A PPO aktivitasanak valtozasa az akiived kezelések éska halstediifertdzés hatasara
fogékony (274), részlegesen rezisztens (340) valarezisztens (335) ndvényekben. Roviditések:
NKNF- nem kezelt és nem férott, KNF- kezelt és nem fézott, NKF- nem kezelt és fézott,

KF- kezelt és fefizott (lasd. a 3.3 fejezetet).

Fert6zés utani napok

szamal/ kezelések 0 ° 13 o
274 — NKNF 255 b 11.28 f 19.00 h 28.54 k 21.94 |
274 — KNF 3.73 cde 15.76 ¢ 35.22 Im 44.24 mnop |27.85 ijkl
274 — NKF 342 d 43.65 n 5454 q 54.29 pq 29.50 jkI
274 — KF 4.18 e 51.94 q 69.47 rs 7759 st 46.00 no
340 — NKNF 282 c 11.72 f 31.54 jki 51.40 op 33.49 |
340 — KNF 149 a 10.05 f 5421 q 76.62 st 65.80 r
340 — NKF 419 e 66.43 r 82.71 t 108.08 v 81.36 st
340 — KF 3.42 de 46.55 o 75.32 s 88.38 t 48.45 nop
335 — NKNF 224 b 25.78 | 21.46 i 38.52 m 37.78 Im
335 - KNF 3.66 de 25.81 j 24.70 ijk 58.86 rq 55.21 (q
335 - NKF 438 e 33.11 klm |25.71 |j 56.98 rq 56.59 rq
335 -KF 433 e 36.87 Im 36.57 Im 75.84 ts 81.51 st
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4.6. Az indukalt rezisztenciaval 6sszefliggésbe hath génkifejetdés valtozasok

4.6.1 A glutation-S-transzferaz (GST) gén kifejefmlés valtozasa

A GST gén kifejegdését fogékony, részlegesen rezisztens (HLI tipuési)teljesen
rezisztens napraforgd vonalakban vizsgaltuk harddtivaor és/vagy aP. halstedii fertézés
hatasara.

Fogékony (RHA-274), nem fézo6tt nbvényekben az aktivatoros kezelések kisséltéhva
GST transzkriptumok felhalmozodasat (30. abra).eAotés hatdsara a kezeletlen névényekben
szignifikhnsan megndvekedett a gén kifépizse a nem feizdtt és nem kezelt névényekhez
képest. A csak fefzott, kezeletlen napraforgdkban kezdetben csakédishd, a 9. naptdl kezdve
azonban jeleis mértéki transzkriptum felhalmozdédas mutatkozott, azonban aétivatorok
valamelyikével is kezelt névényekben azéefsintavételi naptdl (0. naptol) magasabb adtass
okozta GST indukcid. A GST kifejédését egyérteltren a BTH indukalta a legjobban, azt kévette
sorrendben az INA majd a BABA.

A HLI tipusu rezisztenciaval rendelkeftRHA-340) nem fetiz6tt névényekben (31. abra)
az aktivatoros kezelés nem okozott lényeges vatpadgyanakkor a fefzés Onmagaban a
fogékony novényekhez hasonldéan, itt is a génkitgés szignifikdns ndvekedését eredményezte,
azonban a részlegesen rezisztens novényekben dakiébban jelentkezett a nem kezelt, fedtt
novényekben a GST nagymériéielhalmozdédasa, mint a fogékonyakban. Erdekesouishogy a
fertozott novényekben az aktivatoros kezelések hat&séikent a GST kifejézlése, a csokkenés
az el$ és a negyedik mintavételi alkalommal volt a Ié¢gljesebb. Nem tapasztaltunk szignifikans
kuldnbséget a harom aktivator hatasa kozott.

A teljes rezisztenciaval rendelkeHA-335 vonal esetében az aktivatoros kezelésekasem
fertozetlen sem a fefzott noveényallomanyban nem okoztak jetentvaltozast a GST
kifejezodésében (32. abra). Masrészt viszdht halstedivel tortént ferdzés a masik két
genotipushoz hasonléan megndvekedett transzkripfathalmozddassal jart. Hasonléan a
részlegesen rezisztens novényeknél tapasztaltaldien a genotipusban is korabban tortént a
fertozés hatasara a GST aktivitAsnovekedése, mint &kdagéenovenyekben. A teljesen rezisztens
novényekben is magasabb génkifépzst tapasztaltunk, mint a fogékony névényekben

Osszehasonlitva a harom kisérletbe vont naprafemtalban jelentkez valtozasokat
megallapithaté, hogy a csak ferdtt ndvények esetében a részleges (HLI tipusayatenciaval
rendelked, RHA-340-es ndvényekben volt a legintenzivebb a Giejezédése. Tovabba a két
rezisztens vonalban (RHA-340 és HA-335) adeést koveien azonnal it a GST aktivitasa, mig
a fogékony névényekben (RHA-274) ez a ndvekedésbkesa 9. naptdl kezdve volt mérbigb.
tablazat).
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30. abra A GST gén kifejédésének valtozadsa az aktivatoros kezelések valaarhthalstedii
fertozés hatasara fogekony (RHA-274) napraforgd novémgmek (I: 95 %-os konfidencia
intervallum). Roviditések: NKNF- nem kezelt és niemozott, KNF- kezelt és nem férott, NKF-
nem kezelt és fefzott, KF- kezelt és fedzott (lasd. 3.3 fejezetet).
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31. abra A GST gén kifejédésének valtozadsa az aktivatoros kezelések valaarihthalstedii
fertozés hatasara HLI tipust részleges rezisztenciaeadetked (RHA-340) napraforgd
novényekben (I: 95 %-os konfidencia intervallum)vitlitések: NKNF- nem kezelt és nem
fertozott, KNF- kezelt és nem férott, NKF- nem kezelt és féott, KF- kezelt és febizott (lasd.

a 3.3 fejezetet).
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32. abra A GST gén kifejédésének valtozadsa az aktivatoros kezelések valaarhthalstedii
fertozés hatasara rezisztens (HA-335) napraforgd nokbeye (I 95 %-os konfidencia
intervallum). Roviditések: NKNF- nem kezelt és niemozott, KNF- kezelt és nem férott, NKF-
nem kezelt és faszott, KF- kezelt és fefzott (lasd. a 3.3 fejezetet).
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6. tAblazat GST transzkriptum felhalmozodasa awdakiros kezelések ésR halstediifertozés
hatdsara fogékony (274), részlegesen reziszter®) (@amint rezisztens (335) novényekben.
Roviditések: NKNF- nem kezelt és nem &eitt, KNF- kezelt és nem féa6tt, NKF- nem kezelt
es fertzott, KF- kezelt és febizott (lasd. a 3.3 fejezetet).

Fert6zés utani napok

szama/ kezelés 0 3 ° 3 o
274 — NKNF 033 a 034 a 035 a 036 a 036 a
274 — BTH KNF 040 b 0.39 ab 038 b 0.37 ab 0.37 ab
274 — BABA KNF 038 b 0.40 ab 038 b 038 b 0.38 ab
274 — INA KNF 040 b 0.38 ab 038 b 038 b 0.37 ab
274 — NKF 0.448 d 0.415 d 0.708 f 0.781 fg 0.770 fg
274 — BTH KF 0.782 fghi 0.810 ¢ 0.998 hk 1.122 m 0.959 jkl
274 — BABA KF 0.696 efg 0.692 eg |0.947 k 0.975 Kkl 0.932 jkl
274 — INA KF 0.769 fg 0.766 eghi |1.015 | 0.985 Kkl 0.961 k
340 — NKNF 037 b 041 b 041 b 040 b 0.40
340 - BTH KNF 037 b 043 b 042 b 043 b 0.42
340 — BABA KNF 037 b 041 b 042 b 042 b 0.41
340 — INA KNF 038 b 042 b 043 b 043 b 0.42 bc
340 — NKF 0.927 hijkl 0.728 eg |1.038 |l 1.326 n 0.958 jkl
340 - BTH KF 0.537 bcde |[0.673 e 0.946 ijkl 1.025 | 0.901 hj
340 - BABA KF 0.559 bcde |[0.695 e 0.966 kI 0.972 Kl 0.898 hj
340 — INA KF 0.561 bcd 0.695 eg |0.903 ij 0.951 ijkl 0.882 hj
335 — NKNF 052 ¢ 051 ¢ 051 ¢ 052 ¢ 052 ¢
335 - BTH KNF 052 ¢ 053 ¢ 052 ¢ 053 ¢ 052 ¢
335 — BABA KNF 053 ¢ 052 ¢ 053 ¢ 053 ¢ 053 ¢
335 — INA KNF 053 ¢ 052 c 052 ¢ 053 ¢ 053 ¢
335 — NKF 0.789 fgh 0.640 e 0.950 hijkl 0.955 jkl 0.917 ghj
335 -BTH KF 0.804 fghij 0.712 f 0.977 Kkl 0.967 ki 0.939 jkl
335 - BABA KF 0.802 ¢ 0.721 f 0.965 ki 0.993 | 0.931 jkl
335 - INA KF 0.841 gh 0.727 efg |0.957 jkl 0.982 jkl 0.939 jki

