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ELOZMENYEK, KITUZOTT CELOK

Napjainkban a mezdgazdasagi termelés egyik legfontosabb megoldandd feladata, az
id6jarasi széls6ségek okozta stressz hatdsok altal eldidézett gazdasagi veszteségek
minimalizaldsa. A vilagon mindenhol jelentkezd probléma egyik eldidézdje a klimavaltozas, a
globalis felmelegedés, melynek mértéke Magyarorszagon a globalis trendet is meghaladja. Igy az
egyenldtlen csapadékeloszlas, a jégverés okozta mechanikai sériilések, illetve a helytelen
ontozéskor, valamint sajatos talajadottsagt teriileteken jelentkezé novekedd mértéki szikesedés
kiemelt jelentdségliek.

A novényeket érd biotikus €s abiotikus stressz hatasok a novénytermesztés sikerességét
korlatozé legfontosabb tényezdk. Stressz hatasidra a ndvényi sejtek szamdra erdsen toxikus
hatdsu reaktiv oxigénformak (ROS) termelddnek. A novények képesek ezeket a molekuldkat
kiilonb6zé enzimekkel, mint a kataldz, a szuperoxid dizmutaz, a peroxidaz és a glutation S-
transzferaz (Ergun és mtsai. 2014), valamint nem enzimatikus uton (pl. aszkorbat, glutation,
tokoferolok) méregteleniteni (Ordonez és mtsai. 2014).

Az agrariumban az egyik legfontosabb kérdés, hogy hogyan lehetséges a stressz
hatasokat mérsékelni, illetve hogyan lehet a stressznek ellenallobb ndvényeket eldallitani.
Hazankban a napraforgd (vetésteriilete Magyarorszagon 2004-2013 kozott jelentdsen
novekedett, 2018-ban 628 ezer ha, a betakaritott dssztermés 2 960 ezer tonna (KSH 2019)) és a
kukorica (vetésteriilete Magyarorszagon 2018-ban 956 ezer ha, a betakaritott 6ssztermése 8 440
ezer tonna (KSH 2019)), a buza mellett a legfontosabb szantofoldi gazdasagi novénylink.
Vetésidejiik aprilisra esik, mikor a napi kozéphomérséklet szEélsdséges értékek kozott mozog és a
kiszamithatatlan csapadékeloszlas Kritikus hatassal van a ndvényallomanyra. A fiatal novény
szempontjabol kritikus idészak a majus, mikor a legérzékenyebb a ndvény €és mar a jégverés és a
talajszemcsék okozta mechanikai sériilések is gondot okozhatnak, ezzel is jelentds veszteséget
eléidézve. A hémérséklet, a szarazsag €s a mechanikai sériilések okozta stressz hatdsok mellett a
nem megfeleldl ontdzés, vagy sajatos talajadottsdgok miatt kialakulod szikesedés, so stressz
negativ hatdsa szintén neheziti az egyre nagyobb megkivant terméshozam biztositasat. A karok
elkeriilése céljabol igen fontos, hogy ezeknek a stressz hatasoknak ellenallobb novények
keriiljenek termesztésbe, melyek kialakitasaban az arbuszkularis mikorrhiza (AM) gomba oltas
segithet. Ezért vizsgaltuk meg, hogy fontos gazdasagi novénylink a kukorica, valamint a
napraforgd fejlédésének legsériilékenyebb kezdeti iddszakdban a ndvény védekezési rendszerét

miként befolyasolja az arbuszkuléris mikorrhiza gomba oltas.



A novénytermesztésben az abiotikus stressz hatdsok mellett komoly gondot okoz a
Fusariumok fert6zése altal bekovetkez6 termésmennyiség és mindség romlas. Az altaluk okozott
legnagyobb veszélyforras a masodlagos anyagcseretermékként termelt mikotoxinok, amelyek
allat- és humén-egészségiigyi veszélyekkel is jarnak.

A jol megvalasztott agrotechnikai miveletek alkalmazasa mellett, az arbuszkularis
mikorrhiza gomba oltas lehetdséget adhat az optimalis, vagy ahhoz kozeli termésmennyiség és
mindség biztositasara. A szarazfoldi novények és az AM gombéak kapcsolata az egyik
legelterjedtebb ndvény-gomba kolcsonhatas. Az AM gomba gazdandvényre gyakorolt kedvezd
hatdsai ismertek, beleértve a viz és a tdpanyagok - foként a foszfor - fokozott felvételét és a
novény biotikus és abiotikus stressz hatasokkal szembeni védelmét. Mindemellett a mikorrhiza
gomba jelenlétekor indukalt rezisztencia alakulhat ki a névényben, mely nem alland6 hanem egy
un. ,,priming” allapot segitségével, jdzmonsav koncentracio valtozasaval aktivalja a novény
védekezési rendszerét biotikus korokozokkal szemben (Minton és mtsai. 2016). Mindez
energetikai és a valaszadas gyorsasasadgnak idedlis valtozasaval igen kedvezd a novény szdmara.

A mikorrhizalt novény a stressz hatassal szembeni védekezése gyakran magasabb
antioxidans enzim szinttel és aktivitdssal parosul, ugyanakkor ezek a valtozasok, szabalyozé
mechanizmusok a ndvény korai fejlettségi allapotaban, alacsony AM koloniz4cids szinten még
nem ismertek. Emellett az AM gomba kolonizacié a névény gyokerében olyan fiziologiai és
¢lettani valtozasokat indukal, melyek hatdssal vannak a rizoszféra és a mikorrizoszféra
mikroflorajara. A gyokérvaladékok korokozokra gyakorolt hatasat mar tobben leirtak,
ugyanakkor az arbuszkularis mikorrhiza gombanak a gyokérvaladékon keresztiili befolyasolo
hatasar6l még igen keveset tudunk. Ezért egy jelentds gazdasagi veszteséget okozd korokozd
gomba (Fusarium proliferatum) novekedésére és mikotoxin termeld  képességére
gyokérvaladékon keresztiil gyakorolt AM gomba hatasanak a vizsgalatat elvégeztiik.

Mindezek alapjan a kutatomunkam célkitlizései az alabbiak voltak:

1. Hogyan befolyasolja az arbuszkularis mikorrhiza gomba kolonizdcid6 néhany abiotikus
stressz hatas (alacsony hémérsékleti, magas homérsékleti, mechanikai stressz) mértékének
csokkentésében szerepet jatszo védelmi enzim (polifenol oxidaz, peroxidaz, glutation S-

transzferaz) aktivitasat, fiatal (9, 15 és 42 napos napraforgd) novényben?

