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1. Bevezetés és célkituizés

Az agrarium szédmos kihivassal szembesiil napjainkban, amelyek kozott szerepelnek a
kornyezeti stresszhatasok, éghajlatvaltozas, vizhiany, talajszennyezés €s egyéb kornyezeti és
természeti tényezok. Ezek a kihivéasok jelentds hatassal lehetnek a novények novekedésére és
terméshozamara.

A napjainkban az egyre extrémebb id6jarasi események, mint a héhullamok, az aszaly vagy
éppen a heves esdzések folyamatos kihivasok elé allitjadk a mezdgazdasagot. Néhany ndvényfaj
viszont képes alkalmazkodni ezekhez a szélséséges éghajlatvaltozasokhoz. Példaul, genetikai
valtozatossag €s hibridizacio révén kifejleszthetok olyan fajtak, amelyek ellenallobbak az extrém
1ddjarasi viszonyokkal szemben. Az olyan kornyezeti hatdsok, mint példaul a vizhiany negativan
befolyasolhatja a novények vizellatdsat ¢és fotoszintézisét. A vizgazdilkodas javitdsa, a
szarazsagtiiré novényfajtak kifejlesztése és a csepegtetd ontd6zési rendszerek bevezetése segithet a
vizhatékonysag novelésében.

A biologiai védekezés, az ellenalld fajtak kifejlesztése és a fenntarthatd novényvédelmi
stratégiak alkalmazasa egy masik mddja a védekezésnek. A ndvénybetegségek és kartevok okozta
termesztési és novényvédelmi problémak megoldasaban sziikséges olyan, elérheté megoldasok
kutatasa, amelyek a természetben is el6fordulnak.

A kihivasok megoldasdhoz éltaldnosan a fenntarthatdé mezdgazdasagi gyakorlatokra, az
innovéaciora és a kutatidsra van sziikség. A mezdgazdasag jovoje szempontjabol a tudoményos
fejlesztések €s az agrarium technoldgiai modernizacidja kulcsfontossagu a termelékenység és
fenntarthat6sag szempontjabol. A valtozasokhoz valo alkalmazkodas elsé 1€épéseként tisztaban kell
lenniink a valtozasok okaival, és fel kell ismerniink az alkalmazkodas modjait. Az alkalmazkodas
modjait azonban széleskorii vizsgalatok titjan derithetjiik fel.

Ezek nyoman kisérletiink célja arbuszkularis mikorrhizaval (Funneliformis mosseae) oltott
paradicsom (Solanum lycopersicum L.) var. Moneymaker novények vizsgalata volt. Ezek a
paradicsomok késobbi fejlédési szakaszukban uborka mozaik virussal (Cucumber mosaic virus —
CMV) lettek megfertdzve. Ez altal arra kerestiik a valaszt, hogy az arbuszkularis mikorrhiza gomba

milyen hatéssal volt a fert6zo6tt ndvényekre.



2. Szakirodalmi attekintés

2.1 Paradicsom termesztés

A FAOSTAT adatai szerint 186.821 milli6 tonna paradicsomot termesztettek 5.051.983
hektaron 2020-ban, 37,1 tonna paradicsom termésével hektaronként. Tovabbi adatok szerint, 2020-
ban Spanyolorszag paradicsom termelése haromszor volt nagyobb Marokkoénal és 4,74-szer
nagyobb Hollandianal. Torokorszag haromszor annyit termelt, mint Spanyolorszag és Kina, a vilag
legnagyobb paradicsom termel6je, 15-szor tobb paradicsomot termelt, mint Spanyolorszag. Kina a
sajat 64.768 millio t/ha-os termelésével a vilag teljes termelésének a 34,67%-at adja. 2020-ban
1.107.485 hektaron termesztettek paradicsomot, ami 58,5 t/ha-os terméshozamot hozott. India, a
masodik legnagyobb termeld, 2020-ban 20.573 tonna paradicsomot termesztett 812.000 hektaron,
ami 25,3 t/ha-os terméshozamot eredményezett. A harmadik helyen T6rokorszag allt 13.204 millio
tonna termesztett paradicsommal, amit 181.879 hektaron termesztettek és 72,6 t/ha-0S
terméshozamot eredményezett. Negyedik helyen pedig az Amerikai Egyesiilt Allamok (USA) allt
12.227 milli6 tonna termesztett paradicsommal, amit 110.439 hektaron termesztettek és 110,7 t/ha-
os terméshozamot eredményezett (HTTPL1).

Hazankban a XVII. szazadban valt népszeriivé a paradicsom, amit akkor még csak
disznovényként szaporitottak. Emberi fogyasztasra torténd termesztése Dunakeszi kornyékérdl
indult el az 1870-es évek elején, majd atterjedt a Hajdusagra, Kecskemét, Békés és napjainkban
mar Szentes kornyékére is (HTTP2).

A legfontosabb hajtatott zoldségfajaink kozott szerepel, koriilbeliil 310 hektaron folyik a
termesztése. Az elmult években észrevehetd volt az liveghazi termesztés intenziv technologiai
fejlesztéseknek koszonhetden, hogy ndvekedett a hajtatott zoldségek termelése, koztik a
paradicsomé is. Bovitésekkel lehetdség van a termelési szezon széthizasara, igy akar egész évben
elérhetd a friss hazai paradicsom és csokkenthetd az import mennyisége. Jelenleg a belfoldi
piacokon talkinalat all fent, itthon termesztett aruk mellett import aruk is megtalalhatok. A fiirtos
paradicsom termelésébdl, aprilis és oktober kozott, onellatdak vagyunk, az ebben az iddszakban
megtermelt mennyiség a belsd piacot teljesen lefedi, igy a fenn maradd mennyiséget
exportalhatjuk. Ez hasonléan elmondhat6 a koktél paradicsom termelésiinkrél is, bar ennek

exportja kevésbé jelentdsebb, mint a fiirtds paradicsomé (HTTP3).



2.2 A paradicsom

A paradicsom (Lycopersicon esculentum) a burgonyafélék (Solanaceae) csaladjaba és azon
beliil a Lycopersicon nemzetségbe tartozik. A Lycopersicon nemzetséget két alnemzetségre lehet
bontani, Eulycopersicon-ra és Eriopersicon-ra. Az Eulycopersicon alnemzetségbe tartozé minden
faj bogydja piros szinli biologiai érettségében, mig az Eriopersicon alnemzetségnél a bogyok zold
szinliek. Ez azzal magyarazhato, hogy a Eriopersicon-ba tartozo faj bogyodja nem tartalmaz piros
szinanyagot (HELYES 1999). A ndvény és a Solanum fajok géncentruma Dél-Amerikaban, azon
beliil is Peru, Bolivia, Ecuador, Kolumbia ¢s Chile teriiletén talalhato.

A paradicsom egy lagyszaru és kétszikii, hossziinappalos (5000 lux fényigényii), egy éves
novény. Gyokérzete igen erds, karogyokere 30 - 40 cm mélyre is lehatol, azt erds szerkezetli
mellékgyokerek halozzak korbe. Sajatossaga, hogy jarulékos gyokereket is tud fejleszteni, ha a
szaranak egyes részei fold ala keriilnek. A paradicsomot érintd szarté-betegségek ellen
bakhatazassal megmenthetd a ndvény. Erdsen szOrozott szarrendszerrel és bordazott feliilettel
rendelkezik, antocidn tartalmuk pedig fajonként eltérd. Ezt jelzi az erds lila elszinezddés.
Novekedését tekintve lehet folytonos vagy determinalt. Levelei Osszetettek, levélkéi karéjosak,
feliiletiik pedig erdsen szorozott. Fajtatol fiiggetleniil igen nagy levélfeliilettel rendelkeznek, ezért
parologtatasuk intenziv. Alfiirt viragzattal rendelkeznek, viridganak legfontosabb jellemzdje, hogy
a portokok laterélisan kapcsolddva egy csovet képeznek a bibe koriil. A portokok hosszabbak, mint
a bibeszal, maga a portokcso koriil veszi a bibét. Ennek kdszonhetden képes az dnbeporzasra. Ha
nem képzddik viragpor a portokokban akkor valodi himsterilitasrol van sz6. Ha mégis képzddik
pollen, de gatolt a portokok felnyildsa, akkor funkciondlis himsterilitdsrél beszéliink.
Termékenyiilésében segitenek a vadrovarok, intenziv hajtatas esetén pedig a posztméhek.
Bizonyos fajtaju paradicsomoknal, a folytonos novekedésii paradicsomoknal, a viragzas folytonos,
nem kiilonil el a bogyofejlodés iddszakatol, viszont a determinalt fajtdknal a virdgzas utan
elkiiloniilve megy végbe a termésfejlédés folyamata. Magjai aprok, laposak és szOrozottek,
csirazoképességiliket megorzik akar 3 - 4 évig is. Lédus termése, ami igen értékes élettani anyagokat
is tartalmaz, bogyotermés. Kiemelendd az antioxidans hatasu likopin tartalma. Biologiai
érettségében szine piros, de sokszor a korall szini paradicsomokat is értékesitik (HTTP2).