4.6.2. A defenzin (PDF) gén kifejeidésének valtozasa

A PDF gén kifejeadésével kapcsolatos vizsgalatunk eredményét a333.¢s 35. 4brak
szemléltetik a kulonbdz genotipusi nodvények esetében. Tekintve, hogy a hemizott
novéenyekben a PDF primerekkel nem kaptunk eredmeyyik genotipusban sem, az abrak csak a

fertozott névenyekben tapasztalhat6 valtozasokat szestilkel
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Fogékony kapcsolatban a kezeletlen napraforg@sézét mintaveételi idpontban (0. és 3.
napon) nem mutattak PDF tanszkript felhalmozodz&tdbra). A 9. naptdl kezdve a kisérlet végéig
a felhalmozédéas kozel azonos szinten maradt a nereltk ferézott kezelést tekintve. Ezzel
szemben a kezelt és féxbdtt névenyekben mar a 3. napon mértiink transzkrigelhalmozodast és
ez a tovabbiakban meredeken emelkedett egészenrefjig. A névekedés mindharom aktivator
hatdsara szignifikans volt. Leghamarabb a BTH-\wlelkt névények érték el a maximumot, és a
legmagasabb értéket az INA kezelés adta.

A részleges rezisztenciaval rendelkeRHA-340 vonal esetében az aktivatoros kezelések
nem okoztak lényeges valtozast a PDF kii&jezsében, kivéve az utolsé mintavétetipdntot (17.
nap), amikor a kezeletlen névényekben szignifikhnsagemelkedett a génkifefaes (34. abra).

A HLI tipusu rezisztenciaval rendelkiekezeletlen névényekben mar a $eds utani 3. napon
aktivalodott a PDF, mig a fogékony kezeletlen niedben ez csak kélsb kovetkezett be és
0sszességében alacsonyabb is maradt a részlegesatens napraforgokhoz képest.

A teljes rezisztencidval rendelkentvényekben a részlegesen rezisztensekhez hasonléa
nem valtott ki jeleriis valtozast az aktivatoros kezelés a PDF kif@ézge tekintetében (35. abra).
Ebben a genotipusban a faés utani 9. napon érte el maximumat a génaktjiveaasnban a
kezeletlen ndvényekben ezutan csokkent az aktiegEszen a 17. napig, ezaltal a nem kezelt
novények eredményei elvaltak az aktivatorral kekelbl. A kilbnbség az utolsé két mintavételi
idében szignifikAnsnak mutatkozott.

A PDF kifejeddésével kapcsolatban is megallapithato, ami a G8ieken is j0l latszott,
vagyis mind a két rezisztencia tipusnal hamar, at&rnaptol kezdve aktivaldédott a defenzin, mig a
fogékony novényekben ez kKdbi idopontra tolodott. Masrészt kiulonbséget talaltunk étféte
rezisztens napraforgd génkifefeiesének intenzitdsaban éghbdni lefutasaban. Mig a HA-335
napraforgd vonalban a fésés utani 3. napon magasabb génaktivitast tapasdalmint a HLI
tipust novényekben, ez utdbbiakban viszont az ithksiva ferézés utani 13. naptdél a 17. napig

tovabb novekedett, a teljesen rezisztens ndvenyekém (7. tablazat).
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33. 4bra A PDF gén kifejédésének valtozasa az aktivatoros kezelések hatéasgeony (RHA-
274), fer6zott napraforgd novenyek esetében. (I: 95 %-osiédentia intervallum). Réviditések:
NKNF- nem kezelt és nem férott, KNF- kezelt és nem férott, NKF- nem kezelt és fédott,
KF- kezelt és fefizott (lasd. a 3.3 fejezetet).
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34. abra A PDF gén kifejédésének valtozasa az aktivatoros kezelések hat&Hdraipusu
részleges rezisztenciaval rendelk¢RHA-340), fer6zott napraforgé névények esetében. (I: 95 %-
os konfidencia intervallum). Roviditések: NKNF- n&erelt és nem faizott, KNF- kezelt és nem
fertozott, NKF- nem kezelt és férott, KF- kezelt és febzott (lasd. a 3.3 fejezetet).
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35. 4bra A PDF gén kifejédésének valtozasa az aktivatoros kezelések haté@di@sen rezisztens
(HA-335), fertzott napraforgd novéenyek esetében. (I: 95 %-os i#dentia intervallum).

Roviditések: NKNF- nem kezelt és nem &eiitt, KNF- kezelt és nem féa6tt, NKF- nem kezelt
és fertzott, KF- kezelt és febizott (lasd. a 3.3 fejezetet).

7. tdblazat PDF transzkriptum felhalmozddasa awatkiros kezelések eésR halstediifertszés
hatasara fogékony (274), részlegesen reziszter®) (@lamint rezisztens (335) ndvényekben.
Roviditések: NKF- nem kezelt és fezbtt, KF- kezelt és fefzott (lasd. a 3.3 fejezetet).

Fert6zés utani napok

szama/ kezelés 0 3 ° 13 L
274 — NKF 0.00 0.00 0.48 c 0.56 c 0.48 c
274 — BTH KF 0.00 0.11 a 097 ¢ 1.01 gh 1.01 gh
274 — BABA KF 0.00 0.10 ab 0.70 d 1.00 gh 0.99 gh
274 — INA KF 0.00 0.11 ab 0.92 efgh 1.21 ijj 0.93 fgh
340 — NKF 0.00 0.14 ab 1.01 gh 1.06 h 1.33 j
340 - BTH KF 0.00 0.15 b 1.02 gh 0.99 gh 1.00 gh
340 — BABA KF 0.00 0.15 b 0.97 fgh 097 g 0.96 fgh
340 — INA KF 0.00 0.15 b 0.97 fgh 1.04 h 1.00 gh
335 - NKF 0.00 053 c 1.08 hi 0.97 fh 0.80 e
335 -BTH KF 0.00 0.57 c 1.05 gh 1.05 ghi 0.93 f
335 - BABA KF 0.00 053 c 0.99 fgh 1.03 gh 0.99 gh
335 - INAKF 0.00 0.63 cd 1.03 gh 1.05 ghi 0.97 fgh
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4.6.3. A katalaz (CAT) gén kifejeddésének valtozasa

Fogékony nem fedzott napraforgd névényekben (36. dbra) a kiségéseét tekintve nem
taladltunk kilénbséget a CAT kifejgdésében az egyes aktivatoros kezelések hatasérel Ez
szemben az gsmintavételi nap kivételével (0. nap),Pa halstediifertézés 6nmagaban jeldist
mertéki CAT aktivitasnovekedést mutatott a kisérlet alattegmagasabb CAT gén kifejgzest a
kezelt és fefizott napraforgdkban tapasztaltuk, az utolsé haramtavételi napon szignifikansan
magasabb volt ezekben a ndvényekben a génaktimiiasa csak fetizott novényeké.

A részleges rezisztenciaval rendelk&HA-340 vonal esetében a fogékony napraforgokhoz
hasonlban nem tapasztaltunk valtozast az aktivatdtezelések hatasara a nem o=btt
novényekben (37. abra). A férés 6nmagaban viszont ebben a genotipusban isteG@velAT
kifejezodését és ez a hatas mar a 0. naptdl kezdve jebmttkdz aktivatoros kezelések hatasara a
legtbbb esetben csokkent a CAT gén aktivitasa @z@it részlegesen rezisztens ndvényekben,
azonban a csbkkenés nem minden esetben volt skarsf Ebben a vonatkozasban a BTH
kezelésben részesilt novényekben mértiink a legalgaisb értékeket. Osszehasonlitva a két
napraforgd genotipust elmondhaté, hogy a részlegesasztens RHA-340 vonal nagyobb mérv
CAT aktivitassal valaszolt a fézésre, mint a fogékony RHA-274 (8. tablazat).