2. Arbuszkuléaris mikorrhiza gomba kolonizacié hatdsdnak vizsgdlata a novényi védelmi
enzimek (polifenol oxidaz, peroxidaz, katalaz, glutation S-transzferaz) aktivitasanak és
génexpressziodjanak nyomon kovetésével, abiotikus stressz hatasoknak (magas homérsékleti,

s6 és szarazsag stressz) Kitett 21 és 42 napos kukorica névényben.
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3. Hogyan befolyasolja a gyokérvaladékon keresztiil a mikorrhiza gomba jelenléte a Fusarium
proliferatum gomba ndvekedését in-vitro koriilmények kozott, valamint a fumonizin
termeléséert felelds gén (FUML) expresszidjat €s a stressz hatasokra adott valaszok

szabalyozasaban szerepet jatszo HOG tipusit MAP kinaz gén (HOG1) expressziojat?

ANYAG ES MODSZER

Kisérleti novények

A napraforgd (Helianthus annuus L. var. Iregi, kozépérésli, nem csavazott)
tenyészedényes Kisérletben két oltasi kezelést hoztunk 1étre. Oltéanyagként 6 mikorrhiza torzset
(Rhizophagus irregularis BEG140, Funneliformis mosseae BEG95, Claroideoglomus
etunicatum BEG92, Claroideoglomus claroideum BEG96, Rhizoglomus microaggregatum
BEG56, Funneliformis geosporum BEG199) tartalmazo készitményt hasznaltunk. A nem
mikorrhizalt névények tapkozegébe sterilezett oltdoanyag kevertiink. Alacsony (AH, 4°C), magas
hémérsékleti (MH, 38°C) és mechanikai stressz (M) kezeléseket allitottunk be, valamint
kontrollként (K) stressz hatasnak ki nem tett novényeket hasznaltunk. 9, 15 és 42 napos
novényeket vizsgaltunk. Mind kezelésben mértiik a polifenol oxidaz (PPO), peroxidaz (PER),
glutation S-transzferaz (GST) enzimaktivitasokat, valamint meghataroztuk a GST gén relativ
expresszidjat.

A Kkukorica (Zea mays L., Golda F1, jo kezdeti fejlddésii, nem csavazott, nem ismert
korokozoval szembeni rezisztencia) tenyészedényes kisérletben két oltasi kezelést hoztunk Iétre,
oltdanyagként 6 mikorrhiza torzset (Rhizophagus irregularis BEG140, Funneliformis mosseae
BEG95, Claroideoglomus etunicatum BEG92, Claroideoglomus claroideum BEG96,
Rhizoglomus microaggregatum BEG56, Funneliformis geosporum BEG199) tartalmazo
készitményt hasznaltunk. A nem mikorrhizalt noévények tdpkdzegébe sterilezett oltdanyag
kevertiink. Magas hémérsékleti (MH, 42°C), s6 (SO) és szarazsag (SZ) stresszel kezeltik a
novényeket, valamint kontrollként (K) stressz hatasnak ki nem tett novényeket hasznaltunk. 21
¢s 42 napos novényeket vizsgaltunk. Minden kezelésben mértikk a katalaz (CAT), polifenol
oxidaz (PPO), peroxidaz (PER), glutation S-transzferaz (GST) enzimaktivitasokat, valamint
meghataroztuk a CAT, PPO, PER, GST gének relativ expressziojat.

A gyokérvaladék gyljtéshez két oltasi kezelést allitottunk be kukorica (Zea mays L.,
Golda F1, jo kezdeti fejlodésii, nem csavazott, nem ismert koérokozdval szembeni rezisztencia)
novénnyel. Oltéanyagként Funneliformis mosseae (BEGI12) és a Rhizophagus irregularis

(BEG53) inokulum keverékét adagoltuk. Az oltdanyagként hasznalt arbuszkularis mikorrhiza
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gomba sporakat és micéliumokat csapda novények segitségével allitottuk eld. A nem
mikorrhizalt névények tapkozegebe sterilezett oltdbanyagot kevertiink. Az oltasi kezelések mellett
két tapelem utanpotldsi szintet is bedllitottunk. Az alacsony tapanyag-ellatottsagi szintet
kétnaponta (Alacsony tapanyag-ellatottsag, AT) 50 ml csapvizzel, mig a magas tadpanyag-
ellatottsadgi szintet (Magas tapanyag-ellatottsdg, MT) 50 ml 5x Long Ashton oldattal torténd
ontozéssel indukaltuk.
A gyokérvaladék gyijtését Da Silva Lima és mtsai. (2014) és Lioussanne és mtsai. (2009)
utmutatasanak megfeleléen végeztiik.

Meghataroztuk a novénytomeget és az AM gomba gyokérkolonizacid mértékét

(Giovannetti és Mosse 1980, Vierheilig ¢s mtsai. 1998).

Fusarium proliferatum torzs tenyésztése és vizsgalatai

Fusarium proliferatum ITEM 2287 (Institute of Sciences of Food Production, CNR, Bari,
Italy) torzset hasznaltuk. Starter micélium szuszpenziot készitettiink. 50 ml a fumonizin termelés
indukalasa érdekében nitrogén forras mentes DM tapoldatba oltottunk 10° ml™ konidiumot és 26
°C-on, 150 rpm-en, 48 6raig razattuk. A micélium szuszpenzidt szirtiik ¢s mostuk majd 50 ml j
DM tapoldatba oltottuk. A tiapoldatban 1évo tenyészeteket 5 ml (1 g friss gyokér tomegre
beallitott koncentracidban) gyokérvaladékkal kiilon-kiilon beoltottuk. Kontrollként sterilizalt
desztillalt vizzel oltott tenyészet hasznaltunk.
Fusarium proliferatum fumonizin B1 mikotoxin termelés vizsgalata soran minden kezelést, 24
oOraig és 5 napig razogépben inkubaltunk (26 °C-on, 150 rpm-en).
A telepnovekedés vizsgalat sordn a kiilonbozé kezelésekbdl szarmazo gyokérvaladékokbol,
elkiilonitve 100 pl-t szélesztettiink a téptalajokra és a lemezek kozepére 100 pl 107 darab
konidiumot tartalmazd szuszpenzidt cseppentettiink. 24 o6ra illetve 5 nap mulva ndvekedésiik

mértékeét detektaltuk. A kontroll lemezekre 100 pl sterilizalt desztillalt vizet szélesztettiink.