Az étkezési paradicsom a morzsalékos szerkezetli, kdnnyen melegedd és jo vizhaztartasu
talajokat kedveli. Ezek alapjan hazankban az Alfold talajviszonyai megfelelnek a paradicsom
szabadfoldi  termesztéséhez.  Tapanyagigényét tekintve, vegetativ  fejlodéséhez  ¢€s
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bogyonovekedéséhez, jelentés mennyiségli nitrogént, kéaliumot, magnéziumot ¢és kalciumot
igényel. Szerves tragya mellett érdemes teljes értékli miitragyakat is alkalmazni. Magas hdigénnyel
rendelkezik, atlag 22+ 7 °C (Markov-Haev). Erzékeny a kalciumhiany kialakulésara a nyari
hajtatasi id0szakban, ezt megelézendd, a paradicsom novények ontozését a kora reggeli orakban
érdemes elvégezni. Ez 4ltal a gyokérzona lehiil olyan pontra, ahol még a kalciumot képes felvenni.
Vizigénye 500 - 600 mm a teljes tenyésziddszak alatt. Napi vizigénye valtozo, a hdmérséklettdl és
a novény méretétdl fliggden. Csepegtetd rendszeres Ontdzése estén a tapoldatok is kdnnyen
kijuttathatok. Novényapolds szempontjabol kikotdzni és kacsozni érdemes a paradicsomot, a
generativ-vegetativ egyensuly fenntartdsa végett. A gyomok irtdsat érdemes mechanikai uton

végezni, nem ajanlott a kémiai gyomvédelem (HTTP2).

2.3 A mikorrhiza gombak

A kiilonb6zo rendszertani csoportok ¢és foldrajzi teriiletek, éldhelyek diverzitasanak
feltartsagdban, nagy kiilonbségek vannak. Ez kiilondsen igaz a ndvények gyokereivel kapcsolatot
alkotd nem patogén gombakra, mivel ezek alapvetden talajlakok, és mivel vannak olyan tagjai
ennek a csoportnak, amik képeznek makroszkopikus termotesteket, akadnak koztiik olyanok, mint
a szarvasgombak, akik ezeket a makroszkopikus termdétesteket a felszin alatt a talajban hozzak
létre. Réadasul, a nem patogén gyoOkérasszocidlt gombak nem okoznak olyan mértékii
elvaltozasokat, amit a felszinen is észre lehetne venni. A szaraz és félszaraz teriiletek, kevésbé
ismert él6helyeik, pedig az ilyen teriileteken, az abiotikus stressznek erésen kitett kornyezetben, a
nem patogén gyokérkolonizald gombak, példaul a novényeket segitd, azok szarazsagtlirését noveld
mikorrhizaképz6 gombak, vagy a gyokérendofitonok, kiilondsen hasznosak lehetnek (HTTP4).

A novények életik sordn folyamatosan kolcsOnhatdsba 1épnek  szamtalan
mikroorganizmussal, archaeakkal, baktériumokkal, gombakkal és virusokkal is, azonban csak
korlatozott szamu mikroorganizmus hoz létre szimbiotikus kapcsolatot gazdaival. A gombak
szimbiotikus kapcsolatokat alkothatnak a ndvényekkel, és ezek pozitiv vagy negativ hatassal
lehetnek a gazdaszervezetre. A novényekre pozitiv hatassal birdé szimbiontak kozé tartoznak a
mikorrhiza gombak (pl. Rhizophagus irregularis) és fii endofitak (pl. Epichloe festucae var. lolii),
mig mas gombafajok mint példaul a Botrytis cinerea és a Sclerotinia sclerotiorum olyan gombak,
amelyek negativ hatassal vannak a gazdanovényeikre. Erdekes modon a novényekkel kapcsolatot

létesit6 gombak gyakran kolcsonhatasba 1épnek mas mikroorganizmusokkal is, példaul
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baktériumokkal. Ezek a baktériumok viszont kozvetleniil befolyasolhatjak a gazdandvényt is
azaltal, hogy eldsegitik vagy gatoljak a novényeket, vagy kozvetetten befolyasolhatjak a
novényekkel kapcsolatot 1étesité gombakon keresztiil (Bastias et al. 2020).

A novények ¢és a mikroorganizmusok kozotti kapcsolatok mellett, a baktériumok és a
gombak kozott is kialakulnak szimbionta kapcsolatok. Ezeknek a bakterialis-gombas
szimbidzisoknak a jellemzése kimutatta, hogy a bakterialis szimbiontaknak két tipusa 1étezik, a
bakterialis ektoszimbiontdk és a gombdk endoszimbiontdi, és ezek megkiilonboztethetok a
gazdagombaval valo fizikai kapcsolatuk alapjan. A gombak bakterialis endoszimbiontait korabban
endofungalis vagy endohifalis baktériumoknak is nevezték, és ez a fajta szimbiozis a legszorosabb
fizikai Osszefiiggés, amelyet a baktériumok és a gombak kozott valaha megfigyeltek. A gombak
endoszimbiotikus bakterialis tarsuldsaiban a baktériumok tulélése altalaban nagymértékben fligg a
gazdaszervezettdl. Korabbi feljegyzések alapjan leirtak obligat és fakultativ szimbiozisokat, ahol a
bakterialis endoszimbionta, gazdagombatdl valo fiiggésének mértéke valtozhat attol fiiggden, hogy
ezek a baktériumok milyen mikrobialis életmodot folytatnak. A bakterialis endoszimbiontakat
szamos novénnyel kapcsolatot 1étrehoz6d gombaban Kimutattak, és bizonyos tarsulasokon beliil
ezek a szimbiontak létfontossagh tevékenységeket végeznek a gazdagomba szamara (Bastias et al.
2020).

A novények gyokerei és a talajgombak (mikorrhizak) kozotti szimbiotikus kapcsolatok
gyakoriak a természetben. Eletciklusuk befejezéséhez a szimbionta mikorrhizaknak nem specifikus
gazdédkra van sziikségiik; javithatjdk a talaj fizikai és kémiai tulajdonsagait, és szlirOként
milkddhetnek, hogy megakadalyozzak az idegen szervezetek bejutasat a micéliumba. Szimbiotikus
tarsuldsaikban a gombak esszencidlis szénhidratokat és egyéb tdpanyagokat kapnak a
gazdandvényeiktdl, még a gazdandvények vizet és szintén tapanyagokat kapnak a gombaktol. Az
arbuszkularis mikorrhiza (AM) a leggyakoribb szimbiotikus kapcsolat a novények és a gombak
kozott. Az arbuszkularis mikorrhiza gombak (AMF) szimbiotikus kapcsolatot 1étesitenek a
szarazfoldi novények 80 - 90%-anak gyokereivel, és 1étfontossagu szerepet jatszanak a novények

novekedésének kiillonbozo szakaszaiban (Zhu et al. 2022).



2.4 Mikorrhiza gomba hasznalata kertészeti kulturakban

A kertészeti novényeket az emberek széleskorben felhasznaljak, élelmiszer-forrasként,
(beleértve a zoldségeket, gytimolcsoket, fliszereket és dioféléket) viragtermesztésre, valamint disz-
, gyogyaszati ¢s aromas célokra is. A magas szintli fitokemikalidkat (pl. karotinoidokat,
flavonoidokat és polifenolokat) és egyéb egészségligyi elonyoket tartalmazo kertészeti novények
eldallitasa, a jelenlegi kutatasok egyik 6 célja, figyelembe véve az egészségesebb termékek iranti
folyamatosan novekvo keresletet. Az abiotikus stresszek, mint példaul a szarazsag, sotartalom, a
sz€lsdséges homérséklet és a nehézfémek, valamint az olyan biotikus stresszek, mint a
baktériumok, gombdk, virusok ¢és egyes ndvényevd rovarok, sulyosan befolyasoljadk a
terméshozamot és a termés mindségét. Az elmult néhany évtizedben tobb tanulmany is ravilagitott
az AMF lehetséges felhasznalasi teriileteire; példaul az AMF és a novényi gyokerek altal alkotott
micéliumhalézat jelentdsen bdvitheti a novény gyokereinek talajjal vald érintkezését, ezaltal
javitva a ndvények novekedését és fejlodését. Altalanossagban elmondhato, hogy az AMF fontos
talajmikrobidlis eréforrds, amely a novények kiilonféle stresszekkel valé megbirkdzasdban segit.
Az AMF-fel torténd beoltas onmagaban javithatja a kertészeti ndvények novekedését és fejlddését,
valamint javithatja a kornyezeti stressztiird képességiiket; az AMF mas vegyiiletekkel valo
kombinacidja azonban tovabb eldsegitheti az AMF megtelepedését és novekedését, javithatja a
gazdandvény tapanyag-felhasznalasi aranyat, és ezaltal erGsitheti a szimbiotikus kapcsolatot a

novény és a mikorrhiza gombak kozott (Zhu et al. 2022).