A teljes rezisztencidval rendelkeznévényekben az €is mintavételi napon nem
tapasztaltunk valtozast sem a kezelések sem @ésrhatasara (38. abra). A 3. naptdl kelden
aztan a csak fefzott, valamint a kezelt és féddtt novények egyarant jelést mértékben
fokoz6dd génaktivitassal valaszoltak. Ez a novekedterézés utani 9. napon érte el a maximumat
es onnantdl kissé csokkietendenciat mutatott. Nem tapasztaltunk szignifk&inlonbséget a CAT

gén aktivitasdban a kulonb®aktivatorokkal kezelt névények kozott.
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36. abra A CAT gén kifejélésének valtozasa az aktivatoros kezelések valaarihthalstedii
fertozés hatasara fogékony (RHA-274) napraforgd novémek (I: 95 %-os konfidencia
intervallum). Roviditések: NKNF- nem kezelt és niem6zott, KNF- kezelt és nem férott, NKF-
nem kezelt és faszott, KF- kezelt és fefzott (lasd. a 3.3 fejezetet).
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37. abra A CAT gén kifejélésének valtozasa az aktivatoros kezelések valaarihthalstedii
fertozés hatasara részleges (HLI tipusl) rezisztencidgatlelke# (RHA-340) napraforgo
novényekben. (I: 95 %-os konfidencia intervallurRoviditések: NKNF- nem kezelt és nem
fertozott, KNF- kezelt és nem férott, NKF- nem kezelt és férott, KF- kezelt és febizott (lasd.

a 3.3 fejezetet).
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38. abra A CAT gén kifejélésének valtozasa az aktivatoros kezelések valaarihthalstedii

fertozés hatasara rezisztens (HA-335) napraforgd nokbeye (I 95 %-os konfidencia
intervallum). Roviditések: NKNF- nem kezelt és niem6zott, KNF- kezelt és nem féott, NKF-

nem kezelt és faszott, KF- kezelt és fefzott (lasd. a 3.3 fejezetet).
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8. tablazat CAT transzkriptum felhalmozddasa awatdros kezelések ésha halstediifertszés
hatdsara fogékony (274), részlegesen rezisztef$ yatamint rezisztens (335) ndvenyekben.
Roviditések: NKF- nem kezelt és fézbtt, KF- kezelt és fefzott (Isd. a 3.3 fejezetet).

Fert6zés utani napok

szamal/ kezelés 0 3 ° 3 i
274 — NKNF 0.25 a 0.25 a 0.26 ab 027 a 0.29 ab
274 — BTH KNF 0.27 ab 0.26 a 0.27 a 0.28 ab 0.28 ab
274 — BABA KNF 0.26 a 0.28 a 0.28 a 0.28 a 0.29 ab
274 — INA KNF 0.26 a 0.27 a 0.27 a 0.27 a 0.29 ab
274 — NKF 0.26 a 0.58 cde 0.70 e 0.53 bcd 0.51 cd
274 — BTH KF 0.38 b 0.82 efg |1.08 hi 1.03 ghi 0.88 f
274 — BABA KF 0.38 abc 0.80 efg 0.97 fg 1.02 ghi 0.88 fg
274 — INA KF 0.36 abc 0.76 ef 1.05 fghij 1.04 ghi 091 fg
340 — NKNF 032 b 032 b 032 b 033 b 033 b
340 - BTH KNF 0.30 b 031 b 032 b 033 b 033 b
340 — BABA KNF 032 b 032 b 034 b 034 b 035 b
340 — INA KNF 0.30 b 032 b 033 b 033 b 034 b
340 — NKF 0.50 c 1.05 ghi 1.44 | 150 | 151 |
340 - BTH KF 048 d 1.02 fghi [1.35 k 1.18 ijk 1.27 j
340 — BABA KF 0.58 d 1.04 gh 1.46 | 1.33 jk 1.36 jk
340 — INA KF 048 c 1.03 ghi [1.38 kI 1.35 jk 1.33 jk
335 — NKNF 032 b 032 b 034 b 034 b 0.35
335 -BTH KNF 032 b 033 b 034 b 034 b 0.35
335 - BABA KNF 031 b 0.38 b 038 b 038 b 0.39
335 — INA KNF 032 b 032 b 033 b 032 b 033 b
335 - NKF 033 b 0.89 fg 1.36 k 1.06 i 0.95 fgh
335 -BTH KF 0.36 b 0.91 fg 1.32 jk 1.04 ghi 0.97 fghi
335 - BABA KF 0.34 ab 0.97 fghi [1.30 jk 1.07 i 097 ¢
335 - INAKF 0.36 b 0.91 fg 1.27 jk 1.07 i 098 ¢

4.6.4. A kérokozo jelenlétének kimutatasa

Annak bizonyitasara, hogy B. halstedii biomassza a kezeléseket k@dest milyen
mennyiségben van jelen a napraforgd szévetekbemkraszkopos vizsgalatok mellett molekularis
genetikai modszert is alkalmaztunk. Ehhd2. &alstediielongacios faktordPh-TEF1) hasznaltuk.
Geéntermék felhalmozddéast csak a fogékony és aegeszI(HLI tipusa) rezisztencidval rendelkez
novényekben vartunk és kaptunk (40. és 41. abrakyen a teljesen rezisztens névényekben a

kérokozo6 nem képes megtelepedni és terjedni.
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A Ph-TEF1 inditészekvencia segitségével agarozngéhatd polimeraz lancreakcio
termékeit fogékony névények esetében a 39- abratjaut ferdzés utani 3., 9. és 13. napon. A
fogékony ndévényekben a kdrokozé jelenlétét ébéthi nbvekedését a 40. abra mutatja. A 0. napon
nem tudtuk kimutatni a kdrokozot a névenyi anyagdofertozés utan 3 nappal mar volt mérhet
géntermék, ekkor azonban még nem volt kilonbségkiwatorral kezelt illetve nem kezelt
noévényekben a korokozé mennyiségét tekintve. Aaptdl kezdve aztan a kezeletlen mintakban
jelensen Btt a géntermék felhalmozodas és ennek mennyiségeifd#zansan magasabb volt az
aktivatorral kezeltekhez képest. Ugyanakkor az vakbros kezelések, bar nem egyforma
meértékben, latvanyosan visszaszoritottak a korokegédését a szovetekben. A BTH és az INA
esetében a géntermék mennyisége egyarant alacstvékeré maradt, a BABA-val kezelt
ndvényekben viszont a masik két aktivatorhoz képegmifikansan kisebb volt a korokozoét gatlé
hatés.

A részlegesen rezisztens névényekben joval alaehtngrtékeket kaptunkR halstedii-re
tervezett primer altal felszaporitott géntermékeknent a fogékony napraforgdkban (40. &bra). Az
el két mintavételi idpontban nem talaltunk a kérokozé jelenlétére ufalét, ezt kdveten
viszont a kezeletlen mintdkban meredeken emelkedgéntermék mennyisége a 13. napig, majd
kissé visszaesett. Bar a 9. naptdl Keléeén a BTH-val és INA-val kezelt napraforgdkban is
megjelent és gyenge emelkedést mutatott a tramsakri felhalmozédas, ez az érték a
kezeletlenhez képest alacsony szinten maradt eyéskésérlet végéig. Erdekes, hogy a BABA-
kezelés eredményeként a 13. napig sokkal kisebmymsgben tudtuk csak a transzkriptumot
kimutatni ezekBl a mintakbol. Etbl kezdve viszont mindharom aktivatoros kezelés kézenos
mennyisé§ géntermékkel volt jellemeziet A kisérleti adatok szerint a részlegesen reziszte
névényekben az utolsé mintavételi napra csokkdudirakozd mennyisége.
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39. abra PCR modszerreRh-TEF1 primer alkalmazasaval kapott PCR termékekréaga
gélelektroforézissel fogékony novények esetében.mdiekulasuly marker. Mintak sorrendje 1:
NKF, fertozés utan 3 nappal; 2: BTH 160 -KF, terés utdn 3 nappal; 3: INA 100 -KF, fé&zés
utan 3 nappal; 4: BABA 2000 -KF, fé#és utan 3 nappal, 5: NKF, fézs utan 9 nappal; 6: BTH
160 -KF, fer6zés utan 9 nappal; 7: INA 100 -KF, #&és utan 9 nappal; 8: BABA 2000 -KF,
fertézés utan 9 nappal; 9: NKF, férés utan 13 nappal, 10: BTH 160 -KF, éeds utan 13 nappal;
11: INA 100 -KF, ferbézés utan 13 nappal; 12: BABA 2000-KF, fes utan 13 nappal; 13:
negativ kontroll.

12
]
@
3 10
N
o
% 8 - —«—NKF
= 5 — = —BTH 160 - KF
s ---a--- BABA 2000 - KF
5 4 —-e-—INA 100 - KF
5 2
>
B
° 0

0 3 9 13 17

fert6zés utani napok szama

40. abra APlasmopara halstedijelenlétére utaldo géntermeék felhalmozédas fogék@iA-274)
napraforgd novényekben aktivatoros kezelést Kiret (I. 95 %-o0s konfidencia intervallum).
Roviditések: NKF- nem kezelt és fezbtt, KF- kezelt és fefzott (lasd. a 3.3 fejezetet).
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41. abra A Rismopara halstedijelenlétére utald géntermék felhalmozodas részgkgeezisztens
(RHA-340) napraforgd novényekben aktivatoros keselédveten. (I: 95 %-os konfidencia
intervallum). Roviditések: NKF- nem kezelt és deritt, KF- kezelt és fefzott (lasd. a 3.3

fejezetet).

