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1. A MUNKA EL OZMENYEI, A KIT UzOTT CELOK

A napraforgé peronoszporaPlasmopara halstedii(Farl.) Berl. etde Toni) a
napraforgd egyik jelefis betegsége. Az ellene valé védekezés - az agrokecheljarasok
mellett — rezisztens fajtak termesztésére és fidggc vebmagcsavazasra épil. A
hagyomanyos védekezési modszerekkel szemben azadbbnprobléma is felmerilhet a
gyakorlatban, amely a kérokoz6é genetikai valtozékagaval kapcsolatos. Egyrészt a
rezisztens fajtdkkal (hibridekkel) szemben a koémskwk idrol-idére Ujabb patotipusai
(rasszai) jelennek meg vilagszerte (Gulya, 200Melgek képesek megbetegiteni az addigi
rezisztens fajtakat. Tovabbi probléma a tradicisnaidekezésben a kérokozo csokken
erzekenysége az alkalmazott fungicidekkel szembuzeyar et al., 1994; Albourie et al.,
1998; Gulya et al., 1999). Mindezek alapjan a gylaltban is sziikség lehet olyan alternativ
védekezési eljarasokra, amelyek kiegészithetik lanlgg alkalmazott ndvényvédelmi
modszereket, és igy biztonsagosabba tehetik a foagdatermesztését. Ezek egyike az
irodalombdl jol ismert és egyre szélesebb korbemultaanyozott indukalt rezisztencia,
amelynek leggyakoribb megnyilvanulasa az an. saisi#tus szerzett rezisztencia (SAR). Ez
a novényi vélasz megfetel médon alkalmazva jol beillesztlietlenne az integralt
noévényvédelembe.

A szisztemikusan szerzett rezisztencia mind ahistikmind biotikus tényékkel
kivalthatdo a névényekben (Sticher et al., 1997).abiotikus leheéiségek kozé tartoznak az
an. noéveényi induktorok vagy aktivatorok, amelyekmédzvetlentl a kérokozéra hatnak,
mint a hagyomanyos fungicidek, hanem a novény sagélieked rendszerét aktivaljak,
erositik, ezzel mintegy felkészitve a névényt a kdmktamadasara (Kessmann et al., 1996).
Hazankban az elskereskedelmi forgalomban is kaphaté névényi akbiva Bion 50 WG
volt, amely buzaban és arpaban volt engedélyemzthhrmat ellen. A Bion hatbanyaga a
benzotiadiazol (BTH: 1, 2, 3- benzotiadiazol-7-adkoxilsav-S-metilészter), amelynek
szerkezete nagyban hasonlit a szalicilsav szedezés hatdsmechanizmusaban is szamos
hasonlosagot mutat vele (Ryals et al.,, 1996). Azbgadiazol mellett a két legtdbbet
tanulmanyozott novényi aktivator az izonikotinsdWA: 2,6-diklor-izonikotinsav) és az
aminovajsav egyik izomerje (BABA: DL-3-aminovajsav)

Az indukalt rezisztenciat mar eddig is szamos gazdgarazita kapcsolatban
vizsgaltak, a jelenség hatterében lezajld folyaka@monban még kevéssé ismertek. Ahhoz
viszont, hogy ezt a kémiailag is indukalhatdo novérgdekezési mechanizmust a §iven
tudatosan és eredményesen alkalmazhassak novémkiokOk ellen, még szamos kérdésre