2.5 Mikorrhiza gomba és a biotikus stressz

A ndvényeket éro stresszt Larcher (1987) a kovetkezoképpen irta le: ,,A stressz egy olyan
terheléses allapot, amelyben a ndvénnyel szembeni fokozott igénybevétel a funkciok kezdeti
destabilizacigjat kovetden egy normalizdlodason at az ellendllosag fokozodasahoz vezet, majd a
tliréshatar tallépésekor tartds karosodast vagy akar pusztulast is okoz.”

Biotikus stressz faktorok kozé tartoznak az €16 szervezetek, mint a baktériumok, virusok,
gombak vagy nematodak altal eldidézett stressz hatdsok (Atkinson és Urwin 2012). Maga a
biotikus stressz negativan befolyasolja a termelékenységet, a ndvények novekedési teljesitményt
és a szervezetek tulélését, illetve valtozasokat 0koz a novényekben morfologiai, élettani, biokémiai
vagy akar molekularis szinten (Manickavelu és mtsai. 2010, Sepehri és Golparvar 2011, Molazem
¢s Azimi 2015). Biotikus stressz hatasa alatt a novényt fertdz6, vagy tdmado €l61ények sokfélesége
neheziti a novény szamara a szervezetekkel szembeni sziikséges védekezési reakciokat. Ezek az
¢lélények a vilag ndvénytermesztésében akar 30%-os termésveszteséget is okozhatnak (Bebber és
Gurr 2015).

Figyelembe véve azt, hogy a z6ld ndvények sok organizmus szamara jelentds energiaforrast
jelentenek, nem meglepd, hogy a novények kiilonféle rezisztencia-stratégidkat fejlesztettek ki,
amelyek karosodas utdn konstitutivan eldidézhetdk. Az arbuszkularis mikorrhiza megvédi a
gazdanovényeket a kiilonb6z6 biotikus stresszektdl azaltal, hogy 6nmagéaban vagy mas, a ndvény
kozvetlen befolyasa alatt allo régidkban él6 mikroorganizmusokkal egyiitt hat. Az arbuszkulart
mikorrhizaval kolonizalt ndvények jobb tulélési aranyt, novekedést és fokozott rezisztenciat
mutatnak a ndvényi korokozokkal szemben (Dowarah et al. 2022).

A mikroszimbiontdk szerepe a biotikus stresszek kezelésében egyre fontosabba valik.
Szdmos tanulmany igazolta, hogy az AMF csokkenti a kiilonféle novényi korokozok altal okozott
karokat (Diagne et al. 2020). Korabbi tanulmanyok példaul azt mutatjak, hogy a szdjabab szén
gyokérrothadasos betegségének sulyossaga csokkenthetd6 AMF-oltassal (Spagnoletti F.N. et al.
2020). Fusarium jelenlétében az arbuszkularis kolonizacié pedig novelte a hajtas szaraz tomegét
(Vos C. et al. 2012). Az AMF altali kolonizacionak véddhatasa van, amelyet mikorrhiza altal
kivaltott rezisztencianak (MIR) neveznek, ez szisztémdas védelmet nyujt a timadok széles kore
ellen, és ami a korokozo fertézés utani szisztémas szerzett rezisztenciahoz (SAR), valamint a

gyokértelepitést kovetd, nem patogén rizobaktériumok altal indukalt szisztémas rezisztenciahoz



(ISR) hasonld. Ezt a mikorrhiza altal kivaltott betegségekkel szembeni rezisztenciat Cameron D.
D. et al. (2013) irta le. Ezek a szerzok kimutattak, hogy az AMF fokozza az antioxidans enzimek
termelését a ndvényekben, amelyek védd mechanizmusként szolgalhatnak a kérokozok €s mas
stressz faktorok ellen. A novényvédelmi mechanizmusok aktivalasan tilmenden a korokozok AMF
altal okozott csokkent karosoddsanak szdmos egyéb okarol szamoltak be, mint példaul a
gazdanovény tapanyag-allapotanak javuldsa, a gyokérndvekedés és morfologia megvaltozasa, a
kolonizacids helyekért és a gazdaszervezet fotoszintetizacidja altal eld allitott termékeiért valod
versengés, valamint a mikorizoszféraban bekovetkezd mikrobialis valtozasok. A novények
novekedésének javulasdnak pozitiv hatdsa lehet, mivel a mikorrhizdk eldsegithetik a szdvetek
visszanOvekedését tamadasok utan. Ennek azonban lehetnek negativ hatéasai is, mert a névények
tapanyag-allapotanak javuldsaval taplalobba vagy vonzobba valhat a novényevo rovarok szamara.
Az AMF hozzéjarulasa a novények patogén gombak és nematodak elleni védelmében jol
dokumentalt. Erdemes viszont megemliteni, hogy a kolcsénhatasok hatékonysaga valtozhat a
gazdanovénytol és a tenyésztési rendszertdl fliggden (Diagne et al. 2020).

Dokumentaltan kimutattdk, hogy a paradicsomndvényeket sulyosan érintik a baktériumok,
gombak, virusok és fonalférgek altal kivaltott biotikus stresszek. A Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici (Fol) és Alternaria solani két pusztitdé gombas korokozo, amelyek a paradicsomot
érintik, és fuzariumos hervadast, illetve korai rothadast okoznak. A Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici egy talajban terjed6 korokozo, amely a ndvény érrendszerét tamadja, mig az Alternaria
solani egy lombkorokozo, amely a fold feletti részekben okoz kart (Sachdev S. et al. 2023).

A Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) altal kivaltott biotikus stressz az egyik
feleldse a paradicsom hervadasi betegség miatti intenziv termésveszteségéért. A FOL altal okozott
hervadésos betegség bioldgiailag karos hatdsainak enyhitésére a biologusok alternativ eszkdzoket
kerestek, mint az arbuszkularis mikorrhiza gombakat (AMF), amelyek az egyik leghatékonyabb
bioldgiai stratégidk a hervadasos betegségek lekiizdésére. Az AMF rezisztenciat valtott ki a
védekezéssel kapcsolatos fehérjék és ozmolitok felhalmozodasanak fokozaséaval, és az antioxidans
rendszer erdsitésével. Az antioxidans rendszer a reaktiv és nem reaktiv komponensekbdl all,
amelyek kozvetithetik a ROS eltavolitasat, ezaltal megvédik a novényeket az oxidativ robbanas
okozta stressztél. A szuperoxid-dizmutaz (SOD), a katalaz (CAT), az aszkorbat-peroxidaz (APX)
illetve tobb masik enzimatikus komponens szorosan egyiittmitkodnek a ROS semlegesitésében. Az

AMEF altal kivaltott pozitiv valtozasok a gazdandvények novekedésének javulasat tiikkrozik, és ezt



kovetden javitjak azok képességét, hogy ellenalljanak a stressz altal kivaltott karos valtozasoknak.
Az AMF altal kivaltott stressz enyhiilését kulcsfontossaga fitohormonok, mint példaul auxinok,
citokinek, jazmonatok stb. aktiv részvétele mellett is megfigyelték, és kimutattak, hogy az
abszcizinsav szintézisében részt vevé indol-ecetsavat, indol-vajsavat és nin-ecisepoxi-karotinoid-
dioxigenazt kodold gének fokozottan szabalyozott expresszidja javitotta arpaban a fuzariummal
szembeni toleranciat. Ezért az AMF és a novények kozotti szimbiotikus kapcsolat 0 utakat kinal a
ndvényi patogén gombak elleni alternativ stratégiak kidolgozasara (Hashem A. et al. 2021).

A mikorrhiza gomba névény kolonizacioja a korokozok és kartevok széles spektrumaval
szembeni védekezés fokozasdban is szerepet jatszik, ezt a jelenséget mikorrhiza indukalt
rezisztencia (MIR) néven ismerik. Az AMF-fel valdo szimbidzis serkenti a ndvény
immunrendszerét, ami egy primer allapothoz vezet, ami a védekezO valaszok hatékonyabb
aktivalasat jelenti a biotikus tdmadast kovetOen. Stressz hidnydban a mikorrhiza ndvények
védekezOképessége enyhén aktivalodik, igy lehetové valik a ndvények szamara, hogy
eréforrasaikat mas bioldgiai funkciokhoz iranyitsak at (alacsony koltségli védekezési stratégia).
Stressz jelenlétében a mikorrhizalt ndvények gyorsabb védekezési reakciot valthatnak ki, mind a
fold alatt, mind a felett. A mikorrhiza gomba novény kolonizacidjanak védo szerepe a gyokér
szintjén bizonyitott a talajban terjedd korokozokkal, fonalférgekkel vagy gyokérragd rovarokkal
szemben, mig a fold feletti szovetekben a MIR fokozza a nekrotrof korokozokkal €s a generalista
rag6 rovarokkal szembeni ellenéllast. A {old feletti szovetekben a MIR-t irdanyité mechanizmusok
még mindig nem ismertek, de egyre tobb bizonyiték van arra vonatkozodan, hogy a mikorrhiza
novények leveleiben transzkripcids €s metabolikus atkonfiguracié alakult ki, ami MIR-
reakciokhoz vezetett. A ndvényevok elleni teljes védekezési valasz megszervezéséhez a novények
a jazmonsav (JA) jelatviteli Gtvonalra tamaszkodnak, amely egy konzervalt jelenség, amely a
rovarok kartétele utan aktivalodik, és védekezé vegyiiletek, példaul masodlagos metabolitok (pl.
terpenoidok, fenolok), alkaloid vegyiiletek és fehérjék (pl. proteaz inhibitorok, polifenoloxidazok)
felhalmozodasahoz vezet. Ezek a védekezd molekuldk elriasztjdk a rovarokat a ndvények
elfogyasztasatol azéltal, hogy kozvetlenlil gatoljdk a rovarok nodvekedését. Ezenkiviil
kolcsonhatasba 1épnek a ndvényevd mikrobiomaval, kozvetve megvaltoztatva a rovarok
alkalmassagat, és a cél rovarokat érzékenyebbé¢ tehetik az olyan biotikus stresszekkel szemben,