Genetikai és gén-expresszios vizsgalatok

A kvantitativ valos idejli, qrtPCR termékek képzddésének detektalasat Stratagene
Mx3000P QPCR rendszeren végeztiik. A napraforgon végzett kisérlet soran alkalmazott GST
génspecifikus és aktin primert, a kukorican végzett kisérlet soran katalaz (CAT), polifenol oxidaz
(PPO), gvajakol peroxidaz (PER), glutation S-transzferaz (GST) génspecifikus és a konstitutivan
expresszalodo kontrollként aktin primert, valamint a fumonizin (FUM1) és a HOGI tipusi MAP

kinaz (HOGL1) és a konstitutivan expresszalodo kontrollként hiszton H3 génspecifikus altalunk



tervezett primert hasznaltunk. A génexpressziokat a AACT modszerrel szamoltuk (Livak és

Schmittgen 2001).

Enzimaktivitas meghatarozasa

A polifenol-peroxidaz (EC 1.10.3.1) enzim aktivitasanak mérése Fehrmann és Dimond
(1967) altal modositott modszerrel, a gvajakol-peroxidaz (EC 1.11.1.7) enzim aktivitasanak
mérése Rathmell és Sequeira (1974) altal kifejlesztett modszerrel keriilt meghatarozasra. A
katalaz (EC 1.11.1.6) enzimaktivitasat Aebi (1984) modszere alapjan hataroztuk meg. A
glutation S-transzferaz (EC 2.5.1.18) enzim aktivitasanak mérése Habig és mtsai. (1974)
modszere alapjan keriilt meghatarozasra. Az 0Osszfehérje meghatarozast Bradford (1976)

modszerrel végeztiik.

Az eredmények statisztikai elemzését R statisztikai kornyezetben (R Foundation for Statistical

Computing, Bécs, Ausztria) végeztiik.

EREDMENYEK

Gyokérkolonizacio és novénynovekedés

A sterilizalt oltdéanyaggal kezelt novényeknél (-AM) nem, a mikorrhizalt (+AM)
kezeléseknél azonban jelentés mértékli gyokérkolonizacidé volt megfigyelhetd, mely az ido
elérehaladtaval szignifikdns mértékii novekedést is mutatott. A napraforgd tenyészedényes
vizsgalat soran nem volt szignifikans kiilonbség a novények (mikorrhizalt és nem mikorrhizalt)
tomegében. A kukorica tenyészedényes vizsgalatban 21 nappal az oltast kovetéen a legmagasabb
kolonizacids szintet a szarazsadg stressz soran mértiink. A 21 napos mikorrhizalt, kontroll
novényeknél mértiink nagyobb biomassza tomeget. A stressz kezelések koziil a mikorrhizalt
novényekben csak nedves hajtds és szdraz gyokér tomegekben mértiink eltérést a magas
homérseklet stressz hatasdra. 42 napos inkubacidt kovetéen a mikorrhiza ndvénytomegre
gyakorolt hatdsa mar jobban kirajzolodott. A szarazsag stresszel kezelt ndvények nedves hajtas
tomege kivételével a mikorrhizalt novény hajtds nedves, szaraz és gyokér nedves, szdraz
tomegében magasabb értéket mértiink.

A hat hetes inkubacidt kovetden a gyokérvaladék gytijtéshez beallitott az alacsony tapanyag-
ellatottsagi  szinten nevelt kukorica novény gyokereiben szignifikdnsan magasabb
gyokérkolonizaciot mértlink a magas tdpanyag-ellatottsagi koriilmények kozott inkubalt kukorica

gyokérkolonizacidjahoz képest. Az alacsony tidpanyag-ellatottsdgi szinten nevelt ndvények



nedves hajtds tOmegében az arbuszkularis mikorrhiza gomba oltds szignifikdnsan nagyobb
tomeget eredményezett. Ugyanakkor a magas tapanyag-ellatottsagi szinten inkubalt novények
(mikorrhizalt és nem mikorrhizalt) nedves hajtas tomegében nem volt megfigyelhetd kiillonbség.
Az alacsony tdpanyag-ellatottsagi szinten inkubalt mikorrhizalt ndvények nedves gyokér tomege
szignifikdnsan nagyobb a magas tdpanyag-ellatottsdgi szinten nevelt ndvények tomegéhez

viszonyitva.

Polifenol oxidaz enzimaktivitas és génexpresszio

A legfiatalabb, 9 napos napraforgd ndévény hajtasiba mért polifenol oxidaz enzim
aktivitasaban csak a mechanikai sériilés okozott szignifikans novekedést. A két hetes ndvényben
a mikorrhiza oltds nem eredményezett szignifikdns eltérést a PPO enzim aktivitasaban,
ugyanakkor a kiilonb6z6 stressz hatasok megemelték a nem mikorrhizalt novény
enzimaktivitasat. A hat hetes novényt ért stressz hatasok koziil csak a magas hémérsékleti stressz
idézett el6 szignifikans kiilonbséget a mikorrhizalt és nem mikorrhizalt ndvény kozott.

21 napot kovetden a szarazsag idézett eld a +AM kukorica ndvényben magasabb PPO
enzimaktivitast és génexpressziot —AM ¢€s a kontroll névényhez képest. 42 napot kdvetden az
AM oltas az enzimaktivitasban és a PPO gén expresszidjaban kiilonbséget idézett el so- és a
magas homérsékleti stressz soran. A 21 napos ndvényekkel ellentétben a szarazsag a —AM
novényben idézett eld megndvekedett enzimaktivitas és PPO gén expresszidt a 42 napos

ndvényben.
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Polifenol oxidaz (PPO) enzimaktivitas és PPO gén relativ expressziéjanak alakuldsa 21 és
42 napos kukorica névényekben
-AM — nem mikorrhizalt nvény, +AM — mikorrhizalt ngvény; K — kontroll, SO — s6 stressz, MH — magas
homérsékleti stressz, SZ — szarazsag stressz. A kisbetiik a kapott értékek kozti szignifikancia (p < 0.05) viszonyokat
szemléltetik.