kell valaszt adni. Az indukalt rezisztencia pontdsamegismeréséhez a ndvényben a
rezisztencia kialakulasahoz vezefolyamatokat kell megfigyelni és minél pontosabban
jellemezni. Ennek egyik fontos része a korokozdofess hatasara a novényben Kigjiz
reaktiv oxigén fajtak (ROS) kéfidéset dlsegit oxidaz, illetve a ROS-t semlegésit
antioxidans enzimek aktivitasvaltozasanak tanulmaaga. A polifenol-oxidazok (EC
1.10.3.1) széles korben elterjedt réztartalmu fékémelyek a baktériumoktol az efsbkig
megtalalhatéak az &rendszerekben. A ndvények védekezndszerében betdltott szerepiiket
szamos, napjainkban végzett kutatas is bizony8fa ét al., 2002; Mayer, 2006; Lukacsy,
2006; Tegelberg at al., 2008, Nandeshkumar et28l08). A novényi peroxidazok (EC
1.11.1.7.) a novényi szervezetben nagyon eltelfedtereakciok széles valtozatait képesek
katalizalni (Siegel, 1993), példaul a névények sstizereakciojaban és a névény — kérokozo
kapcsolatokban betdltétt szerepik is bizonyitohwlLés Merida, 1996; Montalbini et al.,
1995), azaz részt vesznek a rezisztencia kiala@dtasis. A katalaz (EC 1.11.1.6.) az egyik
legjelenbsebb hidrogén-peroxidot semlegésnzim a ndvényekben. Napraforgd esetében a
katalaz aktivitdsanak valtozasat tapasztaltak széabiotikus stressz hatasara (Costa at al.,
2002; Rios-Gonzalez et al. 2002; Azpilicueta et 2007). A ndvények antioxidans vedelmi
rendszeréhez tartoznak a glutation-S-transzferdEk 2.5.1.18). A legtébb ndvényi GST
nehézfém-stressz, etilénkezelés, ndévénykoérokozldniestressz-valasz, sebzés vagy 6zon
hatasara indukalddik, antibarra lehet kovetkeztetni, hogy szerepik van adaii stressz
elleni védeke& mechanizmusokban (Marrs, 1996). Ugyanakkor a ngaidren a kérokozok
elleni védekezés kulonbéztratégiait talalhatjuk meg, igy egy masik védékezchanizmus
olyan antimikrobialis peptidek szintetizalasa réuvé@nténik, mint példaul a defenzin. A
defenzint Mauch-Mani és Métraux (1998) a SAR-ral Gsszefliggésbe hoztak és
megallapitottak, hogy a defenzinnek az indukaliseencia jelatvitelében is szerepe lehet.

Az éaltalunk tanulmanyozott gazdanévény — korokoapdsolatban fontos lenne tudni,
hogy mi jatszddik le a napraforgd ndvényekben aomeszporas febfzés és/vagy az
aktivatoros kezelés hatdsara és milyen reakciokieaet a kett egylttes hatdsa. Mivel R
halstedii nagy genetikai variabilitassal rendelkezik, a tsmiésben addig rezisztensnek
ismert novények is fogékonnya valhatnak, masrésnapraforgd genotipusok kozott is
vannak kilonbségek a rezisztencia mértékében. Hegltéehat, hogy indukalt rezisztencia
esetén a kulonbézfoku rezisztenciaval rendelk&zilletve teljesen fogékony napraforgok
eltéb modon ,viselkednek”. Ugyanakkor a kuloniomértéki rezisztenciaval rendelkéz
gazdandveény genotipusok dsszehasonlitasara irdkytdtassal a szakirodalomban alig lehet

talalkozni, ezért érdekesnek latszott a naprafargdperonoszporaja kapcsolataban erre a



koérilményre kulon is odafigyelni. Ebben a kapcdmat ugyanis lehéségink addédott az
alapkérdés, azaz a szisztemikus szerzett rezisateamulmanyozasara tobb, etténértéki
genetikai rezisztenciaval rendelkezapraforgd genotipus dsszehasonlitasaban.

Munkéank soran céluliztik ki az alabbiakat:

Az aminovajsav és az izonikotinsav novényi aktivaio betegség visszaszoritd
hatasanak tanulmanyozasa Uveghazi és szantofolditinkények kozott,
0sszehasonlitva a mér hatékonynak bizonyult beadiatzollal a napraforgé éB.
halstediieltés mértéki rezisztenciat mutaté gazda — parazita kapcsokataib

e A rezisztencia induktorok és peronoszpéra rezismengének hatdsanak
0sszehasonlito elemzése, valamint egytitthatadekneése az alabbiak szerint:

— mikroszkopos vizsgalatok a névény — korokozdackafatok leirasara,

— egyes, a védekezéssel kapcsolatba hozhaté enzktieitasvaltozasanak, illetve
novényi gének kifejgmésének nyomon kovetése biokémiai és molekularis
modszerekkel;

» Az aktivatorok kérokozoéra gyakorolhatd kdzvetlertlggdatasanak megallapitasa

vitro spoéracsiraztatasi kisérletben.

2. ANYAG ES MODSZER

Kisérleti rendszer

Vizsgalatainkhoz az RHA-274, RHA-340 és HA-335 USDApraforgd vonalakat,
illetve a P. halstediiegyik legelterjedtebb, 700-as patotipusat haszkahz RHA-274-es
vonal nem rendelkezik megfetetezisztencia génnel a 700-as patotipussal szerab@dsik
két vonal rezisztens, azonban kulonbség van kdz@ttiezisztencia mértékében. Az RHA-
340 vonal részleges, un. HLI (,hypocotyl limitedfpusu rezisztenciaval rendelkezik, azaz a
korokozo csak a gyokeér és szikalatti szar szévetetbrjed, mig a HA-335-0s vonal teljesen
rezisztens a 700-as patotipussal szemben (Virdn@iudya, 1996).