mint az entomopatogének (Frattini A. et al. 2022).
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A mikorrhiza gyakran vezet a gyokérkorokozok elleni védekezéshez, de ugy tiinik, hogy
ezzel ellentétes hatast fejt ki a levélkorokozokra. Egy tanulmany azt kutatta, hogy az Alternaria
solani nekrotr6f gomba altal okozott mikorrhiza milyen hatassal van paradicsomra. Az Alternaria
nemzetség altal kivaltott nekrodzist és az Osszes levél klorozisat mikorrhiza és nem mikorrhiza
novényeken tanulmanyoztak egy ideig, valamint a talaj kiilonb6z6 P-szintjeit is figyelembe vették.
A mikorrhizaval kezelt paradicsomnovények szignifikansan kevesebb Alternaria solani tiinetet
mutattak, mint a nem mikorrhizaval kezelt novények, de sem a novények novekedését, sem a
foszfatfelvételt nem javitottak. A megnovekedett foszforellatottsag nem volt hatassal a betegség
stlyossagara a nem mikorrhizaval kezelt novényekben, de a kezelt novényekben a betegség
sulyosbodasahoz vezetett. Ez parhuzamos volt a mikorrhiza képzddésének P-ellatas altal kivaltott
csokkenésével. A mikorrhizak Alternaria solani kifejlodését védo hatasa néhany parhuzamot mutat
a rizobaktériumok altal kozvetitett indukalt szisztémas rezisztenciaval: mindkét biokontroll

gyokér-asszocialt organizmus, és mindkett6 hatékony a nekrotrof korokozok ellen (Fritz M. et al.

2006).

2.6 Reaktiv oxigénformak

Az olyan molekuldkat, amelyek egy vagy tobb oxigénatomot tartalmaznak, reaktiv
oxigénformaknak (ROS) nevezziik. Az olyan kémiai anyagok, amelyek onalléoan léteznek és
parositatlan elektronokat tartalmaznak szabad gyokoknek nevezziik (Mittler 2017). Léteznek olyan
szabadgyokok, amiknek nincsen oxigénatomja (atmenetifém vagy szénkozponti gyok). Tobb
formajuk is lehet, mint példaul szinglett oxigén (O?), hidroxilgydk (-OH), hidrogén peroxid (H202),
szuperoxid gyok (O-2) vagy nitrogén-monoxid (-NO) melyek fontos szerepet jatszanak az oxidativ
stressz jelzésében. Az ROS tobb mas formaban is jelen lehet, mint peroxil, alkoxil és hidroperoxil
gyokok vagy peroxinitrit €s hipoklorsav. A novényeket érd stressz hatasa alatt képz6dd legfébb
ROS-ek a szinglett oxigén (102), hidroxilgyok (-OH), hidrogén peroxid (H202) és a szuperoxid
gyok (0%) (Azevedo Neto et. al. 2008).

Az oxidativ stressz sordn az ROS ¢és a szabadgyokok eldsegitik a novényi sejtek
OsszetevOinek oxidaciojat. Maga a kifejezés, hogy ,oxidativ stressz” tobbféle jelentéssel

2

rendelkezik. Egyrészrél egy ,élettani allapotnak™ nevezhetd, mivel amikor az elektronok
leaddsanak (oxidacid) a mennyisége meghaladja az elektronok felvételének (redukcid) a

mennyiségét a sejtek kémiai (oxidativ) karosodasdhoz vezet. Tehat az oxidativ stressz az elektron
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hiany miatt sulyos €s hosszu tava redox (redukcios / oxidacios) egyensulyhianybol adédik.
Masrészrdl pedig tekinthetd egy stresszhatdsnak is, ami a sejteket karositja, illetve jelzo- és
védekezési reakciokat valt ki. Az oxidativ stresszt okozo tényezdk foként a kovetkezOkre terjednek
ki: a ROS-termelés és a méregtelenités kozotti egyensulyhiany a "normal" sejtbiologiai €lettani
zavar miatt; (ii) ROS bioszintézis, de novo, mint stressz jelzés sziikséges része a védekezés és az
adaptacio soran (Nawkar et. al. 2013).

A novények Osszetett védekezési rendszerrel rendelkeznek az oxidativ stresszel szemben.
Ami enzimatikus és nem enzimatikus komponenseket tartalmaz. Az enzimatikus komponensek
kozé tartozik a szuperoxid-dizmutaz (SOD), katalaz (CAT), guajakol-peroxiddz (G-POD),
aszkorbat-peroxidaz (APX), glutation-peroxidaz (GPX), glutation-reduktaz (GR) és mas enzimek.
Ezek az enzimek a sejt kiillonbozd részeiben miikodnek, és reagalnak, amikor a sejtek oxidativ
stresszt tapasztalnak (Meitha K et al. 2020).

A szuperoxid-dizmutaz egy olyan enzim, amely szerepet jatszik a szuperoxid oxigén- és
hidrogén-peroxidda alakitasaban. Kdztudott, hogy az SOD-aktivitds fokozddik, ha a ndvények
kornyezeti stressznek vannak kitéve, példaul szarazsag és sotartalom esetén. Igy a megnovekedett
SOD-aktivitds gyakran korreldl a ndvények kornyezeti stresszel szembeni tolerancidjanak
novekedésével. Egy masik antioxidans enzim a katalaz, amely egy mindeniitt jelenlévd tetramer
enzim, amely hemet tartalmaz. A kataldz katalizalja a két hidrogén-peroxid molekula vizzé és
csekély az aktivitasa a szerves peroxiddal szemben. A CAT enzimnek kisebb az affinitasa az APX-
hez képest, de nagyobb a forgalma. Willekens et al. (1995) szerint a dohanyndvényekben haromféle
CAT Iétezik a dohany génexpresszios profilja alapjan. Az 1. osztalya CAT-ok fotoszintetikus
szovetekben expresszaldodnak, és a fény szabalyozza Oket. A II. osztalyt CAT-ok széles korben
expresszalodnak az érszovetekben, mig a III. osztalyu CAT-ok széles korben expresszalodnak a
magvakban. A novényeket éré kornyezeti stressz a CAT aktivitas novekedését vagy csokkenéseét

okozhatja, a stressz intenzitasatol és idotartamatdl, valamint magatol a kdrnyezet tipusatol fiiggden

(Meitha K et al. 2020).
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2.7 Uborka mozaikvirus (Cucumber mosaic virus — CMV)

A virusok mindeniitt jelenlévd obligat intracellularis parazitak, amelyek vilagszerte sulyos
betegségeket okozhatnak. A virusfertézések dramaian ronthatjdk a gazdandvények teljesitményét
az asszimilalodo fotoszintetikus szén gatlasaval, ezek mellett szdmos a ndvényekben lejatszodo
folyamatot is megvaltoztathatnak, mint példaul sejtciklus, transzport, fehérjeszintézis, masodlagos
anyagcsere vagy hormon szabalyozas modositasa, valamint illékony és nem illékony izoprenoidok
bioszintézisének gatlasa, amik eldsegitik a virusok atvitelét és replikaciojat (Miozzi L. et al. 2020).

Napjainkig a genetikai rezisztencia kialakitasa és a vektorok szabalyozasa (rovarok,
gombadk stb.) a legelterjedtebb védekezési stratégia a virusok elleni védekezésben. A virusok magas
mutacids rataja miatt azonban csak korlatozott szamu hatékony ndvényi rezisztenciagén all
rendelkezésiinkre, €s a genetikai keresztezéssel vald ellenallas sem mindig érhet el. Ezen
tulmenden a virusvektor-populaciok korlatozasat célzo fizikai vagy kémiai modszerek, mint
példaul a fizikai gatak és a kémiai rovarirtd szerek, hasznosak, de nem meghatarozoak a
virusfert6zés ellensulyozasaban, ¢s akar negativ kovetkezményekkel jarhatnak a nem
célszervezetekre, a kozegészségiigyre és a kornyezetre (Miozzi L. et al. 2020).