Peroxidaz enzimaktivitas és génexpresszio

A peroxidaz enzimaktivitas a 9 napos +AM kontroll névényben novekedett, amely
kiilonbség a 15 és 42 napos korban mar nem jelentkezett. 9 napos novényekben csak mechanikai
sériilés okozott novekedést a —AM ndvényben. A mikorrhiza oltds nem eredményezett eltérést a
PER enzimaktivitisban a 15 napos ndvényben. 42 napot kovetden a magas homérsékleti és a

mechanikai stressz idézett el6 ndvekedést a mikorrhizalt novény peroxidaz enzimaktivitasaban.
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Peroxidaz (PER) enzimaktivitas 9, 15 és 42 napos napraforgoé novényekben
-AM — nem mikorrhizalt novény, +AM — mikorrhizalt novény; K — kontroll, AH — alacsony hémérsékleti stressz,
MH — magas hémérsékleti stressz, M — mechanikai stressz. A kisbetlik a kapott értékek kozti szignifikancia
(p < 0.05) viszonyokat szemléltetik.

A 21 napos kukorica névényekben a szdrazsdg a —AM novényben, a so- és a hdmérsékleti
stressz a +AM ndvényekben eredményezett magasabb peroxidaz enzimaktivitast. A 42 napos
novényben mar a magas homérseklet és szdrazsag stressz sordn is megvaltozott a tendencia az
enzimaktivitasban. A so stressz a +AM ndvényben indukalt magasabb enzimaktivitast, de a

génexpresszioban ez nem mutatkozott meg.

Katalaz enzimaktivitas és génexpresszio

A 21 napos kukorica ndvényekben a kezelések szignifikdnsan magasabb katalaz
enzimaktivitast idéztek el a —AM ndvényben a +AM és a kontroll névényhez képest. A 42
napos kukorica novényben a so- és a magas hdmérsékleti stressz soran a tendencia megvaltozott,
a +tAM ndvényben volt magasabb az enzimaktivitds. A szdrazsag a —AM ndvényben
eredményezett megnovekedett enzimaktivitast és CAT gén expressziot, amely ellentétes a 42

napos novényben a peroxidaz enzimaktivitassal és génexpresszioval.
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Katalaz enzimaktivitas és CAT gén relativ expressziéjanak alakulasa 21 és 42 napos

kukorica novényekben
-AM — nem mikorrhizalt n6vény, +AM — mikorrhizalt névény; K — kontroll, SO — s6 stressz, MH — magas
hémérsékleti stressz, SZ — szarazsag stressz. A kisbetiik a kapott értékek kozti szignifikancia (p < 0.05) viszonyokat
szemléltetik.

Glutation S-transzferaz enzimaktivitas és génexpresszio

A glutation S-transzferaz enzimaktivitisiban ¢és génexpresszidjaban a magas
hémérsékleti stressz indukalt novekedést a 15 napos, €s a 42 napos +AM napraforgd novényben,

a kontrollhoz és a -AM novényhez képest is.

15 nap |2 15 nap
o AM

i W AM
e AM

AM

=
genexpresszid

K AH MH M K AH MH M

W AM
AM

AM
AM

Glutation S-transzferiz génexpresszio

K AH MH M K AH MH M

Glutation S-transzferaz (GST) enzimaktivitas és GST gén relativ expressziéjanak alakulasa

15 és 42 napos napraforgé novényekben
-AM — nem mikorrhizalt névény, +AM — mikorrhizalt novény; K — kontroll, AH — alacsony hémérsékleti stressz,
MH — magas hdmérsékleti stressz, M — mechanikai stressz. A kisbetiik a kapott értékek kozti szignifikancia (p <
0.05) viszonyokat szemléltetik.

A 21 napos, -AM kukorica névény GST enzimaktivitdsaban és génexpresszidjaban a so
stressz 1dézett elé novekedést, a 42 napos ndvényben a sO stressz altal eldidézett kiilonbség
eltlint, ugyanakkor az enzimaktivitds a kontrollhoz képest novekedett. A 42 napos, +AM
kukorica ndvényben a magas hdmérsékleti kezelés idézett elé szignifikdnsan magasabb

enzimaktivitas és GST gén expressziot a nem mikorrhizalt és kontroll névényhez képest is.
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Fusarium proliferatum novekedés

Az 1 napos inkubdcidt kovetden egyedill a nem mikorrhizalt, alacsony tdpanyag-
ellatottsagi szinten inkubalt ndovények gyokérvaladékaval kezelt Fusarium proliferatum
telepatmérdjében mutatkozott szignifikdns kiilonbség. 5 napos inkubaciét kovetéen a
telepatmérdk nagyobbak voltak a korabbi mérési idéponthoz képest, azonban a tdpanyag-
ellatottsagi szinttél (alacsony ¢és magas) és a mikorrhiza oltastél (mikorrhizalt €s nem

mikorrhizalt) fiiggetleniil kiilonbség nem mutatkozott.

FUM1 génexpresszio

1 napos inkubaciot kdvetéen az AT novény gyokérvaladéka az oltastol fiiggetleniil nem
eredményezett kiillonbséget. +AM MT ndévény magasabb génexpressziot idézett el6. +AM MT
novény magasabb génexpressziot idézett elé a +AM AT novényhez, mig a —~AM AT emelkedett
FUML1 génexpressziot eredményezett a —AM MT novény gyokérvaladékahoz képest.

5 napos inkubaciot kovetéen —~AM AT, valamint —~AM MT novény gyokérvaladéka
magasabb génexpressziot idézett eld. A mikorrhiza oltds csokkentette a FUM1 gén expresszidjat
a novények tapanyag-ellatottsagi szintjét6l fliggetleniil, ugyanakkor a +AM AT emelkedett
FUM1 génexpressziot eredményezett a —~AM MT novényhez képest.

1 nap S nap
| AM 2 W AM

L2 AM < AM

. c
b
08 { b I
- I
04 1
021 a
Al M1

FUM1 gén relativ expresszidjanak alakulasa 1 és 5 napos inkubaciot kovetéen
-AM — nem mikorrhizalt ndvény, +AM — mikorrhizalt novény; AT — alacsony tapanyag-ellatottsag, MT — magas
tapanyag-ellatottsag. A kisbetiik a kapott értékek kozti szignifikancia (P < 0.05) viszonyokat szemléltetik.