A napraforgokat csiraztatds utdn az aktivatorolomiib® koncentricioju oldatéval
kezeltik, majd masnap fértik a korokozo 50 000 sporangium/ml koncentracioju
szuszpenzibjaval. igy a kovetkekezeléseket vizsgaltuk:

- negativ kontrol, nem kezelt és nem deiitt névények,



- induktoros kontrol, a kémiai aktivatorok valamk8vel kezelt és nem feéott
novenyek,
- fert6z6tt kontrol, nem kezelt, de a korokozéval deiitt nbvények

- az induktorok valamelyikével kezelt és &aitt ndvenyek

Tuneti értékelés

A szikleveleken megjelénsporulacié értékeléséhez a 8-10 napos novényeket e
€jszakara paratelt térbe helyeztik, és a sziklkgalenegjeled sporangiumbevonatot 4
fokozatu skala segitségével értékeltiik Oros ésnYir§1987) modszerét kovetve. Ezt
koveben, két hetes korban feljegyeztik az elpusztulténggk szamat, megmértik a
ndévények magassagat és feljegyeztik a valodi lkenlklordzist mutatdé nbévények szamat.

Mikroszkdpos vizsgalat

A szovettani elvaltozasok megallapitdsara a mintakartzés utani 3., 7., 10. és 15.
napon vettik. A novényi mintdkbol kézi metszetekészitettink és Olympus BX50
fluoreszcensz mikroszkdp alatt eligiztiik a kérokozo jelenlétét és egyes ddgsi alakjait
(hifak, hausztoriumok), valamint értekeltik a noyieszdvetek kezelésre és/vagy fedsre
adott valaszait (Ban et al., 2004).

In vitro spéracsiraztatas

Annak megallapitasara, hogy az alkalmazott aktreiiwak van-e kozvetlen gatld
hatdsa a koérokozérain vitro korulmények kozott, sporangium csiraztatasi késétl
allitottunk be. Ennek sordn mindharom aktivatorldpoldatot készitettiink, és ezékb
higitassal kulonbdz koncentracioju oldatokat készitettiink, amelyekell Jaranyban
vegyitettink a korokoz6 sporangium szuszpenziojaalvizsgalati mintakat 16 °C-on
sttétben inkubaltuk, az értékeléseket 6 és 24 Orfdvanvégeztik. Mintanként és
idépontonként 2x50 db sporangiumot szamoltunk le nsikkdép alatt és feljegyeztik a

kiaralt, valamint ki nem drtlt sporangiumok szamat.

Enzimanalizis

A polifenoloxiddz (PPO) és peroxidaz (POX) enzinmakréséhez a novényeket a
fertozés utani 0., 3., 9., 13. és 17. napon vettik @fpakotil részll sejtmentes oldatot
készitettiink. A méréseket 25 °C -on, SmartSpec #usu spektrofotométerrel (BioRad)
vegeztuk. A gvajakol-fuggperoxidaz (POX) aktivitasat gvajakol szubsztratiahRathmell



€s Sequeira (1974) modszere alapjan hataroztuk Agmlifenol-oxidaz (PPO) aktivitasat
400 nm-en végeztik, ahol a kinon kialakulasanakyata Fehrmann és Dimond (1967)

modositott moédszere alapjan mértik.