Az uborka mozaikvirus (CMV, a Cucumovirus nemzetség, Bromoviridae csalad) egy
gazdasagilag fontos RNS-virus, amely a névényi virusok kérokozoinak top 10-es listajaba tartozik,
¢s vilagszerte jelentés mezdgazdasagi hatassal bir. A CMV sok gazdandvénnyel rendelkezik,
koriilbeliil 1200 fajjal tobb mint 100 ndvénycsaladban; nem preziszten moddon levél tetvek
terjesztik, egyesesetekben, eltérd hatékonysaggal, magvakban is tovabb terjedhet. A ndvények
tiinetei gazdafajtol és/ vagy CMV-torzstdl fiiggden valtoznak, tlinetei lehetnek a klorozis, a
nekrozis, a torpiilés és a levélfejlddési rendellenességek. A virusgenom harom genomialis €s két

szubgenomialis RNS-bél all (Miozzi L. et al. 2020).
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3. Anyag és modszertan

3.1 Novénynevelés

Munkank soran paradicsom (Solanum lycopersicum L.) var. Moneymaker magokat
hasznaltunk, melyeket csiraztatas utan sterilezett homokba iiltettiink ki, ugy, hogy mintaink felét
(8 novényt) oltottuk arbuszkularis mikorrhizaval (Funneliformis mosseae), masik felén nem tortént
mikorrhiza gomba oltés. A novények fertdzése (CMV) 6 leveles allapotban tortént, a novényeket
tovabbi 6 hétig neveltilk standard korilmények kozott (16/8 oras vilagos/sotét, 26-20°C
(&jjel/nappal), 60%-o0s pdratartalom), melyet EKOCHLI1500 tipusu termosztit segitségével
biztositottunk. A mintakat a hajtas és gyokér tomeg meghatarozasat kovetden, -80°C-on taroltuk

felhasznalasig.

3.2 RNS izolalas

A paradicsom novényen végzett génexpresszids vizsgalat elsd 1épéseként a ndvényi
mintakbol RNS-t izolaltunk a ,,Vantage Total RNA Purification Kit”-tel (Origene, USA) a gyarto
altal megadott protokoll szerint. Az RNS izolalashoz 50 mg tomegli ndvényi szovetet vettiink. A
novényi mintakat folyékony nitrogénnel steril dérzsmozsarakban szétroncsoltuk. 600 pl Lysis
Solution pufferrel a ndvényi szoveteket feltartuk. A feltart sejteket 13500 rpm fordulaton 2 percig
centrifugaltuk majd etanollal kicsaptuk. Ezutan 1 perc 13500 rpm centrifugalast kovetéen 400 pl
mosoO pufferrel tisztitottuk at a mintakat, haromszori ismétlésben. Az RNS-t 35 ul pufferben
elalltuk. Az RNS koncentraciot Nanophotometer 2210 (Implen, Germany) tipusu spektrofotométer
hasznalataval megmeértiik. Az izolalt RNS-t felhasznalasig -80°C-on taroltuk.

3.3 DNaz kezelés

A mintdkat DNz enzimmel kezeltiik (DNase I, 1U/pl, Fermentas, Lithuania) a gyarto altal
megadott protokoll szerint. Az elegyet 37 °C-on 30 percig, 1 ul EDTA (50 mM, ThermoFisher
Scientific, USA) hozzdadasat kovetden 65 °C-on 10 percig inkubaltuk. A kezelést kovetden az RNS

koncentraciot spektrofotométerrel (Nanophotometer 2210, Implen, Germany) hataroztuk meg.
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3.4 ¢cDNS szintézis

A DNaz enzimmel kezelt, egységes koncentraciora (2000 ng / 20 ul cDNS szintézis reakcid
elegy) beallitott mRNS reverz transzkripcioja ,,RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit”-tel
(ThermoFisher Scientific, USA) (1. melléklet.) tortént, a gyartdé utasitasai szerint. A cDNS
szintézist az alabbiak szerint végeztiik: A szintézis soran steril 0,2 ml PCR csdvekbe 4 ul cDNS
szintézis mixet (5x Reaction Buffer), 1 ul reverz transzkriptdz enzimet (200 U/ul), 1 ul ,,RiboLock
Rnase Inhibitor”-t (20 U/ul), 2 ul ANTP mixet (10 mM), 1 ul ,,Random Hexamer” primer-t és a
koncentraciotol fliggd mennyiségli RNS-t és az RNS mennyiségétdl fiiggd 12-x pl (x: az RNS
koncentraciojatol fliggd mennyiség) steril desztillalt vizet mértiink. A cDNS reakcid elegy
Ossztérfogata 20 ul. Az elegyet a szintézishez Techne TC-412 (Burlington, USA) tipustt PCR
késziilékben az alabbi hoprofil szerint kezeltiik: 25 °C 5 perc, 42 °C 60 perc, 70 °C 5 perc. A
szintetizalt cDNS-t felhasznalasig -20°C-on taroltuk (1. abra).

1. abra: A szintetizalt cDNS mintak és qrtPCR-hez sziikséges forward és reverz primerek
(Foto: Gonda Attila, 2023)
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3.5 Kvantitativ Real-time PCR

A kvantitativ valés idejli, qrtPCR termékek képzddésének detektalasat Stratagene
Mx3000P QPCR rendszeren (Agilent Technologies) végeztiik. Minden reakciot 25 pl
végtérfogatban végeztiik, amely 12,5 ul SYBR Green Master Mix reagenst (Applied Biosystems),
1 pul ¢cDNS mintat, 70 nM génspecifikus primert és 8 pl nukleaz-mentes vizet tartalmazott.

A Real-time PCR vizsgalat harom ismétlésben, harom darab PCR plate-en volt elvégezve,
ugy, hogy az els6 négy teljes sorban az enzimek voltak pipettdzva (A- Efia, B- APX, C- SOD, D-
CAT) A cDNS-ek pipettazasa a kovetkezo sorrend szerint tortént: 1.-3. Kontroll oltatlan cDNS/ 4.-
6. Kontroll oltott cDNS/ 7.-9 Fert6zott cDNS/ 10.-12. Oltott és ferté6zott cDNS (2. abra). A
paradicsomon végzett kisérlet soran alkalmazott primerek szekvenciai (SOD, CAT, APX), valamint
a konstitutivan expresszalodo kontrollként hasznalt elongation factor 1-alpha (Ef7a), primer

szekvenciai a 1. tdblazat-ban lettek feltiintetve.

2. abra: Osszeallitott PCR, PCR plate-en (Foto: Gonda Attila, 2023)
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1. tablazat: A felhasznalt primerek szekvenciai
(Forras: Sajat munka)

F: GATTGGTGGTATTGGAACTGTC

Efla  elongation factor 1-alpha 130 NM_001247106.2
R: AGCTTCGTGGTGCATCTC

o F:  GCTTACAATGGAGAACTCAAAAGAA

SOD  superoxide dismutase 115 AY262025.1
R: TGAGGCTCCAAAGCATCCAT
F: TGCTCACCTTACCTGTGCTG

CAT  catalase 122 KU933833.1
R:  AACCACGAGGATCCCTCAGA
F: TGTGTCCGTACCTGAGGAGT

APX  ascorbate peroxidase 135 AF413573.1
R: GCCCCAGAAAGTGCAACAAT

A hoprofilt az alabbiak szerint allitottuk be: 95 °C 15 perc, 40 ciklus 95 °C 15 mésodperc,
az inditészekvenciak olvadéasi homérsékletétol fliggben 59 °C 30 masodperc és 72 °C 20
masodperc, végiil 1 ciklus 95 °C 60 mésodperc, 59 °C 30 masodperc és 95 °C 30 masodperc. Real-
time PCR reakciot egy mintara azonos koriilmények kozott, haromszori ismétlésben végeztiik el.
A paradicsom elongacios faktor génjét hasznaltuk konstitutivan expresszalodo kontrollként. A
kontroll gén expresszid6 minden egyes kisérletben mérhetd volt, demonstralva, hogy nem
befolyasoljak a kisérleti koriilmények. A génexpressziokat a AACT modszerrel szamoltuk (Livak

és Schmittgen 2008).

3.5 Statisztikai értékelés

Az eredmények statisztikai elemzését R statisztikai kornyezetben (R Foundation for
Statistical Computing, Bécs, Ausztria) végeztiik. A csoportok dsszehasonlitasat Tukey post hoc
teszttel végeztiik. Az abrakon ¢€s tablazatokban feltiintetett értékek az atlagot + standard hibat
jelolik. A korrelacid meglétét vagy hianyat n.s.: p > 0.05, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p <0.001

szignifikancia szinteken hataroztuk meg.
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4. Eredmények
4.1 A vizsgalt novények hajtas és gyokér tomeg valtozasai

A kezelések hatasainak pontosabb megértéséhez, elobb a kontroll és a fertézott
paradicsomok, hajtas és gyokér tomegei lettek dsszehasonlitva. Annak érdekében, hogy valtott ki
esetleg hatast az arbuszkularis mikorrhiza a névényekre. A kontroll és az uborka mozaik virussal
fert6zott novényeknél is mind az oltatlan kontroll és az arbuszkularis mikorrhiza gombaval oltott
novények tomegei lettek atlagolva. A vett mintak tomegeit a 2. tdblazat szemlélteti.

2. tablazat: A vett novényi anyagok mért tomegei (g) (Forrds: Sajat munka.)