FUMI génexpresszio (AACt
FUMI génexpresszio (AACH

Al MIT

HOG1 génexpresszio

1 napos inkubaciot kovetden az AT ndvény gyokérvaladéka az oltastol fiiggetleniil nem
eredményezett kiilonbséget. A +AM MT ndévény magasabb génexpressziot idézett eld, mig a -
AM AT is emelkedett HOG1 génexpressziot eredményezett a —~AM MT névényhez képest.

5 napos inkubaciét kovetéen a +AM AT novény gyokérvaladéka csokkentette a HOG1
gén expressziot a —AM AT novényhez képest. A MT novény gyokérvaladéka az oltastol
fiiggetleniil nem eredményezett kiilonbséget, mindamellett a —~AM AT emelkedett HOG1

génexpressziot eredményezett a —AM MT novényhez képest.

11



1 nap S nap

mAM 06 mAM
1
2 b
1 o b [
008 1 -
0,06 |
004 4 a
02 | I
ol | |
AT MT

HOGL1 gén relativ expresszidjanak alakulasa 1 és 5 napos inkubaciét kovetéen
-AM — nem mikorrhizalt n6vény, +AM — mikorrhizalt n6vény; AT — alacsony tapanyag-ellatottsag, MT — magas
tapanyag-ellatottsag. A kisbetlik a kapott értékek kozti szignifikancia (P < 0.05) viszonyokat szemléltetik.

HOGT génexpresszid (AACY)
HOGT genexpresszo (AACT)

Al MT

Uj tudomanyos eredmények
1. A vizsgalt enzimaktivitasok (PPO, PER, GST), valamint GST gén expresszioja jelentOs

eltérést mutattak a novény kora (9, 15 és 42 nap) illetve stressz hatdsok tipusaitol fliggden.

2. A mikorrhiza gomba torzsek jelenléte novelte a 9 napos napraforgd hajtasanak peroxidaz
enzim aktivitdsat a nem mikorrhizalt novényhez képest, mely kiilonbség a 15. és 42. napon
mar nem jelentkezett. A valtozast a mikorrhiza gomba kezdeti koérokozoként torténd

érzékelése, majd szimbiotikus allapotba torténd atmenete okozza.

3. A hat mikorrhiza gomba torzset tartalmazo oltéanyaggal kolonizalt és nem mikorrhizalt
novények (kukorica, napraforgd) vizsgalt védelmi enzimjeiben (PPO, CAT, GST) és
génexpressziojaban (PPO, CAT, GST) mért legnagyobb kiilonbség a magas hémérsékleti
stressz hatasakor jelentkezett. A mikorrhizalt novények hé stresszre megemelkedett
enzimaktivitasa és génexpresszidja részt vesz a reaktiv oxigénformak elimindldsaban mely
igy hatékonyabban zajlik a kolonizalt névényben egy mar erdteljes szimbiozis kialakitasa

utan.

4. Elsoként kozoltiink adatokat mikorrhiza oltas, homérsékleti, valamint mechanikai stressz
egylittes jelenléte altal eldidézett glutation S-transzferaz génexpresszid és enzimaktivitas
valtozasrol. A GST enzimaktivitisa és expresszidjanak a valtozdsa azonos tendenciat
kovetett, legnagyobb hatast a mikorrhiza és magas hdmérsékleti stressz egyiittes jelenlétekor

eloidézve.

5. A két mikorrhiza gomba torzzsel (Funneliformis mosseae, Rhizophagus irregularis)
egyiittesen  kolonizalt novények gyokérvaladéka a nem mikorrhizalt, alacsony
tapanyagszinten nevelt novények valadékahoz képest szignifikans mértékii csokkenést
idéztek el6 a Fusarium proliferatum novekedésében szilard taptalajon, in vitro koriilmények

kozott, 24 ora inkubacid utan.
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6. A fumonizin FUM1 gén expresszidjanak mértéke 5 napos inkubaciét koveten csokkent a
két mikorrhiza gomba toérzzsel (Funneliformis mosseae, Rhizophagus irregularis) kolonizalt,
alacsony és magas tdpanyagszinten nevelt novény gyokérvaladéka jelenlétében a nem

mikorrhizalt ndvény gyokérvaladékanak hatasdhoz képest.

7. Az alacsony tapanyagszinten nevelt, két mikorrhiza gomba térzzsel (Funneliformis mosseae,
Rhizophagus irregularis) nagyobb mértékben kolonizalt kukorica gyokérvaladéka
erbteljesebb csokkenést eredményezett a FUMI1 génexpresszidban, a magasabb
tapanyagszinten nevelt mikorrhizalt kukorica gyokérvaladékahoz képest, 5 napos inkubaciot

kovetben.

8. Az alacsony tapanyagszinten nevelt, két mikorrhiza gomba torzzsel (Funneliformis mosseae,
Rhizophagus irregularis) kolonizalt novény gyokérvaladékanak hatasara, 5 napos inkubaciot
kovetden a MAP kinaz (HOG1) gén kisebb mértékii expressziot mutatott a nem mikorrhizalt

noveény gyokérvaladékanak hatasadhoz képest.

KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Az AM gomba gazdandvényre gyakorolt kedvezd hatédsait, beleértve a viz és a
tapanyagok - foként a foszfor - fokozott felvételét és az idosebb ndvény biotikus és abiotikus
stressz hatasokkal szembeni védelmét mar tobben vizsgaltak. Az eredmények aldtdmasztjdk a
mikorrhiza gombanak a novények stressztliré képességet fokozo hatasat (Lenoir és mtsai. 2016),
valamint a gazdandvény emelt antioxidans szintjének szerepét ebben, ugyanakkor a
legérzékenyebb koru fiatal novényekkel torténd vizsgalatok igen hianyosak.

Ezért valasztottuk két jelentds gazdasagi novényiink, a napraforgod és kukorica kelése,
illetve fejlodésének kezdeti idoszakaban leggyakoribb stressz hatdsok (szarazsag, mechanikai, s6
¢s homérsékleti stressz) altal eldidézett valtozasok enzimmérésekkel és génexpresszids
vizsgalatokkal torténd nyomon kovetését, minden kezeléshez AM gomba oltést is parositva.