Geéntermékek felhalmozddasanak mérése

Molekularis genetikai vizsgalatokhoz a névényekétrzés utani 0., 3., 9., 13. és 17.
napon vettik. Az RNS kivonast RNeasy Plant Mini $&@gitségével végeztik, kdvetve a gyartd
(Qiagen) utasitasait. A kivont RNS 1ug/pl-es kom@oju oldatat hasznaltuk cDNS
szintézisre. A cDNS atirashoz a BioRad iScript cD8yxthesis Kitet hasznaltuk, kovetve az
ott leirt utasitdsokat. A keresett transzkriptunfglktation-S-transzferazla-GST, defenzin:
Ha-PDF kataldz:Ha-CAT2, P.halstedii elongaciés faktor:PhTEF1) kimutatdsahoz fél
kvantitativ PCR maodszert hasznaltunk. A cDNS solasitasat még a folyamat exponencialis
fazisdban Allitottuk le, tehat minden vizsgalt gdnrolyan, kalon-kulon beallitott
ciklusszammal végeztuk el a lancreakciot, ahol mégmaradtak a kilénbségek a kulonboz
atirédasi szintek kozott. A PCR reakcidkhoz Radwén munkatarsai (2005) valamint
Azpilicueta és munkatarsai (2007) altal leirt, rdiprgé génekre specifikus inditészekvencia-
parokat (primereket) adtunk. A PCR-reakcié kiZdpése 94°C volt 3 percig, majd a
megfeleb ciklusszamok szerint ismété DNS-sokszorositas kovetkezett: 94°C 15 mp-ig,
Tm 15 mp-ig, 72 °C 20 mp-ig, végll egy zaré elongsatépés 72°C 5 percig. A felszaporitott
termékeket 1%-0s agaroz gélben valasztottuk szt etidium bromiddal tettik lathatova. A
gélen megjelent termékeket a festést kdset Quantity One programmal (BioRad)
szamszdisitettik és a héztartasi gadafEF1o) kifejezbdésének segitségével normalizaltuk
(Radwan et al.,, 2005). Az igy kapott szamsgiett adatokat relativ transzkript
felhalmozodaskent neveztik el eredményeinkberH@PDF adatia-EF1 o adat =Ha-PDF

relativ transzkript felhalmozodasa).

Adatfeldolgozas
Kisérleteinket legkevesebb két bioldgiai ismétléstegeztik és egy kisérleten beltl 3
ismétlést allitottunk be. Az eredmények statisztréékelése variancia-analizissel MINITAB

10.2 programcsomaggal tortént. Az eltérésekeOFO5 szinten missitettik szignifikansnak.



3. EREDMENYEK

A betegségtiinetek visszaszoritdsa

A fogékony novények sziklevelein megjetesporangium bevonat kiterjedése alapjan
megallapithatd, hogy az induktoros kezelés szkgnisan csokkentette a sporulacié meértéekét
a nem kezelt ndvényekhez képest. Ebben a vonatkazamind a BTH, mind az INA két
alkalmazott koncentracidja (100 és 200 mg/L) Iémpey jobb eredményt adott, mint a
sporangium bevonat teruleti aranya a fogékony ngeiéisziklevelein. A rezisztenciaval nem
rendelked novényeknél adpusztulast és a levélklorozis mennyiségét is shigmsan
csokkentették a kezelések. A ndvénymagassag méségghn a kezelések stimulald hatassal
voltak a fogékony, feézott névényekre és ebben a vonatkozasban nem utiihlkség a
harom induktor hatasa kozott. A részlegesen rexiszvonal esetében az INA aktivatornak
volt jelents hatasa a ndvények magassagara; a nefirderinovények a kezelés hatasara
szignifikansan magasabbak, mig adedtt ndvények szignifikansan alacsonyabbak lettek.
ndévénymagassag vonatkozasaban a teljes rezisatahogndelke# ndvényekben a kezelés
hatasara nem tapasztaltunk valtozast.

Szabadfoldi kisérleteinkben csak fogékony kapcebldzsgaltunk. Az aktivatorral is
kezelt és fetizott ndvények mindegyik értékelésiombntban szignifikdnsan magasabbak
voltak, mint a nem kezelt névények, emellett aavakoros kezelésben is részesitettdizdtt

novények nagyobb tanyért képeztek a nem kezeltny@kiez képest.

Kdrszovettani valtozasok

Mikroszképos megfigyeléseink soran azt talaltukgyha fer6zés utani 7. naptol
jelentbs mértékben visszaszorult a kezelt fogékony nowehyaokotiljaban a korokozo, mig
a szoveti nekrozisok mennyiségéttn Bar a kezelés hatasdra a részlegesen rezisztens
novények hipokotiljaban szintén csokkent a kérokekidorduldsa, azonban ezzel egyitt a
szoveti nekrézisok éfordulasa is csokkent. A teljesen rezisztens napgaf vonalban nem

tapasztaltuk sem a kérokozo jelenlétét, sem baemiszoveti elvaltozast.

Induktorok kdzvetlen géatlo hatdsa a kérokoz6 spgianaira
In virto sporangium csiraztatasi kisérleteinkben megaditipk, hogy az induktorok
bizonyos mértékben gatoltak a sporangiumok csiéizész a gatlo hatas a BTH esetében

mindegyik alkalmazott koncentracioban tapasztalhawdt, kulonésen 160 mg/L-es



koncentracié mellett, az INA esetében pedig a &gtnlagasabb dozis, a 100 és 200 mg/L
koncentracié fejtett ki szignifikAns géatlé hatdstsporangiumok csirazdsara. A BABA
aktivator 500, 1000 és 2000 mg/L koncentracidébanolga szignifikansan a kilrult

sporangiumok szamat.