Hajtas tomeg (g) Gyokér tomeg (g)
Vizsgalt novények (16 db)

Kontroll oltatlan 25,07 ¢ 6,42 9
28,1g 7,489
28,52 ¢ 8,28¢
28,85¢g 8,289

Atlag 27,635 g 76159
Kontroll oltott 27,829 8,05¢g
26,58 ¢ 9,62 g
28,759 8,879
30,43 ¢ 9449

Atlag 28,395 g 8,985 g
Fertozott 12,79 g 7,03¢g
13,48 ¢ 6,54 g
13,61g 7,379
11,999 505¢g

Atlag 12,9675 g 6,4975 g
Oltott és fertozott 16,2 ¢ 8,45¢
18,19¢g 8,21¢
16,36 g 7,18 ¢
19,09 g 8,77¢g

Atlag 17,46 g 8,1525 g
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A kontroll oltatlan névények atlagos hajtas tomege (27,635 g) alacsonyabb volt, mint a
kontroll oltott paradicsom novények atlagos hajtas tomege (28,395 g). Viszont szignifikans
kiilonbség a kettd atlag kozott nem volt megfigyelhetd. A mozaik virussal fertézott novények
atlagos hajtas tomege (12,9675 g) szintén alacsonyabb volt, mint a mikorrhizaval oltott és mozaik
virussal fert6zott novények hajtas tomege (17,46 g). Itt viszont megfigyelhetd egy érték kiilonbség
az oltott ¢és fert6zott novények javara. Az atlagos tomeg értékek itt térnek el a legnagyobb

mértékben. Az atlagos hajtas tomeg értékeket a 3. dbra szemlélteti.
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Hajtas tomeg (g)

® Kont. oltatlan ™ Kont. oltott ™ Fert6zott ™ Oltott és fert6zott

3. abra: A vizsgalt paradicsom novények hajtas tomegeinek az atlaga
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A gyokér tomeg értkéknél is hasonld eredmény figyelhetd meg. Az oltatlan névények
atlagos tomegei itt is kisebb értéket mutatnak. A kontroll oltatlan névények atlagos gyokér tomege
(7,615 g) alacsonyabb volt, mint az kontroll oltott paradicsom novények atlagos gyokér tomege
(8,985 g). Szignifikans kiilonbség a kettd atlag kozott itt sem volt megfigyelhetd.

A mozaik virussal fert6zott novények atlagos gyokér tomege (6,4975 g) szintén
alacsonyabb volt, mint a mikorrhizaval oltott és mozaik virussal fert6zott ndvények atlagos gyokér
tomege (8,1525 g). Szignifikans kiilonbség itt sem volt megfigyelhetd a kettd atlag kozott. Az

atlagos gyokér tomeg értékeket a 4. abra mutatja be.

12

10

ab

ab

Gyokér tomeg (g)
® Kont. Oltatlan ™ Kont. Oltott Fert6zott ™ Oltott és fert6zott

4. abra: A vizsgalt paradicsom novények gyokér tomegeinek az atlaga
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4.2 A Kvantitativ Real-time PCR eredményei a vizsgalt enzimekre

Az eredményeket megfigyelve Osszeségében elmondhaté, hogy mind az aszkorbat-
peroxidaz (APX), a szuperoxid-dizmutdz (SOD) és a katalaz (CAT) enzim is tobbszordsen
expresszalodott a kezelések hatasara. Mindegyik enzimnél a harom ismétlésnél az AACt érték 1
feletti értéket mutatott. A harom ismétlés értékei atlagolva lettek és igy keriiltek 6sszehasonlitésra.

Az aszkorbat-peroxidaz (APX) enzim esetében elmondhatd, hogy atlagosan legjobban a
mikorrhizaval oltott kontroll névényen expresszalodott (AACt — 4,68219) a kontrollhoz képest. A
mozaik virussal fert6zott kontroll (AACt — 3,62103) és a beoltott és fert6zott paradicsom névény
(AACt —2,01663) génjei is tobbszordsen expresszalodtak, viszont a harom atlagot 6sszehasonlitva

szignifikans kiilonbség nem figyelhetd meg koztikk. Az APX enzim expresszalodasat az 5. abra

szemlélteti.
APX enzim expresszalodasa
6 a
T

> a
x4 T
£ a
R
o}
g
g9

1 -

0 T T

AACt Kont. oltott AACt Fert6zott AACt Oltott és fert6zott
A vizsgalt novények tipusa

5. abra: Az APX enzim expresszalddasanak atlagos értékei
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A szuperoxid-dizmutaz (SOD) esetében is elmondhat6, hogy a gén atlagosan legjobban a
mikorrhizaval oltott kontroll névényen expresszalddott (AACt — 1,97718) a kontrollhoz képest. A
mozaik virussal fert6zott kontroll (AACt — 2,12926) és a beoltott és fertdzott paradicsom ndvény
(AACt —2,62379) génjei is tobbszordsen expresszalddtak, viszont a harom atlagos értéket
Osszehasonlitva szignifikans kiilonbség itt sem figyelheté meg koztiik. A SOD enzim

expresszalodasat a 6. dbra mutatja be.

SOD enzim expresszalddasa
6
a
5
a

x 4
t a.
\2 3 i
Q
3

2 -

1 -

O n T T

AACt Kont. oltott AACt Fert6zott AACt Oltott és fert6z6tt
A vizsgalt novények tipusa

6. abra: A SOD enzim expresszalddasanak atlagos értékei

A katalaz (CAT) enzimet megfigyelve az latszik, hogy a legnagyobb mértékben a fertdzott
kontroll paradicsom ndvényeken expresszalodtak (AACt — 2,270986) atlagosan a kontrollhoz
képest. Az arbuszkularis mikorrhizaval oltott novények (AACt — 1,14693) és a beoltott és fertdzott
novények (AACt — 1,683384) atlagos gén kifejezddése is tObbszords volt a kontrollhoz képest. A
harom expresszalodasi értéket Osszehasonlitva azonban megfigyelhetd, hogy még ha tobbszordsen
is kifejezOdottek, szignifikansan a novények kozott nem lehet kiilonbséget tenni. A CAT enzim

expresszalodasat a 7. abra illusztralja.
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AACt értékek

CAT enzim expresszalodasa

—

AACt CAM

AACt CMV
A vizsgalt novények tipusa

AACt CMVAM

7. abra: A CAT enzim expresszalddasanak atlagos értékei
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5. Kovetkeztetések és javaslatok

Kisérletiinkben arra kerestiik a valaszt, hogy az arbuszkularis mikorrhiza (Funneliformis
mosseae) gomba milyen hatassal volt az uborka mozaik virussal (Cucumber mosaic virus — CMV)
fert6zott, paradicsom (Solanum lycopersicum L.) var. Moneymaker fajtakra, hogy a névények
milyen valaszt adtak a virusos stresszre. A kezelések pontosabb megértése érdekében a kezelt
novényekbdl hajtas €s gyokér mintak mellet DNS minta is késziilt.

A kutatas soran a szuperoxid-dizmutéz, katalaz és peroxidaz gének biotikus stressz hatasara
bekovetkezd valtozésait kovettik nyomon paradicsom ndvények. A vizsgalatok sordn
megfigyeltiik, hogy a stressz hatasara a nem mikorrhizalt névényekben nagyobb mértékben
aktivizalodnak a védekezési anyagok.

A génexpresszid vizsgalatok azt mutattadk, hogy a peroxidaz gén stresszhelyzetben
bekovetkezd kifejezddése alacsonyabb volt a mikorrhizalt mintdknal, biotikus stressz esetén. A
diagramokon jol lathatd, hogy a mikorrhizalt novényekben alacsonyabb volt a novényi
védekezésben szerepet jatszo gének expresszidja a stresszmentes koriilmények kozott, ami azt
sugallja, hogy a mikorrhiza gomba el6zetesen érzékenyiti a novényi védekezo rendszert.

Osszeségében megallithatd, hogy az arbuszkuldris mikorrhizaval valo kezelés, uborka
mozaik virussal fert6zott paradicsom novényeken a szuperoxid-dizmutaz (SOD) enzim
kifejezddésében segitett a legjobban. Ezaltal segitve a paradicsom ndvények stressztiirését.

Ugyanakkor mivel nem volt kimutathatéan szignifikans kiilonbség. Késobbi kutatasok
soran érdemes lehet tobb faktor figyelembevételével, egy szélesebb korli vizsgalatot is lefolytatni
dolgozatban leirt kisérlet beéllitassal. A kapott eredményeink tendencidjan lathatd, hogy az
arbuszkularis mikorrhiza gomba-ndvény kapcsolatrendszerben a gomba segiti a novény védekezd

rendszerét, érzékenyiti a ndvény védelmi reakcioit a biotikus stressz hatasokkal szemben.
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6. Osszefoglalas

A paradicsom Magyarorszag legfontosabb kertészeti novénye; gazdasagos termesztésében
kiemelt szerepe van az integralt védekezésnek. Az arbuszkularis mikorrhiza gombéaknak a bioldgiai
védekezésbe torténd beillesztését mar tobb ndvénynél, igy a paradicsomndl is tesztelték.
Alkalmazasukkal elésegithetjiik a novények fejlodését, tapelemfelvételét és a kiilonbozo stressz
hatasok tompitasaban is nagy szerepet jatszanak. Munkank célja volt, hogy a paradicsom
eredményeink alapjan megallapithatd, hogy a mikorrhiza gombak részt vesznek a stressz hatés
erésségének a csokkentésében, melyet a stressz enzim aktivitasok befolyasolasaval érnek el.