4.7. Uj tudomanyos eredmények

1. Megallapitottuk, hogy - Uveghazi korilmények kdzo& BTH-hoz hasonldéan az INA és a
BABA is visszaszoritia a fogékony napraforgd nowelen aP. halstediialtal okozott
tlineteket (torpllés, sporulacio a sziklevelekewélidordzis), valamint csokkenti a névényi
szovetekben kialakul6 korokozo képletek mennyiséget INA és BABA szantofdldi
korilmények kozott is hatékonynak bizonyult a téegsimérseklésére, ugyanakkor a kezelés

hatdsara étt a napraforgok tanyératnige.

2. Irodalmi adatokkal ellentétbenin vitro kérilmények kozott mindharom induktornal

tapasztaltunk sporangium-csirazast gatlé hatast.

3. Genetikailag rezisztens napraforgékbandess hatasara hamarabb és nagyobb mértékben
nott a védekezéssel kapcsolatos enzimek (PPO, POX) @&ivitasa, mint a fogékony
novényekben, ugyanakkor a BTH kezelés a rezisztedtezeletlen noévényekben

megfigyelhed szintre emelte az enzimek aktivitasat.

4. Megallapitottuk, hogy az induktoros kezelés mintbgekony, mind a teljesen rezisztens
napraforgokban fokozta a PPO és POX aktivitaséanlaan a részleges rezisztenciaval
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rendelked novényekben ellenkézhatas érvényesiilt, azaz kezelés hatasara csokkent

enzimaktivitas.

. Kimutattuk, hogy az induktoros kezelések énmagukbam okoztak jeletis valtozast a

rezisztens allapottal 6sszefliggésbe hozhat6 g&ek,(PDF, CAT) kifeje&désében.

. Afert6zés hatasaratt a napraforgd ndvényekben a GST, PDF és CAT gkifejezbédése,
a rezisztens novenyekben korabban ésebesebben, mint a fogékonyakban, azonban az

aktivatorok hatasara a fogékony vonalban is koralwhagmutatkozott a génindukcio.

. Molekularis médszerekkel is igazoltuk azt a mikiaggmos megfigyelést, mely szerint a
rezisztencia induktorok eredményesen visszaszoriga korokozé ndéveényen beldli

fejl6dését.

. A harom vizsgalatba vont induktor kézul minden te&tben a BTH mutatta a legjobb hatast
a betegseég visszaszoritadsaban és a rezisztensti@lajsszefliggésbe hozhato, védekezéssel
kapcsolatos enzimek aktivitds novelésében, valamwviédekezésben szerepet jatszd gének
kifejezodésében.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A szisztemikus szerzett rezisztencia, kozismertobragetiszoval a SAR, sokoldalian
kutatott téma napjainkban, amelyet mar eddig ismsganovény és korokozo kapcsolataban
tanulmanyoztak. A napraforgo-peronoszpéra gazdarazpta kapcsolatban viszont ez a rezisztencia
forma, és kilondsen ennek héattere még alig ismistont kezdeti eredmények mar rendelkezésre
allnak. Igy példaul korabbi vizsgalataink soran dlkapitottuk, hogy a benzotiadiazol (BTH) fiev
kémiai induktor visszaszoritja fogékony napraforola tipikus peronoszpéras tlineteket (Ban et
al., 2004). Ennek alapjan joggal gondoltuk, hogkeaelés hatasara a névényekben kialakult SAR
gatlé hatassal van a kérokozoéra, illetve a betegmdgkulasara. Széleskbvizsgalatokat kezdtlink
tehat a SAR hatterének alaposabb megismerésérel A rBellett tovabbi két kémiai induktort,
valamint a fogékony napraforgdon Kkivil részlegeseazisztens, un. HLI-tipusu és teljes
rezisztenciaval rendelkézgenotipusokat is bevontunk a kisérleteinkbe. Aakbr tineti és
szovettani vizsgalatokat pedig kiterjesztettik eggmzimek, illetve a SAR-ral 6sszefliggésbe
hozhat6 gének kifejérésének tanulmanyozaséra.

5.1. A ndévények makroszkopos valtozasainak értékelé

Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy — a BTellett — az altalunk kivalasztott két
masik aktivatorral (INA és BABA) kezelt fogékony praforgokban is visszaszorultak a tipikus
peronoszporas tunetek (sporulaci@pusztulas klorozis, torpulés) és ezek az eredmények
megegyeznek a BTH-nal méar korabban tapasztalt $edtdBan et al. 2004). Az INA kezelést
kovetben nem taléltunk Iényeges kilbénbséget a két alkadthaldzis (100 és 200 mg/l) hatasa
kozott, mig a BABA esetében a két alacsonyabb dd2s és 250 mg/l) is nydujtott bizonyos foku
védettséget, de csupan az altalunk alkalmazottdggsabb dozis (2000 mg/l) biztositott a BTH
kezeléshez hasonlé eredményt. Ezt a ddézist Coherugkatarsai (1999) is hatékonynak talaltédk a
BABA aktivatorral végzett kisérleteikbendé&peronoszporaval szemben.

Tovabbi megfigyelésink, hogy egyes aktivatoros kKsak (BTH és a BABA magasabb
dozisai) a teljes rezisztenciaval rendetkdertézetlen novények esetében gatoltak a névények
novekedését a nem kezeltekhez képest, azonban ebdvekedésbeli kiulonbség nem volt
szignifikans. Mas szebk is tapasztaltak hasonl6 jelenséget (cstkkent &saa és gyokértomeg,
kevesebb szemtermés) a SAR kifégZse nyoman korokozémentes névenyekben (buzaj)ludf
(Hell et al., 2000; Cipollini, 2002), és megallapiak, hogy a SAR kifejézlése korokozomentes

kornyezetben negativ hatassal van a névények rekcaiara és novekedésére.
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Egyes kérokozé — noévény kapcsolatokban Cohen éskatarsai (1999) ($k6 —
peronoszpora) valamint Siegrist €s munkatarsaiqRQ@ohany — dohany mozaik virus) a BABA,
mig Dann és munkatarsai (1998) (széja — szkleajtimalamint Lopez és munkatarsai (2002)
(kesudio — colletotrichumos betegség) az INA rdeisziat indukaldo hatdsa mellett annak
fitotoxikus hatasarol is beszamoltak. Kisérleteg®¢ nem tamasztottak ala, hiszen az altalunk
alkalmazott modon és ddézisban az INA nem okozatitdkikus tlineteket a napraforgbn sem
Uveghazi sem szantéfoldi korilmények kozott.

Az lveghazi kortlmények kozoétt hatékonynak bizonyaktivatoros kezelések és
koncentraciok szabadfoldi korulmények kozott alkatwa is hasonld eredményt adtak, hiszen
fogékony napraforgdbkon gyengitették illetve visgpagottak a peronoszpéras feéssel jarod
torpulést, valamint mérsekelték a csokott tanyékiafakulasat. Ugyanakkor azt is tapasztaltuk,
hogy a BTH és az INA szignifikhnsan visszafogta cewémyek novekedését, valamint kisebb
meértékben csokkentette a kezelt novények tanyérdppteé Ez a hatas felteli@n a
szakirodalombol is ismert Un. fithesz veszteségkégzonhet, ami szabadféldi kisérletekben
jobban kifejesdik, mint Gveghazi koérilmeények kozott (Heil, 200Egyes szekk szerint a fithesz
veszteség akkor figyelhieimeg, ha a rezisztencia olyan korilmények kozoezdelik ki, amikor
aktualisan nem indokolt a rezisztencia kialakulgsddaul nincsen fafzés (Heil, 2002; Heil és
Baldwin, 2002). Ennek a rezisztens allapotnak dakidasat nem fedzott novényekben ol
mutatjak sajat eredményeink is, hiszen a fogéekangkges rezisztenciaval rendelkazovényekben
az aktivatoros kezelés (tehat a SAR kialakulas@man mind az a védekezéssel dsszefliggéshe
hozhaté enzimek aktivitasa, mind a rezisztens éitaposszefigg gének kifejeddése fokozodott.