Enzimaktivitas valtozasok BTH kezelés, illélvbalstedifertszés hatasara

Az enzimek vizsgalatdnal a fogékony ndvényekbenndma ferézott mind a
fertézetlen allomanyt tekintve) azt tapasztaltuk, hodtg a PPO és POX enzimek aktivitasa a
BTH-kezelés hatasara. Minden esetben a kezeltrggz &t névények mutattak a legnagyobb
enzimaktivitast. A részlegesen rezisztens kapdsatataz induktoros kezelés dnmagaban
novelte, mig a feéizéssel egyltt csokkentette a két enzim aktivitdgaz az eltérés nem
minden esetben volt szignifikans. Ezzel szembenelgest rezisztenciaval rendelkez
napraforgokban mind a fé#és, mind a kezelés hatasatdt mz enzimaktivitas, a fogékony
genotipushoz hasonléan. A fogékony és rezisztenxskéatok 6sszehasonlitisa soran
megallapitottuk, hogy a részleges rezisztenciavahdelke?d kezeletlen, fefizott
novényekben az enzimek aktivitasa magasabb éntdékizitott, mint a csak feézott fogékony
novényekben. Ez utobbiakban csak a BTH kezeléesdézés egylttesen valtott ki ilyen
hatast. Kilonbséget talaltunk a kétféle naprafaygdotipusban akkor is, ha a kezelt és nem
kezelt, ferézott ndvények POX enzimre vonatkozo valaszait hi@tetiuk 6ssze. A fogékony
RHA-274 napraforgéban ugyanis a BTH jetieggn fokozta a fefzés indukalo hatasat, mig a
részlegesen rezisztens RHA-340 vonalban ennek kenkelbje toértént. Mar az els
mintavételi napon (0. nap) elkliloniltek egymastohean ferézott és ferdzott ndvények
aktivitasi adatai és ez az enzimaktivitasbeli kbk#g az il elorehaladtaval csak ndvekedett.
A két eltéh mértéki rezisztenciaval rendelkéznapraforgé vonal dsszehasonlitasban azt
talaltuk, hogy feiizés hatasara @&@eljesebb lett az enzimaktivitas a részlegeserszezis,

mint a teljesen rezisztens névényben.

Induktorok, illetveP. halstedifertszés hatasa a génkifejesre

A betegseég-ellenallosaggal kapcsolatba hozhato kgémeGST, a CAT és a PDF
vizsgalata soran meértik a géntermékek felhalmozidaduktoros kezelés, fédés és ezek
egyuttes alkalmazéasa soran. A GST esetében aziztafiak, hogy a fogékony, nem &zttt
novényekben az aktivatoros kezelések csak kis ki¥te novelték a transzkriptumok
felhalmozodasat, mig a fémés oOnmagaban jeléisen fokozta azt. Az induktorok
valamelyikével is kezelt, fafzott novényekben tovabb fokozodott a GST felhalnddza. A



részleges rezisztenciaval rendelkebvényekben a kezelés 6nmagaban nem okozott lésyeg
valtozast, ugyanakkor a féres, a fogékony névényekhez hasonloan, itt is &ifgpezdédés
szignifikans novekedését eredményezte, csak sékkabban, mint a fogékonyakban. Teljes
rezisztencia esetében az aktivatoros kezelés skmoaetlen, sem a fafz6tt névényekben
nem okozott jeles GST felhalmozddast, viszont a s a masik két genotipushoz
hasonléan megnovekedett transzkriptum felhalmozadagrt. Osszehasonlitva a harom
kisérletbe vont napraforgd vonalban jelentkealtozasokat megallapithatd, hogy a részleges
rezisztenciaval rendelkéznévenyekben volt a legintenzivebb a GST kifégese, tovabba a
két rezisztens vonalban a f&rést kbveien azonnal étt a GST aktivitasa, mig a fogékony
novényekben ez a ndvekedés jovaldkdsjelentkezett.