A ndvényi védekezési reakcio szamos lépcsdben zajlik. Ebben a folyamatban az egyik
fontos elem a stressz hatdséara felszabadul6 reaktiv oxigénformak eltavolitdsdban szerepet jatszo
enzimek. Az arbuszkularis mikorrhiza gomba, hasonldan a patogén gombakhoz, aktivélja a névény
védelmi rendszerét, ami elézetesen ¢érzékenyiti azt a stresszhatdsokkal szemben. Ennek
eredményeként a mikorrhizalt ndvények képesek gyorsabban reagalni a stresszre, és alacsonyabb
enzimaktivitast mutatnak a nem mikorrhizalt ndvényekhez képest.

A hajtas tomegek eredményeit figyelembe véve elmondhato, hogy a kezelés hatasara a
mikorrhizaval beoltott novények atlagos tomege nétt a kontrollokhoz képest. Az oltatlan és oltott
kontrollok kézott nem mutatkozott szignifikdns kiilonbség, viszont a szorés értékek csokkentek.
Ez alapjan feltételezhetd egy tendencia, amely egy jobb stressztlirést hordozhat magaban. A
virussal fert6zott kontroll és a fert6zott €s mikorrhizdval beoltott novényeknél kiilonbség
mutatkozott a beoltott €s fert6zott novények kozott. Az utdbbi csoport magasabb hajtastomeg
biomassza tdmeget produkalt ugyanazon tenyésztési id6 alatt.

A gyokér tomeg értékeket megvizsgalva azt latni itt is, akar csak a hajtas tOomeg
vizsgalatoknal, hogy a mikorrhizaval beoltott paradicsom novények atlagos tomege, a kezelés
hatasara megnétt. Az oltatlan és oltott kontrollok kozott szignifikans kiilonbség nem mutatkozott,
viszont a szoras érték csokkent. Hasonldan a fertdzott kontroll és a fertdzott és beoltott ndvények
tomegei kozott statisztikailag igazolhato kiilonbség nem volt, de a szoras értékek itt is csokkentek.
Ezek alapjan itt is feltételezhetd a jobb stressztiirés.

Elmondhat6, hogy a mikorrhizaval torténd oltas hatasara a AACt értékek nagy szamua enzim
expresszalodast mutatnak mindegyik novénynél a kontrollhoz képest. Ez arra utalhat, hogy az

uborka mozaik virus altal okozott stresszhelyzetben a megfigyelt gének magasabb szinten
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fejezodtek ki, ezaltal hatékonyabban tudott az adott novény a stresszhelyzetre reagalni, és enyhiteni
azt. Atlagosan figyelembe véve az enzimeket, legkifejezébben a szuperoxid-dizmutaz (SOD)
expresszalodott a mikorrhizaval beoltott és mozaik virussal fertézott ndvényekben. Szignifikans
kiilonbség viszont a tobbi ndvénnyel egyiitt figyelembe véve nem volt erre az enzimre tekintettel.

Ezen eredmények alapjan megallapithatjuk, hogy az arbuszkularis mikorrhiza gomba
pozitiv hatdssal van a ndvény védelmi rendszerére, elésegitve azt, hogy a novény hatékonyabban
reagaljon kiilonboz0 stresszhatdsokra. Az enzim- €s génvizsgalatok eredményei tamogatjak azt a
feltételezést, hogy a mikorrhiza gomba-novény kapcsolatrendszer eldsegiti a novényi védekezeési
mechanizmusok kialakulasat és optimalizdldsdt a stresszhelyzetekre valdo gyorsabb vélasz

érdekében.
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CONTROL REACTIONS
Positive and negative control reactions should be used to
venfy the results of the first strand cDNA synthesis steps.
Reverse transcriptase minus (RT-) negative
control is important in RT-PCR or RT-gPCR
reactions to assess for genomic DNA contamination
of the RNA sample. The control RT- reaamn
contains every reagent for the reverse

10.

II Control PCR amplification
Dilute the cDNA generated with the control first
strand cDNA reaction 1:1000 in Water, nuclease-
free.

2. Gently vortex and briefly centrifuge all PCR

reaction except for the RT enzyme.

- No template negative control (NTC) is |mponam
1o assess for reagent contamination. The
reaction contains every reagent for the rwerse
transcription reaction except for RNA template.

«  Positive control RNA template and gene-specific
primers are supplied with the kit. The human
‘GAPDH control RNA (1.3 kb) was produced by in
vitro transcription. The GAPDH-specific control PCR
primers are designed to be complementary to
human, mouse and rat GAPDH genes and generate
496 bp RT-PCR product. The protocol for the
positive control RT-PCR is provided below.

1. Control first strand cDNA synthesis reaction

Mix and briefly centrifuge all components after thawing,

keep on ice.

1. Add the following reagents into a sterile, nuclease-
free tube on ice in the indicated order:

Control GAPDH RNA (50 ng/pL) 2uL
ulgn (dT)1s Primer
Random Hexamer Primer 1pL
or Revelse GAPDH Primer
5X Reaction Buffer 4pL
RibolLock RNase Inhibitor (20 U/uL) 1L
10 mM dNTP Mix 2pL
RevertAid RT (200 U/uL) 1pL
Water, nuclease-free 9uL
Total volume | 20 pL
2. Mix gently and centrifuge.
3. Foroligo(dT)s or gene-specific primed cDNA

synthesis, incubate for 60 min at 42°C.
For random hexamer primed synthesis, incubate
for 5 min at 25°C followed by
60 min at 42°C.

4. Terminate the reaction by heating at 70°C for
§ min.

5. Briefly wunfuge and proceed with control PCR
amplification
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TROUBLESHOOTING

Low yield or no RT-PCR product
Degraded RNA template.
RNA purity and integrity is essential for synthesis of
full-length cDNA. Always assess the integrity of RNA
prior to cDNA synthesis. Sharp 18S and 28S RNA
bands should be visible after denaturing agarose gel

horesis of total eukaryotic RNA. Follow
general recommendations to avoid RNase

Trace amounts of agents used in RNA purification
protocols may remain in solution and inhibit first
strand synthesis, e.g., SDS, EDTA, guanidine salts,

To remove trace contaminants, re-precipitate the RNA
with ethanol and wash the pellet with 75% ethanol.

reagents after thawing.
3. Place a thin-walled PCR tube on ice and add the
following reagents:
cDNA from control RT reaction 20l
(1:1000 dilution) ¥
10X PCR buffer SuL L badoplage BNy
= TuL(02mM ow purity.
10 mM dNTP Mix each)
25 mM MgClz 3uL
Forward GAPDH Primer 15uL
Reverse GAPDH Primer 15pL
Tag DNA polymerase (5 U/pL) 0.5l
Water, nuclease-free 35.5 L.
Total volume | 50 pL_

4. Perform PCR in a thermal cycler with a heated lid or
overlay with 25 pL of mineral oil.

Temperature,| Time | Number of
Step. °c cycles
Initial 94 3 min 1
Denaturation 94 30s 35
Annealing 58 30s
Extension 72 45s

5. Load 5-10 pL of the RT-PCR product on 1%
agarose gel. A distinct 496 bp PCR product should
be visible after ethidium bromide staining.

Reference

1. Wiame, I, etal., reversible heat inactivation of
DNasel without RNA degradation, BioTechniques,
29, 252-256, 2000.

DESCRIPTION

The Thermo Scientific™ RevertAid™ First Strand cONA
Synthesis Kit is a complete system for efficient synthesis
of first strand cDNA from mRNA or total RNA templates.
The kit uses RevertAid Reverse Transcriptase (RT),
which has lower RNase H activity compared to AMV
reverse transcriptase. The enzyme maintains activity at
42-50°C and is suitable for synthesis of cDNA up to

13 kb.

The recombinant Thermo Scientific™ RiboLock™ RNase
Inhibitor, supplied with the kit, effectively protects RNA
from degradation at temperatures up to 55°C.

First strand cDNA synthesized with this system can be
directly used as a template in PCR or real-time PCR. Itis
also ideal Iov second swand cDNA synthesis or hnear
RNA and

labeled nucleotides can be incorporated into first strand
CcDNA for use as a probe in hybridization experiments,
including microarrays.

STORAGE

All components of the kit should be stored at-20°C. Keep
control RNA at -70°C for longer storage.