Szabadfdldi viszonyok kdzétt - hozzank hasonléaibb szeré is sikeresen alkalmazta a
BTH-t killonbd® kérokozok (padlizsan verticilliumos hervadasa, &lohPseudomonas syringae
pv. tabaci korokozoja) elleni rezisztencia indukalasara (Bubet al., 2006; Cole, 1999).
Kisérletiinkben egyszeri BTH kezelést alkalmaztunkergel, ezzel szemben Dann és
munkatarsainak (1998) tobb kezelésre volt sziksagezklerotinias fetzés mérseklésére
napraforgéban. Ismertek olyan kisérletek is a sadklombdl, amikor a BTH-t fungicidekkel
(strobilurinok, rézhidroxid) kombinalva alkalmazt&kabadfoldi kérilmények kozoétt (Romero et
al., 2001; Miles et al., 2004; La Mondia, 2009).pr&orgo esetében eddig még nincs tudomasunk
ilyen prébélkozasroél, ezért érdemes lenne ebbemzalamovény — korokozo rendszerben is az
aktivatorok és fungicidek egylttes hatasat tanujroani. Kildondsen indokolt lehet ez a {ov
termesztési gyakorlata szempontjabadl, figyelembeevé fenilamidokkal szembeni érzékenység

csokkenés/vesztés térbeli terjedését és ezzebgranhuzamosan a kérokozo virulencia valtozasait.
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5.2. A szbveti szinten megfigyelt valtozasok jelesgége

A BTH mellett a BABA és INA Altal indukalt reziszteia hatasa a szdvettani vizsgalatok
eredményeiben is megmutatkozott: a kezelt ésoéZétt, genetikailag fogékony novények
szarkeresztmetszeteiben szignifikAnsan keveseldi &f hausztériumot talaltunk, mint a csak
fertozottekben. Emellett ezek az induktorok a kezeltémyekben ugyanolyan szoveti reakciot
(sejtnekrozis a hifak kdzelében) valtottak ki, mambilyet a peronoszpéraval szemben genetikailag
rezisztensPl géneket hordoz6 napraforgd fajtaknal lehetett dzq@dni (Mouzeyar et al., 1993;
Gulya et al., 1996). A sejtnekrozisok a BTH-val IBg\-val kezelt ndvényekben ételjesebben
jelentkeztek, mint a BABA-val kezeltekben, ami aduktorok elté$ hatdsmechanizmuséra utalhat.

A részlegesen rezisztens RHA-340-es napraforgotigersthan mind a BTH-val, mind az
INA-val kezelt névényekben kevesebb nekrozis alakal a ferzés hatdsara, mint a nem
kezeltekben. A BTH-val kapcsolatos eredményeinkegggznek a Ban és munkatarsai (2004) altal
kordbban kozolt adatokkal. Mind a nem vart ndvényasaag valtozasok, mind pedig az éltér
szOveti valaszok alapjan jogosan fefditet a kérdés, hogy vajon a részleges reziszteaiciav
rendelked RHA-340 vonalban az aktivatoros kezelés ,gyentgtet a ndveny rezisztencigjanak
megnyilvanulasat. Vélemeényink szerint a kérdésm aevalasz, hiszen a rezisztencia ezekben a
ndvényekben is kialakult, amit az is bizonyit, hd@yesebb koérokozét talaltunk a kezelt névények
érintett szévetekben, mint a kezeletlenekben, tahggengébb nekrézisképzés ellenére ezekben a

novényekben kevésbé tudott terjedni a korokozé.

5.3. Azin vitro gatl6 hatas jelenésége

Tekintettel arra, hogy a legtébb néveényi aktivébfoglalkozo forrasmunka szerint ezeknek
a vegyuleteknek nincs kozvetlen gomba gatlo hataganban ennek ellenkgere is talalhato
példa, ezérin vitro csiraztatasi kisérletekben kivantunk elkimi e vélemények valosagtartalmat a
P. halstedii vonatkozasdban. Megéllapitottuk, hogy bizonyostékéy mind a harom aktivator
gatolta a rajzésporak kiszabadulasat. A BTH kaposi@&nt eredménylnk ellentmond Pajot és
munkatarsai (2001) salata peronoszporaval kaposolaredményeinek, illetve a BTH-t
hat6anyagként tartalmazé Bion 50 WG ndvényi aktiv&ngedélyezését mefdeb széleskdr, a
vegyulet gombakra gyakorolt kdzvetlen hatasat kizéaredményeknek (Kessmann et al., 1996).
Masrészt hozzank hasonléan mas sHeris tapasztaltak a BTHn vitro kérokoz6 Yenturia
inaequalis Rhizoctonia solanigatld hatasat (Bengtsson et al., 2006; Meyet.e2@06). A BABA
esetében is ellentmondasos eredményeket talaluskakirodalomban. Cohen és munkatarsai
(Cohen et al., 1994 a; Cohen et al., 1999) nemsmaltak oomicétdk esetében ezen aktivator
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sporangium csirazasra vagy a micélium novekedékiéegiett gatld hatasat, viszont Jeun és
munkatarsai (2004) a BABAColletotrichum orbiculare spéracsirazasat és appresszorium
kialakulaséat gatlo hatasarol szamoltak be uborRanNA-rdl viszont joval kevesebb ilyen jellég
informaciot lehet talalni a szakirodalomban. Logszmunkatarsai (2002) az INBolletotrichum
gloeosporioidekonidiumokra gyakorolt gatlé hatasarél szamoltek b

Mindenesetre a ndvényi aktivatoradk vitro gatld hatasdra vonatkozé eredményeink
értékelésénél figyelembe kell venni, hogy ezek ayagok hasznélatuk esetén nem kerllhettek
kozvetlenll kapcsolatba a korokozo sporangiumaitddzen a kezelést kovein a vegyulet

felszivodott a névénybe, és a korokoz6 sporai keakob jutottak a csirandveny fellletére.

5.4. A vizsgalt enzimek szerepe a rezisztenciaban

Az enzimek aktivitasvizsgalata csak a BTH hatasaénedt ki mindharom gazda — parazita
kapcsolatban (fogékony, HLI tipusu részlegesenseéems, és teljes rezisztenciaval rendeikez
ndévényekben). Kompatibilis kapcsolatban a varakoai@snegfeldl eredményeket kaptuk, vagyis a
fogékony ndvényekben az aktivatoros kezelés valkafertizés hatasara egyarant megnovekedett
mind a POX, mind a PPO aktivitasa. Kisérleteinkberenzimek aktivitasa a fogékony, tedtt és
kezelt (KF) novényekben megkozelitette a rezisztémtzott nem kezelt (NKF) ndévényekben
mérheb aktivitast, tehat a BTH kezelés hatasara a fogékaivények enzimaktivitdsban mutatott
valaszai a fetizésre a rezisztensekéhez hasonléva valt.

Kisérleteinkben tapasztalt megndvekedett enzimigksrol tobb szekz beszamoldja is
ismert, akik kulonbo& gazdantvény — kérokozo kapcsolatok (buz&usarium graminearumn
paradicsom -Oidium neolycopersigitok — cukkini sdrga mozaik virus, salateBremia lactucage
arpa —Blumeria graminis f. sp. hordevizsgalata soran tapasztaltdk ezt az aktivitas keilkest
(Mohammadi et al., 2002; Mlickova et al., 2004; Rad et al., 2007; Sedlarova et al., 2007;
Harrach et al., 2008). Kifejezetten a BTH kezelésheszesitett novényekben tapasztalhato POX
aktivitas novekedéél Cools és munkatarsai (2002), Liu és munkatar@aD%), Calvacanti és
munkatarsai (2006), valamint Yong-hong és munkatg08) szamoltak be. Ami a napraforgo-
peronoszpora rendszerben a deéls és induktoros kezelés hatasara bekowetkezimaktivitas
valtozasokat illeti, két kutatocsoport kozelmultbetredményei is megésitik a sajat
tapasztalatainkat. Nandeshkumar és munkatarsaB)Kifbzan kezeléssel valamint fézéssel
idéztek eb peroxidaz és polifenoloxidaz aktivitas emelkedgapraforgbban, mig Serrano és
munkatarsai (2007) kitinaz és peroxidaz enzimaé@s/novekedesl szamoltak be BTH-val kezelt
napraforgdk hipokotil sztveteiben. UtObbi s#érzazt taldltdk, hogy — hasonléan a mi
eredményeinkhez — a fémés utan 9 nappal megemelkedett a POX aktvitasarézdtt
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napraforgdéban és ugyanez tortént a BTH kezelés#&rads. Ezek a széikz azonban csak egy
mintavételi idpontban és két gazda-parazita kapcsolatban (fogélémn teljesen rezisztens
kapcsolatban) vizsgaltdk a POX aktivitasat. Ebbenkéa gazda — parazita kapcsolatban
eredményeink megegyeznek az altaluk is tapaszkaltaligyanakkor sajat vizsgalataink a részleges
(HLI tipusu) rezisztenciaval rendelkenapraforgd genotipus esetében a szoveti vizsgalato
hasonléan a fogékony novények valaszaihoz képess edltozasokat tapasztaltuk, azaz a BTH a
nem fer6zott novényekben megemelte a két vizsgélt enzimvitdgat, viszont a fedizott
novényekben csokkentette azt. llyen tipusu reziszeal rendelkez novényekkel veégzett
kisérletekél nincs tudomasunk a szakirodalombdl, ezért a g#gn tovabbi vizsgalata
mindenképpen indokolt. Feltétlenll szikség lenneb téészlegesen rezisztens reakciot mutato
vonalat bevonni a vizsgalatokba és keresni aztktofiavagy faktorokat, amelyek ezekben a
novényekben a genetikai és indukalt rezisztencyanégra hatasaert vagy éppen egymas hatasanak
csokkentéséért felédek.