A napraforgoval beallitott kisérletiinkben nem tapasztaltunk a mikorrhiza oltas hatasara
szignifikans kiilonbséget a ndvény szaraz-nedves tomegében, még hat héttel az oltast kdvetden
sem. Mindez valdszintileg a kozeg kozel optimdlis foszfortartalmanak tulajdonithato, mellyel
biztositani kivantuk a mikorrhizdnak nem els6dlegesen a tapelem fokozason alapuld hatdsainak
vizsgalatat. Mindemellett ismert, hogy a hosszabb ideig tartd szarazsag és a so stressz csokkenti
a levelek szdmat, méretét a talaj vizpotencidljanak csokkentésével, valamint csokkenti a
novények biomassza mennyiségét (Zhao és mtsai. 2015), amelyet mi is tapasztaltunk a kontroll

novényekhez képest 21 és 42 napos kukorica novényekben. A vizsgalt periodusban (21 és 42
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nap) a mikorrhiza oltas novényi novekedést elésegitd, vagyis a stressz hatast tompitd szerepét
mérsékelten tapasztaltuk allandé stressz mellett. A kontroll illetve nem folyamatos stresszben €16
novények (magas hdmérsékleti stressz) mutattak csak a nagyobb mértékii mikorrhiza fliggdséget,
amelyek a gyokérkolonizacid eredményeivel is Osszhangban vannak. Emellett a ndvényeket
folyamatosan érd stresszek nem csak a biomassza csokkenésében, hanem az abiotikus stressz
hatasokkal szemben szerepet jatszo kivalasztott enzimek és gének expressziojanak valtozasaban
is nyomon kdvethetd volt. Eredményeink megerdsitik azokat az irodalmi utalasokat (Lone és
mtsai. 2018), melyek a stressz enzimek valtozasanak vizsgalatai alapjan a fiatal novények
érzékenységét mutatjak be.

Ismert, hogy obligat biotrof gombaként az AM a ndvény asszimildtumainak kozel 5-22 %
is igénybe veszi (Wright és mtsai. 1998), mely jelentés energetikai veszteséget jelent, kiilondsen
a novény fejlédésének kezdeti allapotaban. Ezért nem meglepd, hogy az allando stressz olyan
mértékll valtozdsokat indukal a mikorrhizalt névényben, hogy azt még nem képes ndvekedés
tobblettel kompenzalni a mikorrhiza gomba. A s illetve szarazsdg stresszel vizsgalt
novényekben a mikorrhiza altal nytjtott stressz-tompité hatas inkabb fejlettebb korban
biztositott, ugyanakkor szerepiik itt sem elhanyagolando6.

A 9 napos novény gyoOkerében csak appresszorium, illetve kezdeti internalis hifak,
externdlis hifak és csirdzo spordk voltak megfigyelhetéek. A gyokérkolonizacidé mértéke az id6
elérehaladtaval nétt. fgy a 42 napos mikorrhizalt novények gydkereiben mar minden, az
arbuszkularis mikorrhiza gombakra jellemz6 képlet megtalalhato volt. Emellett a legnagyobb
mértékili kolonizacidt a szarazsag stressz idézte eld, mivel a ndvény igy igyekszik potolni a
vizhidnyt (Pagano 2014) illetve a tapelemfelvételen keresztill a ndvényi asszimildtumok
novelését. Az allando s6 stressz kolonizacidra gyakorolt negativ hatdsat is tobben kimutattdk
(Hashem és mtsai. 2018), melyet mi is megerdsitettiink. Igaz, hogy ezekben a munkakban, az
altalunk alkalmazott hat AM gomba torzset tartalmazd oltdéanyaggal szemben csak két
(Rhizophagus irregularis és Funneliformis mosseae) illetve harom AM gomba fajjal torténtek a
vizsgalatok (Claroideoglomus etunicatum, Rhizophagus intraradices és Funneliformis mosseae).

A novények egyik legkorabbi valasza a kiilonb6zd stressz hatasokra a reaktiv
oxigénformak gyors felhalmozodasa, amely molekuldkat a vizsgalt enzimekkel és nem
enzimatikus uton a novény képes semlegesiteni (Zenda és mtsai. 2018). A ROS nem csak a
novényi sejtekre, hanem az AM gombadra is toxikus, ezért annak semlegesitése mindkét fél
szamara elengedhetetleniil sziikséges.

A csirazast kovetd két héten beliil az alkalmazott abiotikus stressz hatasok mellett az AM

gomba jelenléte szintén stressz tényezOt jelent a fiatal novény szdmara. A 9 napos, stressz
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mentes kornyezetben (kontroll) a mikorrhizalt n6vény magasabb peroxidaz aktivitdsa arra utal,
hogy a mikorrhiza jelenléte a gazdandvényben stressz hatasként jelenik meg, melyre a
megnovekedett stressz enzim aktivitasa is utal. Hasonld eredményeket kapott Spanu és
Bonfante-Fasolo (1988) is 16 napos hagymanal. Mindez nem meglepd, mivel a kolonizacid
kezdeti fazisdban a mikorrhiza gombéat a ndvény gyakran biotr6f kérokozoként érzékeli (Pozo és
Azcon-Aguilar 2007). Habar nem mértiik, de tébb irodalmi utalast talalunk arra vonatkozodan,
hogy a ndovényi hormonok mennyiségének ¢és mindségének valtoztatasaval hogyan jut el
kapcsolatrendszer a patogénként valo érzékelést6l egy stabil szimbionta kapcsolatig (Pozo és
mtsai. 2015). Erre utal a kolonizaci6 eldre haladtaval, a monomerek, a dimerek és a fenoxi-
szabad gyokok eldallitasaban és a hidrogén-peroxid karos felhalmozodasanak szabalyozasdban
szerepet jatszo peroxidaz enzim aktivitasban mért kiilonbségek megsziinése a 15 illetve 42 napos
napraforgd ndvényeknél, illetve az 58 %-os kolonizécios szint elérése.

A stressz hatasok kovetkeztében éltalaban fellépd peroxidaz enzimaktivitas novekedését a
kontrollhoz képest meglepé modon mi csak a nem mikorrhizalt novényeknél, illetve a mar 50 %-
0s kolonizacios szintet meghaladd kezelésnél mechanikai és magas homérsékleti stressz hatasara
tapasztaltunk. A mikorrhizalt névény megnovekedett enzimaktivitassal készen all a stressz
hatasok eliminasara a peroxidaz mellett a polifenol oxidaz illetve a glutation S-transzferaz
szintjének emelésével. A mikorrhizalt n6vény hdvel szemben mutatott tolerancidjat mar leirtdk
(Maya ¢és Matsubara 2013), de arra vonatkoz6 adatot, hogy erre a névény fejlédésének mely
stadiumatol képes, még nem talaltunk.