PDF esetében, fogékony kapcsolatban, a csaéztitt kezeletlen napraforgokban a
fertézés utani 9. naptdl mértiink génaktivitast, amelynas szinten maradt a kisérlet végéig.
Ezzel szemben a kezelt és éefitt ndvényekben mar a 3. napon meértink transzhkript
felhalmozodast és ez a tovabbiakban meredeken edadtkegészen a 13. napig. A névekedés
mértéke mindharom induktor esetében szignifikank. weeghamarabb a BTH-val kezelt
novények érték el a maximumot, és a legmagasaBketraz INA kezelés adta. Rezisztens
novényekben az aktivatoros kezelések nem okoztakyeffes valtozast a PDF
kifejezodésében, valamint hasonléan a GST esetében tdpedzoa, mind a két rezisztencia
tipusnal hamar, mar a 3. naptdl kezdve aktivalédottefenzin gén, mig a fogékony
novényekben ez kébkbi idépontra toldédott, és alacsonyabb szinten maradt. rédas
kulonbséget talaltunk a kétféle rezisztens napgafagénkifejegadésének intenzitasaban és
idébeni lefutasdban. Mig a teljes rezisztenciaval etadt napraforgd vonalban a fénés
utdni 3. napon magasabb génaktivitast tapasztaltomit a HLI tipust ndévényekben, ez
utobbiakban az aktivitas a féres utani 13. naptol a 17. napig tovabb novekeddtljesen
rezisztens névényekben azonban nem.

A kataldz génaktivitasat tekintve azt tapasztalfunégy az aktivatoros kezelések
onmagukban nem valtoztattdk meg a génkifgjés mértékét a fogékony ndévényekben,
fertézés hatasara azonban jetenmeértéki aktivitds ndvekedést tapasztaltuk. A legmagasabb
génaktivitast a kezelt és férbtt napraforgdkban tapasztaltuk. A harom vizsgétivator
hatasa kozott nem tapasztaltunk szignifikdns kigégbt. A részleges rezisztenciaval
rendelke®d vonal esetében, a fogékony napraforgokhoz hasonlé@m tapasztaltunk
valtozast a kezelések hatasara a nenéZétt novényekben. A feizés dnmagaban viszont
ebben a genotipusban is névelte a CAT geén kibei@zet és ez a hatas mar a 0. naptol kezdve

jelentkezett. Osszehasonlitva a két napraforgo témust megallapitottuk, hogy a részlegesen
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rezisztens vonal nagyobb meérCAT aktivitassal valaszolt a féaésre, mint a fogékony. A
telies rezisztenciaval rendelkentvényekben az aktivatoros kezelések dnmagukbam ne
okoztak véltozast a gén kifej@kesében, viszont féiés hatasara megndvekedett a
génaktivitas, hasonloan azeb két genotipushoz. A kezelés és admés egylttes hatasara
tapasztaltuk itt is a legmagasabb génaktivitast. h&rom genotipust 6sszehasonlitva
megéallapitottuk, hogy a rezisztens napraforgokkatbAés hatdsara hamarabb és nagyobb
mértékben 6tt meg a katalaz gén aktivitdsa, mint a fogékonyéngekben, tovabba a
legmagasabb aktivitast a részlegesen reziszterepékben tapasztaltuk.

Annak megismeréseére, hogyPa halstediibiomassza a kezeléseket, illetve adaest
kéveten milyen mennyiségben van jelen a kilortbiezisztencidju napraforgé szdveteiben,
a mikroszképos vizsgalatok mellett molekularis disaé moédszert is alkalmaztunk. R.
halstediire specifikus géntermélPfrTEF1) felhalmozodasat csak a fogékony és a résgleg
rezisztenciaval rendelkémoévényekben vartuk és kaptuk. Fogékony naprafesgieben a
kezeletlen mintdkban szignifikAnsan nagyobb vajeatermék felhalmozdédas az aktivatorral
kezeltekhez képest, tehat a kezelések visszasrakitokorokozo terjedését a szévetekben. A
részlegesen rezisztens noveényekben joval alacsbngabkeket kaptunk B. halstedii-re
tervezett primer altal felszaporitott géntermékeknent a fogékony napraforgdékban. Mig az
elss két mintavételi idpontban nem talaltunk a kérokozo jelenlétére utatidekularis jelet,
ezt kdvebten a kezeletlen mintakban meredeken emelkedetneergéék mennyisége a 13.
napig, majd kissé visszaesett. A kezelések hatdisanea genotipusban is megmutatkozott,
hiszen az aktivatorral is kezelt névényekben keviederokozot mutattunk ki, mint a nem

kezeltekben.

4. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Megallapitottuk, hogy - Uveghazi kdrilmények kozaat BTH-hoz hasonléan az INA
€s a BABA is jelertisen mérsékli a fogékony napraforgd novényekéh aalstedii
altal kivaltott betegségtineteket (torpulés, spmmidl a szikleveleken, levélklorézis),
egyuttal visszaszoritja a novényi szovetekben aKard képletek kialakulasat. A
korokoz6 novekedésének gatlasat sikerult molelaidndszerekkel is medesiteni.