IMPORTANT NOTES

Avoiding ribonuclease contamination

RNA purity and integrity are essential for synthesis of full-
length cDNA. RNA can be degraded by RNase A, which
is a_highly stable contaminant found in any laboratory

General ions to avoid RNase
«  DEPC-treat all tubes and pipette tips to be used in
cDNA synthesis or use certified nuclease-free

e Wear gloves when handling RNA and all reagents,
as skin is a common source of RNases. Change

#K1622 100 rxns
Lot Expiry Date
Store at -20°C
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COMPONENTS OF THE KIT
RevertAid First Strand CONA #Ki621 | #K1622
Synthesis Kit 200ms | 100 ns
RevertAd RT (200 WpL) 25 L 120 pL
RiboLock RNase Inhibitor (20 UL} 25 4L 120 pl
5X Reaction Buffer
250 mM TrisHQX (pH B.3).
Foirrprdont ot 150 L 500 L.
50 mM DTT
10 mM dNTP Mix 50 250 L
Oigo(dT)«« Primer_ 100 pht. 25 4l 120 pL
_Random Hexamer Primer. 100 M. 25l 120pL
' Forward GAPDH Primer, 10 yM 20 20y
"Reverse GAPDH Primer, 10 M 20l 20 i
Conirol GAPDH RNA, 0.05 pgipL 2041 20 i
Water, nudease-free 2x125mif 2x125mbL
labware.
CERTIFICATE OF ANALYSIS
RT-PCR using 100 fg of control GAPDH RNA and
control primers generated a prominent 496 bp product

on 1% agarose gel after ethidium bromide staining.
Quality authorized by: % Jurgita Zilinskiene

Revit W

gloves frequently.

e Use RNase-free reagents, induding high quality water
(e.g.. Water, nuclease-free, #R0581).

e UseRiboLock™ RNase Inhibitor (provided with the
kit) to protect RNA from the activity of RNases.

*  Keep all kit components tightly sealed when not in
use. Keep all tubes tightly closed during the reverse
transcription reaction.

Insufficient template quantity.
Increase the amount of template to the recommended
level. Following DNase | treatment, terminate the
reaction by heat inactivation in the presence of EDTA
(to bind magnesium ions), RNA hydrolyzes during
heating in the absence of a chelating agent (1).
Incorrect primer choice.
Use the correct primer for the RNA template. Use the
random hexamer primer instead of the oligo(dT):s
primer with bacterial RNA or RNA without a poly(A)
tail. Ensure sequence-specific primers are
complementary to 3-end of the template RNA.
GC rich template.
If the RNA template is GC rich or is known to contain
increase the of the
reverse transcription reaction up to 45°C.
RT-PCR product longer than expected
RNA template is contaminated with DNA.
ification of genomic DNA ining introns.
Perform DNase | digestion prior reverse transcription.
To avoid amplification of genomic DNA, design PCR
primers on exon-intron boundaries.
RT-PCR product in negative control
RNA template is contaminated with DNA.
PCR product in the negative control (RT-) indicates
the reaction is contaminated with DNA. Perform

Template RNA

Total cellular RNA isolated by standard methods is
suitable for use with the kit. Purified RNA must be free of
salts, metal ions, ethanol and phenol to avoid inhibiting
the cDNA synthesis reaction. Trace contaminants can be
removed by ethanol precipitation of the RNA followed by
two washes of the pellet with cold 75% ethanol.

PRODUCT USE LIMITATION

This product is developed., designed and sold exclusively for

research purposes and in vitro use only. The product was not
tested for use in diagnostics or for drug development, nor is it
suitable for administration to humans or animais.

Please refer to www thermoscientific com/onebio for Material
Safety Data Sheet of the product.

© 2013 Thermo Fisher Scientific Inc. Al rights reserved. Al
trademarks are the property of Thermo Fisher Scientific Inc.
and its subsidiaries.

PROTOCOLS
I. First Strand cDNA Synthesis
After thawing, mix and briefly centrifuge the components
of the kit. Store on ice.

1. Add the following reagents into a sterile, nuclease-
free tube on ice in the indicated order:

For RT-PCR applications, template RNA must be free of Te total RNA 0.1ng-5pg
DNA contamination. Prior to cCONA synthesis, RNA can be RemPate | orpoly(A) mRNA | 10 pg-05 pg
reated with DNase |, RNase-free (#EN0S21) to remove orspeciicRNA | 001 pg- 05 pg
trace amounts of DNA. Always perform a control (RT- Oligo (dT)ss primer
minus) reaction which includes all components for RT- or Random Hexamer TuL
PCR except for the reverse transcriptase enzyme. Primer primer Tul
or gene-specific
Removal of genomic DNA from RNA preparations primer 1520 pmol
1.Add to an RNase-free tube: Water, nuclease-free 012l
RNA 119 Total volume | 12 pL
10X Reaction Buffer with MgCl. 1L 2. Optional. If the RNA template is GC-rich or contains
- secondary structures, mix gently, centrifuge briefly
Dhie |; RNase-fm (#EN0S21) 1pLay and incubate at 65°C for 5 min. Chill on ice, spin
Water, nuclease-free to10pL down and place the vial back on ice.

* Do not use mare than 1 U of DNase I, RNase-free per 1 g of RNA.
2.Incubate at 37°C for 30 min.
3.Add 1 pL 50 mM EDTA and incubate at 65°C for
10 min. RNA hydrolyzes during heating with divalent
cations in the absence of a chelating agent (1).
Altematively, use phenol/chloroform extraction.
4. Use the prepared RNA as a template for reverse
transcriptase.

RNA sample quality

Assess RNA integrity prior to cDNA synthesis. The most
common method is denaturing agarose gel
electrophoresis followed by ethidium bromide staining. If
both 18S and 28S rRNA appear as sharp bands after
electrophoresis of total eukaryotic RNA, the RNA is
considered to be intact. The 28S rRNA band should be
approximately twice as intense as the 18S rRNA. Any
smearing of rRNA bands is an indication of degraded
mRNA. If this occurs, a new sample of total RNA should
be prepared.

RNA quantity

® Use 0.1 ng - 5 pg of total RNA or 1 ng - 500 ng of
poly(A) mRNA to generate first strand cDNA as the
initial step of a two-step RT-PCR protocol.

® Use 1 pg of isolated mRNA to generate first strand
cDNA for second-strand synthesis and subsequent
cloning reactions.

3. Add the following components in the indicated order:

5X Reaction Buffer 4L
RiboLock RNase Inhibitor (20 1pL
Ul)

10 mM dNTP Mix 2L

RevertAid M-MuLV RT (200 U/uL) | 1pL
Total volume | 20 uL

Mix gently and centrifuge briefly.
For oligo(dT)ss or gene-specific primed cDNA
synthesis, incubate for 60 min at 42°C.
For random hexamer primed synthesis, incubate
for 5 min at 25°C followed by 60 min at 42°C.
Note. For GC-rich RNA templates the reaction
temperature can be increased up to 45°C.
6.  Terminate the reaction by heating at 70°C for

5 min.
The reverse transcription reaction product can be directly
used in PCR applications or stored at -20°C for less than
one week. For longer storage, -70°C is recommended

II. PCR Amplification of First Strand cDNA

The product of the first strand cDNA synthesis can be
used directly in PCR or qPCR. The volume of first strand
cDNA synthesis reaction mixture should not comprise
more than 1/10 of the total PCR reaction volume.
Normaily, 2 pL of the first strand cDNA synthesis reaction
mixture is used as template for subsequent PCR in 50 pL
total volume.

L
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a diplomadolgozat’ nyilvanos hozzaférésérdl és eredetiségérdl

A haligatd neve: Gonda Attila

A Mallgato Neptun kodja: QMLILS

A dolgozat cime Mikorrhiza gomba hatdsa paradicsom novény
kdenyezeti tényezdire adott stressz-valaszaira

A megjelenes éve: 2023

A konzulens Intézetének neve: Genetikar s Biotechnoldgiai Intézet

A konzulens tanszékének a neve: Mikrobsologsa es Alkalmazott Bsotechnologia
Tanszék

Kijelentem, hogy az dltalam benyujtott diplomadolgozat? egyénl, eredeti jellegd, sajat szellemi
alkotasom. Azon részeket, melyeket mas szerzdk munkdjabdl vettem &t egyértelmien
megjelditem, 65 az irodalomjegyzékben szerepeltettem.

Ha a fenti nyilatkozattal valottant dllitottam, tudomasul veszem, hogy a zarGvizsga-Dizottsig a
28rdvizsgabol kizdr és a zdrdwizsgat csak Uf dolgozat készitése utan tehatek,

A leadott dolgozat, mely POF dokumentum, szerkesztését nem, megtekintését és nyomtatdsat
engedélyezem.

Tudomasul weszem, hogy ar altalam készitett dolgozatra, mint szellermi  alkotas
felhaszndlasara, hasznositasira a Magyar Agrar- és Elettudomanyl Egyetem mindenkori
szellemitulajdon-kezelesi szabalyzataban megfogalmazottak érvényesek.

Tugomasul veszem, hogy dolgozatom elektronikus valtozata feltoltésre kerul a Magyar Agrar
és Elettudomdnyi Egyetem konyvtir repoziteri rendszerébe. Tudomasul veszem, hogy a
megvedett és
nem titkositott dolgozat a védést kdvetden
- titkositdsra engedélyezett dolgozat a benyujtasatdl szdmitott 5 év eltelte utin
nylvanosan eléerhetd és kereshetd lesz az Egyetem konyvar repozitort rendszerében.
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