A 9 napos, 24 %-0s Kkolonizacidés szintet mutatdé ndvényt ért stressz hatasok
kovetkeztében csokkent a peroxiddz enzimaktivitdsit a nem mikorrhizalt ndvényhez képest,
mely valoszinii, hogy a ndvény energetikai viszonyai alapjan alakult igy. Ebben a korai fejlodési
szakaszban kevés a fotoszintetizalo feliilet, az asszimildtumok mennyisége, melyek mind a
gomba és novény fejlodését illetve a stressz hatds csokkentésében résztvevd enzimek
szintézis¢hez sziikséges energiat kell, hogy fedezze. Ezért a ndvény mérlegel, Osszetett
halézatban miikodnek a védekezésben szerepet jatszo enzimek, ezért nem feltétleniil emeli meg
az antioxidans, jelen esetben a peroxidaz szintet ebben a fiatal korban. Amikor mar tobb
asszimilatum van, ndvelheti ennek a mennyiségét és a novényi fejlodés gatlasat nem fogja ezzel
eldidézni. Az iddsebb, 6 hetes korban az enzimaktivitdsdban nodvekedést tapasztaltunk a
mikorrhizalt névényekben, amely a novény oldalarél mar egy kiegyenstlyozottabb energia
gazdalkodast jelez. A mikorrhizalt novény abiotikus stressz hatasokra megnovekedett peroxidaz

szintjérél mar tobben beszamoltak, modellként 7 hetes kukorica névényt (Zhu és mtsai. 2010)
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vagy 28 napos angolperjét (Lee és mtsai. 2012) alkalmazva, napraforgéra vonatkozo, és ilyen
korai fejlédési allapotban (9 napos) 1évo novényen végzett kisérletek azonban hidnyoznak.

Az antioxidans enzimek Osszehangolt miikodési biztositia a ROS semlegesitést. Igy a
peroxidaz enzim mellett a sejtmembrant, DNS-t, RNS-t és fehérjéket karositdé hidrogén-peroxid
karos felhalmozddasanak szabalyozasaban részt vevé katalaz enzim (Estrada és mtsai. 2013)
valtozasat is nyomon kell kovetni. A kataldz és a peroxidaz enzim mind a két vizsgalati
idépontban (21 és 42 nap) jelentdés mértékii ndvekedést mutatott a nem mikorrhizalt, kontroll
novényekhez képest. A so stressz hatdsa a 21 napos, oltott novények kataldz enzimaktivitdsdban
és génexpresszioban nem, csak a peroxiddz aktivitdsdban eredményezett novekedést, amely
Osszefligghet a fiatal novény energia gazdalkodasaval és a két enzim novényi védekezési
rendszerben bet6ltott hasonld szerepével. Eredmények megegyeznek Estrada és mtsai. (2013)
kukorica allomanyban végzett vizsgalati eredményeivel. Az arbuszkularis mikorrhiza oltas és
stressz egyiittes jelenléte sordn eltéré mértékli enzimaktivitds ndvekedést (szuperoxid dizmutdz,
katalaz, peroxidaz) figyeltek meg 10 hetes bab ndvényben (Lambais és mtsai. 2003) és 16 napos
napraforgd névényben (Vangelisti és mtsai. 2018).

A glutation S-transzferaz enzim kulcsszerepet jatszik az oxidativ stressz soran keletkezo
metabolit termékek inaktivacidjaban, ennek ellenére nem talalunk adatokat a mikorrhizalt
novények stressz hatasara bekodvetkezd valtozasair6l. Vangelisti és mtsai. munkdjat (2018)
tudjuk csak megemliteni, aki 16 napos napraforgé novény és AM gomba kolcsonhatést vizsgalt,
kontroll, stressz nélkiili koriilményeket biztositva. A kiilonb6zd, alkalmazott stressz hatdsokra a
GST meglepd moédon a ndvény korai stadiuméaban alacsonyabb enzimaktivitast és génexpressziot
mutatott a kontroll mikorrhizalt ndvényhez képest, mely koziil csak kukoricdban a szarazsag,
napraforgoban a magas hdmérséklet okozta stressz volt kivétel.

Az altalunk is tapasztalt sO stressz hatasara megnovekedett PPO enzim szintrél mar
korabban beszdmoltak (Kaya ¢és mtsai. 2013), mely toliink eltérden hdmérsékleti stressz hatasara
is fokozddott. Mindez a PS II hatékonysag a szintézis serkentésével (Tang és mtsai. 2009),
valamint fokozott vizfelvétellel, ozmotikus potencidl valtozassal illetve megemelt N és a Mg
felvétellel (Talaat és Shawky 2014) magyarazhatd. Az alacsony hémérséklet altal eléidézett ROS
eliminalasaban is nem csak a fokozott antioxidians enzimaktivitas, hanem az ozmolitok
felhalmozodasa, a fotoszintézisben €s a masodlagos anyagcserében bekdvetkezd valtozasok is
szerepet jatszanak.

Eredményeink meger6sitik, hogy az abiotikus stressz hatasokra az Osszetett halozatban

mikodé novényi védekezési enzimek aktivitasaban torténd valtozasokat a novények kora
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befolyasolja és nem tekinthetok az AM gomba oltas kizardlagos hatasanak, viszont kulcsszerepet
jatszik benne.

Az arbuszkularis mikorrhiza gombak kedvezd hatasai kozott szerepel a korokozokkal
szembeni, a fert6zés mértékének csdkkentésében betdltott szerepe. Az arbuszkularis mikorrhiza
gombdk a kolonizdcid sordn a mikorrhiza indukalt rezisztencia révén élénkitik a novény
védekezési rendszerét (Minton és mtsai. 2016). Az AM gomba a kolonizacid soran a ndvény
gyOkerében ¢lettani valtozasokat indukal, amely hatassal lehet a gyokérvaladékok Osszetételére
(Lioussanne és mtsai. 2009), a rizoszféra és a mikorrizoszféra mikroflorajara. Az AM gombak
fonalas gombak novekedésére gyakorolt gatld hatasat mar tobb alkalommal megfigyelték (Wang
¢és mtsai. 2018).