2. Az INA és BABA szantéfoldi korilmények kozott isthkonynak bizonyult a térpllés

meérseklésére, ugyanakkor a kezelés hatasdira mapraforgok tanyéeratnége.
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3. Irodalmi adatokkal ellentétbeim vitro kérilmények kdzétt mindharom induktornal
tapasztaltunk koncentraciotol fiiygporangium csirazast gatlo hatést.

4. Megallapitottuk, hogy az induktoros kezelés mindfogékony, mind a teljesen
rezisztens napraforgokban fokozta a PPO és POXitds@t, azonban a részleges
rezisztenciaval rendelkéznévényekben it elté hatas érvényesilt. Genetikailag
rezisztens napraforgdkban f&zés hatasara hamarabb és nagyobb mértékditera n
védekezéssel kapcsolatos enzimek (PPO, POX) d&ldajit mint a fogékony
novényekben.

5. Kimutattuk, hogy az induktoros kezelések Onmagukbeem okoztak jeleris
valtozast a rezisztens allapottal 6sszefliggesbdadzgének (GST, PDF, CAT)
kifejezodésében, febzés hatdsara viszonbtha napraforgé névényekben a GST, PDF
es CAT gének kifejgddése, a rezisztens nodvényekben korabban, mint a
fogékonyakban.

6. Elssként bizonyitottuk, hogy az indukalt rezisztenclédapcsolatba hozhat6 fehérje
természdt géntermékek megjelenése és aktivitasa nem a Baenagzisztencia

meértékével, hanem a szdveti nekrozisok mennyiséd@zdato osszefliggésbe.

5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Kisérleteink alapjan kivilt a napraforgo-peronoszpora ellen hatékony ngivén
aktivatorok, mas néven rezisztencia induktorok szahiszen a BTH mellett az INA és a
BABA aktivatorokkal kezelt fogékony napraforgdkbais visszaszorultak a tipikus
peronoszporas tlnetek (sporulaciépusztulas, klorézis, torpulés). Ezek az eredmérkyein
megegyeznek a BTH-nal mar korabban tapasztalt saltg8an et al. 2004). Erdemes
megemliteni, hogy BABA esetében csak a legnagyanicéntracioval (2000 mg/L) értiink el
jo eredményt, ezt a ddézist Cohen és munkatars8B)1i9 hatékonynak talaltédk kisérleteikben
a sdléperonoszporaval szemben.

Az Uveghazi koérilmények kozott hatékonynak bizonyaktivatoros kezelések és
koncentraciok szabadfoldi kérilmények kozoétt alkatwa is hasonlé eredményt adtak,
hiszen fogékony napraforgbkon gyengitették illetvisszaszoritottdk a peronoszporas
fert6zéssel jard torpulést, valamint mérsékelték a dsdkayérok kialakulasat. Szabadfoldi
viszonyok k6zott tobb szefzis sikeresen alkalmazta a BTH-t kulonbdadrokozok elleni
rezisztencia indukalasara (Bubici et al., 2006;,eChD99).
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A vizsgalt aktivatoroknak a fogekony kapcsolatraalgyolt pozitiv hataséat
mikroszkopos vizsgélataink is igazoltak. A kezeftvényekben kevesebb kdérokozd képlet
alakult ki, és az érintett szévetekben megjeleatedzisztens kapcsolatra jellednzekrozisok
is. Hasonlo szoveti reakciot valtott ki tehat aeddéz a fogekony névényben, mint amilyet a
peronoszporaval szemben genetikailag rezisztehgéneket hordoz6 napraforgé fajtaknal
lehetett tapasztalni (Mouzeyar et al., 1993). Alegesen rezisztens genotipus esetében mind
a BTH-val, mind az INA-val kezelt ndvényekben kea@s nekrdzist talaltunk a kezelt és
fertozott, mint a nem kezelt ndvényekben. Felddt a kérdés, hogy vajon a részleges
rezisztenciaval rendelk&z vonalban az aktivatoros kezelés ,gyengitette”-en@eény
rezisztencigjanak megnyilvanuldsat. Véleményinkisiza kérdésre nem a vélasz, hiszen a
rezisztencia ezekben a ndvényekben is kialakultit @m is bizonyit, hogy kevesebb
korokozot talaltunk a kezelt névények érintett stéiben, mint a kezeletlenekben.
Feltételezzik, hogy ebben a kapcsolatban masftagiam, el§sorban a nekrdzissal szorosan
Osszefug§ rezisztenciaval allunk szemben, amint azt a tefjesezisztens vonalban
tapasztalhattuk