A fogékony és rezisztens napraforgd novények erageie ©6sszehasonlitva
megéllapitottuk, hogy a rezisztens ndvényekben ravhakezd el ndvekedni és magasabb értéket
éer el a két vizsgalt enzim aktivitasa. Ennek azdms@nylnknek ellentmond Harrach és
munkatéarsainak (2008) tapasztalata. Munkajukbaranigylisztharmatfeizés utan fogékony arpa
novényekben magasabb POX aktivitast észleltek, mimezisztens névényekben. Sedlarova és
munkatarsai (2007) viszont salata peronoszpéraggrett kisérleteikben nem kaptak egyeértelm
valaszt arra, hogy a fogékony vagy a rezisztens émggk rendelkeznek-e nagyobb

enzimaktivitassal a faizést koveten.

5.5. A rezisztens allapottal 6sszefliggésbe hozhaknek

Molekularis genetikai kisérleteinkben mindharom éxiyi aktivator (BTH, BABA, INA)
hatasat vizsgaltuk az indukalt rezisztenciaval kafaba hozhaté gének kifefaiése
szempontjabél. Altalanossagban elmondhatd, hoggzisatens éallapottal 6sszefiiggésbe hozhatd
gének kozil az altalunk vizsgalt 3 gén (glutatiotreiszferaz, katalaz, defenzin) atirasa
valamennyi napraforgd genotipusban megnévekedetthalstediifertézés hatasara. Masrészt ez a
fokozodd aktivitas a genetikailag rezisztens napggfkban minden esetben hamarabb és
0sszességében nagyobb mértékben jelentkezett, anifdgékony névényekben. Bt eltérs
eredmeényt a katalaz esetében talaltunk fogékonsaf@pgok esetében.

A szakirodalomban t6bb szérzs beszamolt febizott ndvényekben bekdvetkeGST és
CAT aktivitds valtozasrol, amelyek egy része elleanid eredményeinknek, mig masok méggik
azokat. Igy példaul El-Zahaby és munkatarsai (19@&)tharmattal fetizott fogékony arpa
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novényekben magasabb GST aktivitast tapasztaltakf e rezisztens névényekben, amelyet
valosziriileg a névény és a gomba egyittes megemelkedeta@Biltasa hozott Iétre. Ugyanakkor
Radwan és munkatarsai (2005) hozzank hasonléan tazasztaltak, hogy a rezisztens
napraforgdkban magasabb volt a GST aktivitas pexapira feizés hatasara, mint a fogekony
novényekben. Eredményeinkhez hasonléan Arias ékaténsai (2005) a napraforgd klorotikus
foltossag virussal fefzott novényekben megemelkedett katalaz aktivitasrémolt be, mig méasok
lényegében véltozatlan aktivitast észleltek buz&sarpaban lisztharmatféres esetén (Merlier et
al.,, 2007 Harrach et al., 2008). Az altalunk tanulmanyozotrnmadik gén a defenzin
vonatkozasdban Radwan és munkatarsai (2005) szfoté@rottabb aktivitasrol szamoltak be
kisérleteikben a peronoszpéraval deiitt rezisztens napraforgokban. Udsnik tehat, hogy a
noévények védelmi rendszerével kapcsolatos, altalirdgalt géntermékek szerepe és hatasajseltér
az egyes novény — koérokozd rendszerekben. A nap@f@setében viszont eredményeink
megegyeznek mas székztapasztalataval.

Az aktivatoros kezelések, a féxestl eltéren, 6nmagukban nem okoztak valtozast a
vizsgalt gének aktivitAsaban. Ez aldl kivételt csakaktivatorral kezelt fogékony napraforgéban
talaltunk, ahol kis mértékberbtt a GST gén kifejgdése. A kezelések és f&xés egylttes hatasa
viszont a varakozasunknak megfétn alakult, hiszen az aktivatorral is kezelt éstomitt
fogékony novényekben megnovekedett a kimutathatitegdékek mennyisége és ez minden
esetben meghaladta a csak deés altal kivaltott értékeket. Bitvalamelyest eltért a rezisztens
napraforgok viselkedése. A teljesen rezisztens migikben a kezelés és f&rés egylttesen nem
fokozta a génkifejgmés mertékét a csak féreshez képest, ugyanakkor a részleges rezisztahciav
rendelked genotipusban a kezelés visszaszoritotta a geéiaktiva csak febizott névényekhez
képest. A génaktivitasi vizsgalatok soran kapo#derénylink egyik lehetséges magyarazata az,
hogy a gének kifejémése az aktivatorral kezelt névényekben nem azterisia fokaval, hanem
sokkal inkabb a megjelémekrézisok mennyiségével allhat kapcsolatban. A-tifiusa részleges
rezisztencia ténye mar régoéta ismert. Megitéléséliéek a vélemények, hatterére, kialakulasara
és genetikai szabalyozasara vonatkozéan azonbansimés megnyugtatd magyarazat. Kisérleteink
megebsitették azt a véleményilinket, hogy ez a speciékgleges rezisztencia a napraforgd —
peronoszpora kapcsolat sajatja és tovabbi tanuloz@sa mind elméleti (rezisztencia bioldgiai),
mind gyakorlati (nemesitési) szempontbdl kivanasgontos lenne. Az indukalt rezisztenciaval
kapcsolatba hozhat6é génekkel kapott eredményedniitjak, hogy a névényi aktivatoros kezelés
fogékony napraforgokban is a genetikai rezisztdru@éhasonlo valaszt indukal, melynek mértéke
es hatdsa megkdzelitheti a HLI tipusu reziszteati@ndelked névenyeknél tapasztaltakat.

Kisérleteinkben a hdrom aktivator kozil altalabaBTad, illetve egyes esetekben az INA
mutatta a legjobb eredményt. Ugyanakkor ezeknelkegyileteknek a GST és CAT aktivitasara
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gyakorolt hatasa tobb esetben még nem egyéitdlyen szempontbol a legtébbet tanulmanyozott
rezisztenciat kivaltd6 anyag, a szalicilsav (SA) dsahoz tudjuk leginkabb hasonlitani az
eredményeinket. Fokozott CAT aktivitast eredméniteae SA arpaban (Ananieva et al. 2004),
illetve a BTH kezelés paradicsomban (Calvacan@ale2006). A GST aktivitasat névelte az SA
kezelés dohanyban (Fodor et al., 1997), illetve rafapgoban (Radwan et al., 2005) is.
Kisérleteinkben a rezisztens allapottal Osszeflmgésozhaté gének kezelés hatdsara tortént
aktivitdsnovekedését a napraforgé védékeendszerének hatékonyabbikidésével hozzuk
kapcsolatba. Az igy kezelt ndvények ugyanis képessiéak arra, hogy bizonyos szinten
ellenalljanak a kérokozé tamadasanak és ez mincetagbegtinetek, mind maga a kérokozoé
visszaszoritdsaban megnyilvanult. A hattérbendefitd kedveaz folyamatokra pedig részben az
enzimek, részben a rezisztenciaval kapcsolatos kgévédtozasaibol lehet kovetkeztetni.
Természetesen hangsulyozzuk, hogy a napraforgtwpszpora esetében még tavol vagyunk az
indukalt rezisztencia mechanizmusanak megérikssétkilondsen annak megvalaszolasatol, hogy
milyen médon kapcsol6édnak egymashoz, pontosabbamalkhaegymasra, pozitiv vagy negativ
vonatkozasban, a dominaRbrezisztencia gének és a kémiai terméseetisztencia induktorok. E
két faktor bonyolult egymasra hatasat sejtetik aaokem vart eredmeényeink is, amelyeket a
részleges rezisztenciat muta® halstedii700 — RHA 340-es napraforgd vonal kapcsolatanak
vizsgalata sordn kaptunk. Mind a SAR alaposabb né&ggt mind a genetikai és indukalt
rezisztencia kapcsolatdnak tisztazdsa vegett sgégsék tartanank e kutatasok folytatasat és ennek
soran egyrészt minél tobb, eliérezisztencia szitit napraforgd genotipus, masrészt tovabbi

biokémiai és genetikai markerek bevonasat a viasgidba.