A gyokérvaladékok és ezen keresztiil az arbuszkularis mikorrhiza gomba hatasat a
Fusarium proliferatum telepnovekedésére és fumonizin termelésére nem vizsgaltak. Ezért
vizsgaltuk két tdpanyag-ellatottsagi szinten nevelt kukorica névény gyokérvaladékanak hatdsat,
minden kezeléshez AM gomba oltést is parositva.

Az AM gomba kolonizacio a gyokérvaladékokon keresztiil nem volt befolyasold hatassal
a telepnovekedésre. Korabban Ismail és mtsai. (2011) és Filion és mtsai. (1999) is ettdl eltérd
hatast figyelt meg. A Rhizophagus irregularis gatlo hatasat a Fusarium sambucinum
novekedésére ¢és a R. intraradices gatlo hatasat a F. oxysporum konidium csirazasara is
tapasztaltdk. Ugyanakkor vizsgalatukat a mi kisérletiinktol eltéréen Daucus carota gyokerén
fenntartott ,,steril” AM gomba torzzsel végezték. Mindemellett bizonyitottak, hogy a mikorrhiza
kolonizaci6 kezdeti fazisaban a gyokérvaladék kedvezden hat a patogén Phytopthora nicotianae
zoospoéra csirazasara, azonban egy kialakult, stabil mikorrhiza — gomba ndvény kapcsolat soran
mar gatlo hatast fejt ki (Lioussanne és mtsai. 2008).

Vizsgalatunkat tenyészedénybdl szadrmazdé ndvények gyokérvaladékaval végeztik,
melyben a tenyészedényben az AM gomba mellett mas mikroszervezetek is jelen voltak. A
telepnovekedést befolyasolhatta, hogy PDA taptalajon végeztiik kisérletiinket - amely biztositja a
novekedéshez sziikséges tapanyagokat - és az AM gomba Kolonizacidjanak hatasa sem
érvényesiilt annak ellenére, hogy a gyokérvaladék nyeréséhez alacsony- és magas tapanyag-
ellatottsagi szinten nevelt novényekkel beallitott kisérletben mind a névénytomeg (Frater és
mtsai. 2018), mind a kolonizaci6 mértéke igazolta a korabbi eredményeket, amelyek szerint a
novények az AM gomba kolonizaci6 kedvezd hatasaitdl vald fliggése alacsony tapanyag-
ellatottsag mellett magasabb, mint kedvezdbb tapanyag-ellatottsaghi koriilmények mellett.
Kizarolag a 24 6ras inkubécidt kovetden az alacsony tapanyag-ellatottsagi szinten nevelt, nem

mikorrhizalt novények gyokérvaladékaval vald kezelés sordn volt szignifikansan nagyobb a
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Fusarium proliferatum telepnovekedése, amely eltérés az 5 napos inkubaciot kdvetden mar nem
jelentkezett. A kordbbi vizsgalatokkal ellentétes eredmény valdszinlileg az eltérd moddon
beallitott kisérletre, a vizsgalt torzsekre, valamint a gyokérvaladék hatasanak rovidebb ideig tartd
vizsgalatara is visszavezethetd. Vizsgalatunk nem kizardlag a telepndvekedésre gyakorolt
hatasra, hanem a fumonizin termeld képességre is kiterjedt.

Eredményeink els6ként ismertették, hogy a mikorrhizalt névény gyokérvaladéka 5 napos
inkubaciot kovetden szignifikansan csokkentette a fumonizin termeld képességet, amely hatés
nagyobb volt az alacsony tapanyag-ellatottsagi szinten nevelt ndovények gyokérvaladékanak
alkalmazéasakor. A mikorrhizalt és nem-mikorrhizalt kukorica ndvények gyokérvaladékai a
FUM1 gén expressziojaval megegyezéen befolyasoltak a HOGL1 gén expresszidjat, valamint
megfigyeltiik, hogy az alacsony tdpanyag-ellatottsdg mind a két vizsgalt idépontban stressz
tényezOként hatott. A megnovekedett FUM1 és HOG1 gén kifejez0dését nitrogén-hidnyos
koriilmények kozott mar részletesen dokumentaltdk (Kohut és  mtsai. 2009), de
gyokérvaladékokon keresztiil a mikorrhiza kolonizaci6 hatasara bekovetkezd valtozasokat eddig
még nem vizsgaltak. A Fusarium proliferatum fumonizin termelését biotikus és abiotikus
tényezOk széles kore, mint a vizkapacitas (Ferrochio és mtsai. 2014), kiilonb6zé novényi
kivonatok (Gorna és mtsai. 2016), a hdmérséklet (Cendoya és mtsai. 2018) és a szénforrasok
hozzaférhetdsége (Jian és mtsai. 2019) is befolyasolja. A fumonizin termelésrdl ismert, hogy a
FUML1 gén katalizalja a poliketid bioszintézisét acetil-CoA-bol, malonil-CoA-bdl és metionin
molekulakbdl (Proctor és mtsai. 1999), amelybdl a fumonizin is képzddik. A HOG tipusi MAP
kindz utvonal pedig, egy konzervalt rendszeren keresztiil az ozmotikus stresszhatasokra adott
valaszok szabalyozasidban, mind a ndvények, mind a gombak szamara a stressz érzékelés
jelatviteli utakban, a gazdaszervezet éldhelye okozta negativ hatasok kivédésében €s a gomba
sejtekben indukalt reaktiv oxigénformdak felhalmozodésa altal a gazdaszervezet védekezési
rendszerében okozott stressz kivédésében jatszanak fontos szerepet (Jiang és mtsai. 2018).
Vizsgalatunkban ugyanakkor a rovid, 24 6ras inkubacidt kovetden a HOG1 génexpresszio a
magas tapanyag-ellatottsagi szinten nevelt, mikorrhizalt novények gyokérvaladékdnak hatisara
volt nagyobb szintii. Ennek oka lehet, hogy a Fusarium proliferatum stressz faktorként érzékeli a
gyokérvaladékot, amint azt Zheng és mtsai. (2012) a MAP kindz (HOG1) génexpresszio
vizsgalatanak kapcsan is leirta.

Az AM gombaval kolonizalt novény gyokérvaladékanak korokozokra gyakorolt
hatdsanak tanulmanyozéasa jelentdés eredményeket hozhat 0 mezdgazdasagi technologidk
kifejlesztésében, mellyek felhasznalhatéak a gazdasagi termékiesést okozd Fusariumok

kartételének csokkentésében, valamint a mikotoxin termelés visszaszoritasaban.
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