In vitro spéracsiraztatasi kisérleteinkben megallapitothdgy bizonyos meértékig
mind a harom aktivator gatolta a rajzésporak kisdalbasat a sporangiumokbdl. A
szakirodalomban eredménytinket mégébé (Bengtsson et al., 2006; Lopez et al., 2002;
Meyer et al., 2006) és céafolé adatokat is lehetlnal(Cohen et al., 1999 Kessmann et al.,
1996). Eredményeink értékelésénél azonban figyedekeli venni, hogy ezek a vegyuletek a
gyakorlati alkalmazas soran nem kertlhetnének Ktevi@d kapcsolatba &. halstedi
sporangiumaival.

Hozzank hasonléan a BTH kezelés hatasara naprafngkialakult megnodvekedett
enzimaktivitasrol tobb szefzis beszamolt. Nandeshkumar és munkatarsai (20083ak
kezeléssel valamint féizéssel idéztek élperoxidaz és polifenoloxidaz aktivitas emelkedést
napraforgbban, mig Serrdno és munkatarsai (200Maki és peroxiddz enzimaktivitas
novekedégil szamoltak be BTH-val kezelt napraforgdk hipokositdveteiben. Utébbi
szerdk szintén a napraforgd és peronoszpoérajanak kaésolizsgaltak, azonbanigzebb
gazda — parazita kapcsolatban és csak egy mintiangipontban. A részlegesen rezisztens
genotipus vizsgalatara vonatkozéan nem taldlturatasit a szakirodalomban, igy erre a
rezisztencia mechanizmusra vonatkoz6 adataink difeltegiek, tehat a jelenség tovabbi
vizsgalata ezért is feltétlentl indokolt. Szikséghs tartjuk Kildviteni a részleges
rezisztenciat hordoz6 genotipusok korét keresvenatikai és indukalt rezisztencia egymasra

hatasaért vagy éppen egymas hatasanak csokkentieseldés faktorokat. Figyelemre mélto
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eredménynek tartjuk annak kimutatasat, hogy a zers novényekben hamarabb kezd el
novekedni és magasabb értéket ér el a két vizegalim aktivitasa, mint a fogékonyban.
Ennek az eredménylinknek részben ellentmond Hagacimunkatarsainak (2008) az arpa
lisztharmattal kapcsolatos tapasztalata. Sedlaks/amunkatarsai (2007) pedig a salata-
peronoszporaval folytatott kisérleteikben nem Wapegyértelnd valaszt arra, hogy a
fogékony vagy a rezisztens novények rendelkezne&ggobb enzimaktivitdssal a féxest
koveben.

Kisérleteinklél egyértelnien lathaté, hogy a rezisztens allapottal 0sszeBlymé
hozhaté gének kezelés hatasara tortént aktivitekedése szoros kapcsolatban all a
napraforgd védekézrendszerének hatékonyabliikiidésével. A kezelt napraforgdk ugyanis
képessé valtak arra, hogy bizonyos szinten ellanék aP. halstediitamadéasanak és ez
mind a betegségtiinetek, mind maga a korokoz0 \@ger@asaban megnyilvanult. A
hattéerben lejatszodé kedvezfolyamatokra pedig részben az enzimek, részben a
rezisztenciaval kapcsolatos gének valtozasaibdletlekdvetkeztetni. Természetesen
hangsulyozzuk, hogy a napraforgé-peronoszpoéra leseténég tavol vagyunk az indukalt
rezisztencia mechanizmusanak megéréésés kulonésen annak megvalaszolasatol, hogy
milyen modon kapcsoldédnak egymashoz, pontosabbmalhagymasra, pozitiv vagy negativ
vonatkozasban, a domindr rezisztencia gének és a kémiai termédszetzisztencia
induktorok. E két faktor bonyolult egymasra hat&sgtetik a részleges rezisztenciat mutatéd
vonal vizsgalata soran kapott eredmények is. Tavdlglgvalaszolatlan kérdés még ezeknek a
rezisztencia induktoroknak a gyakorlati alkalmaZébkiettsége a napraforgd peronoszporas
betegsége elleni védelemben. A szabadfdldi kisérkdten kapott kedvéz eredmények
biztatbak, azonban a kisérletek folytatasa sziksél§alonos figyelmet érdemelnének a
kulonbo® mertéki ellenallésaggal rendelkéznapraforgdk, beleértve az an. nem-rassz

specifikus rezisztenciat is.
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