A dolgozatban ismertetett eredmények edpeeljorészt elméleti jelesédiek, amelyek
reményeink szerint hozzajarulnak az indukalt reerszia hatterének egyre jobb megismerésehez.
Ugyanakkor tovabbi, szélesebb k&dkisérletekre volna szikség a napraforgé névéenysehmi
rendszerében betoltott szereplk tisztazaséra éskadatien gyakorlati alkalmazhatosaguk
elbirdlasara. Eredményeink és irodalmi forrdsolpjata ugy véljuk, hogy ennek a gyakorlati
felhasznalasnak disorban a részleges rezisztenciaval, valamint akvamntitativ ellenallosaggal

(Tourvieille, 2008) rendelkéznapraforgo tipusoknal lenne jelésége.
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6. OSSZEFOGLALAS

A napraforgé-peronoszpéra (kérokozZBtasmopara halstedi{Farl.) Berlese et de Toni)
jelentbs karokat okozo, nehezen lekizdhbetegség, melynek oka a korokozo valtozékonysaga é
kitiné alkalmazkodoképessége. A betegség elleni haték@uekezés a helyes agrotechnika
alkalmazasa (vetésvaltas) mellettéslsrban a fungicides u@@hagcsavazason és a rezisztens fajtak
(hibridek) termesztésén alapul. Ez a &etvédelem sokaig elegefnek bizonyult, azonban az
ellenallo fajtakkal szemben a kérokozonak Ujablofiatisai (rasszai) alakulnak ki, az alkalmazott
fungiciddel szemben pedig jelést érzékenység csokkenés kovetkezik be. A korokozo
valtozékonysaga miatt tehat a kordbban biztosn#tkveélekezési mddszerek tovabbfejlesztésére
van szikség (Ujabb génforrasok keresése, Ujabhcfdngatdanyagok keresése), valamint ezek
mellett 0j, alternativ, kiegésditvédekezési modszerekre is szikség lehet. Idehsdéoigéretes
lehetiség a novény sajat védekezendszerének kémiai Uton torééraktivadlasa, azaz a
szisztemikusan indukalt rezisztencia (SAR) hastaala

Vizsgalataink soran harom kulonlib@ogékony, részlegesen rezisztens, teljesen tensy
P. halstediigazda — parazita kapcsolatban tanulmanyoztuk mifiexajsav €s az izonikotinsav
novényi aktivatorok (rezisztencia induktorok) betég visszaszoritd hatasat laboratoriumi,
Uveghazi és szantofoldi koralmeények kozott, Osszehitva a méar hatékonynak bizonyult
benzotiadiazollal. Célulikztik ki tovabba az indukalt rezisztencia biokéméai molekularis
genetikai hatterének vizsgalatat a rezisztencidzgcsolatba hozhaté enzimek, illetve gének
kifejezodésének nyomon kovetésével.

A napraforgé csirandvényeket a fent emlitett aktingk kilonbds toményséd oldataival
kezeltik, majd mésnap fértik aP. halstediisporangium szuszpenzidjaval. Az iveghazban nevelt
novényeken tineti értékelést végeztink és a vizdélvételezéseket meghatarozotinként vett
noévénymintak szovettani (mikroszkdpos) vizsgaldtaegészitettik ki. Ehhez Olympus BX 50
fluoreszcens mikroszkopot hasznaltunk a jelefhilédrokoz6 képletek, valamint szoveti nekrdzisok
mennyiségi értékeléseére.

Uveghazi kisérleteink alapjan altalanossagban dlimatd, hogy az altalunk vizsgalt
fogékony gazda-parazita kapcsolatban a mar isnaésth BTH mellett az INA és a BABA is
szignifikAnsan csokkentette a kérokoz6 altal okbwoieteket. Az induktorok hatasara a fogékony
novények szoveteiben a genetikai rezisztens napg@m jellems sejt- és szovetelhaldsok
jelentkeztek. A kisérletek alapjan tehat ugynik, hogy az indukalt rezisztencia szbtveti
megnyilvanulasa hasonl6 a genetikai rezisztenciéého

Az induktorok tinet visszaszoritd hatasat szabddfélisparcellas kisérletekben is
ellendriztik a ndévénymagassag és tanyeratm@erésével. Ebben az esetben a kezelt és/vagy
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fertoz6tt csirandvényeket egy hétig tveghazban nevettaid killtettiik szabadfoldre. Szantofoldi
korilmények kozott az alkalmazott novényi indukioraszignifikansan csokkentették a
peronoszpora torpuléses tunetét, valamint a kégdkrézott névények nagyobb tanyért képeztek a
csak ferdzott egyedeknél. Meg kell jegyezni azonban, hoggketz az eredményeket csak
fenntartasokkal szabad kezelni, hiszen a kisérni@tiényallomany egy része a rossdjadasi
kordlmeények miatt nem volt értékelliet

In vitro sporangium csiraztatasi kisérletet is végeztinkalarmegallapitasara, hogy az
induktoroknak van-e kodzvetlen gatld hatasuk a kdrdka. A szakirodalomban talalhato
véleményeldl eltérben azt talaltuk, hogy ezek a vegyulletek kismértékpatoltak a kdérokozo
sporangiumainak a csirdzasat. Ez a hatas azonbtimkisen azért nem jelenthet problémét, mert
az induktorok a kezelés soran nem keriilhetnek kmvkapcsolatba a korokozoval.

Az lUveghazban nevelt és a korabbiakban mar leézelk és/vagy fedizott napraforgd
novényekbl 0-t6l 17 napig terjeél idészakban vett mintakbdl enzimaktivitas és génkii@jies
vizsgalatokat végeztink az indukdlt rezisztenciebjanegismerése céljabol. Az ellenallassal
kapcsolatos enzimek, polifenol oxidaz (PPO) ésak@jperoxiddz (POX) méréséhez a mintakat a
fertézés utani 0., 3., 9., 13. és 17. napon vettik. Ezsgalatsorozat csak a BTH-val (160 mg/I
dozissal) kezelt névényekre terjedt ki. Az enzimésékhez 0-4 °C kozotti 6mérsékleten
szuszpenziot készitettlink a napraforgd névényeékbid részébl, novényenként 0,5 g tomég
mintakat véve. A vizsgalt két enzim aktivitdsanattezasaibdl arra a kovetkeztetésre jutottunk,
hogy a BTH fokozza ennek a két enzimnek az akseaitéa fogekony és a teljesen rezisztens
novényekben, azonban hatasa a részleges rezisztah@ndelked névenyekben nem egyértdim
Ebben az esetben ugyanis a neméfit novényekben megemelte a BTH az aktivitast, a
fert6zottekben viszont csokkentette azt. A nem kezeléngekben a febzés mindharom
genotipusban megemelte az enzimaktivitast. Foniemeini, hogy a szakirodalomban nem
taldlhatd adat a részleges rezisztenciaval renzielde halstedii — napraforgd kapcsolatra
vonatkozdan.

A rezisztencidval Osszefliggésbe hozhaté gének,empékek vizsgalatara a glutation-S-
transzferazt (GST), a katalazt (CAT) és a defen@mF) valasztottuk. A mintakat a fézes utani
0., 3., 9., 13. és 17. napon vettik, majd folyékoitsogénben lefagyasztottuk. Az RNS kivonast és
tisztitAst kovdten meghataroztuk a kivont RNS mennyiségét és komdaadjat. A keresett
transzkriptumok kimutatasahoz fél-kvantitativ  PCRodszert hasznaltunk. Férés hatdséara
valamennyi napraforgé genotipusban intenzivebbé avalizsgalt transzkriptumok megjelenése,
azaz a gének kifejédése. A fokozodo aktivitas a genetikailag rezisztespraforgokban hamarabb
és 0sszességében nagyobb mértékben jelentkezett, amfiogékony noévényekben. Masrészt a
fogékony, induktorral kezelt és fémbtt novényekben jeletsebb volt a génkifejézlés, mint a
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csak ferbzott napraforgokban. A részlegesen rezisztens ry@kden az enzimvizsgalatokhoz
hasonl6 eredményt kaptuk, vagyis a részlegesesztens ferizott névényekben az induktoros
kezelés nyoméan, disorban a GST esetében csOkkent a transzkriptumiblalifeozodasa. A
novényekben megjelérP. halstediimennyiségének kimutatasara és a kezelések hatzkgdnyak
0sszehasonlitdsara a napraforgd-peronoszpora eloagfaktorara tervezett inditd szekvenciat
hasznaltunk Fh-TEF1). A Ph-TEF-1 alkalmazésa igazolta a kordbban szovettesigélatokkal
kapott eredményeinket, vagyis a korokozé gazdangrétellli mennyiségének kezeldsfiiggo
valtozasat.

A dolgozatban ismertetett eredmények 6stsban elméleti jelldgek, amelyekkel -
reményeink szerint — hozzajarulunk az indukaltsazncia hatterének egyre jobb megismeréséhez.
Tovabbi kisérletekre volna szikség,éstrban a részleges rezisztenciaval rendélienotipusok
elté viselkedési okainak tisztazaséara, valamint azkatluezisztencianak a napraforgé névenyek

védelmi rendszerében betdlthestzerepének megallapitasara.
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7. SUMMARY

The downy mildew Rlasmopara halstedi{Farl.) Berleseet de Toni) is one of the most
destructive diseases of the cultivated sunflowempr&sent, the disease can effectively be conttolle
by using resistant cultivars and fungicidal seeshtinent. However, due to the high genetic
variability of this oomycete plant pathogen, newwlgnt pathotypes, as well as fungal strains with
tolerance to fungicide appear. Thus, beside thditimaal control strategies there is a need of
looking for alternative methods to improve the efiy of disease management. A novel approach
could be the activation of the natural defenseesysbf plants by using chemical resistance
inductors, in other words, the application of tlgetemic induced resistance (SAR).

The aim of our study was to evaluate the efficalciNé\ and BABA in comparison to BTH
againstP. halstedii infection under laboratory, glasshouse and fiebthditions, as well as to
elucidate the biochemical and genetic backgrounthadced resistance in host plants including
susceptible, partially and totally resistant suwio genotypes.

Pre-germinated seeds were soaked in an agueoussad resistance inductors followed
by the inoculation witHP. halstediisporangia next day. The sunflowers grown in theeghouse
were assessed twice for disease symptom appeafastcby recording the frequency and intensity
of fungal sporulation on cotyledon leaves and sdcby recording the number of plants per
treatment with typical symptoms of systemic downydew such as leaf chlorosis, stunting and
damping off. Histological examinations were undegtaon young sunflower seedlings taken at to
detect pathogen structures and cell death by fhoerece microscopy.

Similarly to BTH, the other two inductors (BABA, BN significantly reduced the
appearance of disease symptoms and the colonizafisunflower tissues by the pathogen.
Furthermore, cell necrosis and secondary cell inisaround infection sites were found to be
associated with treated plants, and these necrdsssly resembled those detected earlier in
sunflower plants carrying resistance geneB.tbalstedii

We also made field experiments with the resistamgectors to see whether these chemicals
are able to hinder disease symptom appearancerddied and/or inoculated seedlings were grown
in the greenhouse for one week before being plamtetthe field. Treatments by any inductor
significantly counteracted with the stunting, amttreased head diameters of sunflowers so
considerable protection against downy mildew wasalestrated under field conditions as well.
However, the results obtained under field conditstrould be considered preliminary since the
unfavorable weather conditions existing duringskason caused some damage in the experimental

plots.
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In anin vitro test we examined whether the inductors have defett on the sporangial
germination. Each activator solution was mixed A ratio with a sporangial suspension and the
number of empty sporangia per treatment was redor@er finding contradicts with the results
reported by other workers. We found that each aftivinhibited to some extent the germination of
these spores.

For enzyme activity assay, samples were taken 9, 33 and 17 d after inoculation (dpi).
This assay was performed only with BTH pretreatiaahts. Enzyme activities were analyzed using
spectrophotometric methods. For detection of aidamt enzyme activities, 0.5 g hypocotyl tissue
was homogenized at 0-4°C. BTH enhanced the aesvibf polyphenoloxidase (PPO) and
guaiacol-peroxidase POX) in the susceptible andctirapletely resistant plants, but in case of
partially resistant plants its effect was contréalig. Namely, BTH treatment increased enzyme
activity in the uninfected, but decreased in tHedted partially resistant plants as compared ¢o th
untreated noninfected and untreated infected plaegpectively. It is worth mentioning that these i
no information in the literature about any respoateartially resistant sunflowers . halstedii
infection and/or resistance inductors treatment.

For studying the expression of resistance relg@gedes and gene products, we selected
glutathione S-transferase (GST), catalase (CAT)dmfensin (PDF) for analyses. Plant samples were
taken at intervals between 0 and 17 dpi, frozehqund nitrogen and RNA extraction made using
conventional methods. The extracted RNA was medsuith a spectrophotometer. Primers for PCR
amplification were designed based on corresponiitieigry data. The levels of the transcripts were
detected by semi-quantitative RT-PCR. In orderuangjfy pathogen development in the host tissues,
the PhrTEF-1 elongation factor was use®. halstediiinfection enhanced the activity of resistance
related genes (GST, PDF, and CAT) in all testedotygres. The transcripts accumulation was
induced earlier and at higher levels in the restspdants than in the susceptible ones. In case of
susceptible sunflowers, we consequently measugtehitranscript accumulation in the inductor-
treated plants, as compared to the untreated étmease of partially resistant plants — similady t
the results with enzyme activities — transcriptugcalation increased in the untreated infected
plants, as compared to the treated, infected ones.

These results are largely theoretical, with whighheped to contribute to the understanding
of the mechanism of induced resistance in sunfloWerever, future investigations are required,
particularly to elucidate the cause of differentsthoesponses t®. halstedii infection and/or
resistance inductors treatment in partially resissainflower genotypes. Furthermore, it might be of

interest to find out the practical aspects of thesmmical inductors in sunflower production.
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M2. Az RNeasy Mini Kit (Qiagen) leirasa

Protokoll névényi sejtekhez, szovetekhez és gomimakh

1. A sejtek feltardsahoz 0,1 gramm novényi szoymigtsunk el folyékony nitrogénben.

2. Helyezzik a mintakat 2 ml-es Eppendorf-csoveldmjunk hozza 450 pl RLT puffert és
vortexeljuk.

3. A sejt bomlasterméket a QIAshreddeslEss helyezzik és centrifugdljuk 2 percig teljes
sebességgel. A fellluszét egy Uj Eppendoébeshelyezziik a keletkezett pellet megsértése nélkil
Ezt a felllusz6t hasznaljuk a tovabbi lépésekben.

4. Adjunk hozza 0,5 térfogatnyi (96-100% -0s) etgrés keverjik 0ssze pipetta segitségével.

5. Helyezzik &t a mintat (az esetlegesen az efaatdisara keletkezett csapadékkal egyitt az
RNeasy spin oszlopra, amely ald mar bekészitet@ikrdres gyjtécsovet. Csukjuk be dvatosan a
fedelét, majd centrifugaljuk 12 masodpercig 80apvel (10 000 rpm). Dobjuk ki a feltluszot.

6. Mérjink 700 pl RW1 puffert az RNeasy spin osmopOvatosan csukjuk le a fedelét és
centrifugaljuk 15 masodpercig 8000x g-vel (10 0p@), hogy lemossuk a spin oszlop membranjat.
Dobjuk ki a feltluszét.

7. Adjunk 500 pl PRE puffert az RNeasy spin os@Aoprsukjuk le oOvatosan a fedelét és
centrifugaljuk 15 méasodpercig 8000x g-vel (10 0p@), hogy lemossuk a spin oszlop membranjat.
Dobjuk ki a feltluszét.

8. Adjunk Ujabb 500 pl PRE puffert az RNeasy spsalapra, csukjuk le ovatosan a fedelét és
centrifugaljuk 15 méasodpercig 8000x g-vel (10 0p@), hogy lemossuk a spin oszlop membranjat.
Dobjuk ki a feltluszot.

9. Rakjuk az RNeasy spin oszlopot egy Uj 2 ml-epdbdorf-cébe, és centrifugaljuk teljes
sebességen 1 percig.

10. Helyezziik az RNeasy spin oszlopot egy U] 1/esitppendorf-édbe. Mérjink 30-50 pl RNaz-
mentes vizet kdzvetlenil az oszlop membranjarakikue 6vatosan a fedelét és centrifugaljuk 1
percig 8000x g-vel (10 000 rpm), hogy kinyerjukRigS-t.

11. Az ebzé Iépést meg lehet ismételni Ujabb 30-50 pl RNazteewnizzel. Az €z6 Iépésben

kinyert vizet is fel lehet hasznalni, ha magas RddB8centraciét szeretnénk elérni.
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M3. Az iScript cDNS szintézis kit (BioRad) leirasa

Osszetewk 1 reakciora vonatkoztatott mennyiség
5x iScript Reakcié Mix 4 ul

iScript Reverz Transzkriptaz 1l

Nukledz mentes viz X Wl

RNS minta (100fg-tol 1 pg total RNS) X Ml

Teljes mennyiség 20 pl

Reakcid protokoll

Inkubaljuk a teljes reakcio keveréket:
5 percig 25 °C-on
30 percig 42 °C-on
5 percig 85 °C-on
Tartsuk ezutan 4°C-on
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M4. Taq DNS polimeraz protokoll (Fermentas) PCR visgalathoz

Osszetedk Végs koncentracio

Nukledz mentes viz -

10x Taq puffer 1x

2mM dNTP mix 0,2 mM/5 pl
Primer 1. 0,1-1 uM
Primer II. 0,1-1 pM
TagDNS polimeraz 1,25u/50 pl
25mM MgChb 1-4 mM

DNS minta 10pg-1 ug/50 pl
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