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1. Bevezetés és irodalmi attekintés

1.1 A buza kalaszfuzariézis jelentosége

Napjainkban vilag termoteriileteinek kozel felén gabonaféléket termelnek, melyek koziil
kiemelendd gazdasagi jelentdséggel bir a rizs, buza, kukorica, arpa. Koziilik az utobbi harom
novénycsoport igen érzékeny a Fusarium gombakkal szemben. A gomba altal okozott
betegség, a kalaszfuzaridzis gyakran el6forduld betegsége a gabonaféléknek, hazankban is az
egyik legstlyosabb problémaja ezen ndvényeknek, mely mennyiségi és mindségi kart is
okozhat.

Maguk a korokozok egy igen diverz gombacsoport tagjai, a Fusarium az egyik
legfajgazdagabb ¢és legjelentosebb genus. Pontos rendszerezésiik nem egyszerli feladat
koszonhetden a nagymértéekli morfologiai és fiziologiai valtozékonysaguknak, valamint
heterogenitasuknak. Mindeniitt megtalalhatoak, igy a gabonaszemeken, a szdron, a talajban, a
gyomokon, de a legnagyobb fertdzéforrast (inokulumot) a terméfoldon maradd fertdzott
ndvényi maradvanyok jelentik. A korokozok altal termelt toxinok kimutathatdak mind a
szalas takarmanyban, az almozdsra haszndlt szalmdban, valamint a raktarban elhelyezett
gabonéakban is (Parry €s mtsai, 1995).

A fuzaridzis napjainkban igen elterjedt betegség, am orszagos felbukkandsar6l mar az
1970-es évektdl kezdve rendelkezésre allnak felmérések. Az utdbbi évtizedekben tobb évben
is eléfordult nagyobb kart eredményezd jarvany (1970, 1975, 1999, 2010), szinte mind tavaszi
vagy korai nyari esdzésekkel voltak osszefliggésben. De nem csak a csapadék jelenléte lehet
fontos kornyezeti tényezd. A meleg homérséklet €s a magas paratartalom egyiittes jelenléte
szinte tokéletes koriilményeket biztosithat a gombak szaporodasahoz. 25 °C feletti idéjaras a
Fusarium graminearum megjelenésének kedvez, de a kissé hiivosebb id6 esetén az
alacsonyabb héoptimumu fajok, mint példaul a Fusarium culmorum is, eléfordulhatnak.

A Fusarium fajok altal termelt masodlagos anyagcseretermékek a mikotoxinok, melyek
allatokra és emberre nézve egyarant veszélyesek. A gabonafélék esetén komoly mennyiségi és
mindségi karokat okozhatnak hozamcsdkkenés révén, valamint azaltal, hogy szennyezett
termény emberi €s allati fogyasztasra is alkalmatlannd valik. A mikotoxinok szdmos allati
betegséget okozhatnak, esetenként vissza is utasitjdk a szennyezett takarmanyt. Karos
hatasukat emberekre is tobb esetben kimutattak.



1.2 A buza eredete és jellemzése

A gabonafélék emberi taplalkozasban betoltott jelentds szerepe vitathatatlan. Emellett
az egyéb felhasznalasi lehetdségei is igen széleskoriiek, igy példaul legtobb orszag a
gabonatermésének egy részét takarmanyozasra, illetve - napjainkban egyre nagyobb
mértékben - bioetanol eldallitasara forditja.

Rendszertanilag a pelyvasok rendjébe, a pazsitfiivek csaladjaba, és a bliza nemzetségébe
tartozik.

A ma termesztett buza (Triticum aestivum L.) hosszii évezredeken at alakult ki a
nemzetség fajaibol. A Triticum nemzetségbe szamos faj tartozik, melyek kromoszémaszam
alapjan csoportosithatéak, kozottiik megkiilonboztetiink diploidokat, allotetraploidokat és
allohexaploidokat. A allo- el6tag arra utal, hogy az egyed két vagy tobb kiilonb6z6 fajbol
szarmazo genomot tartalmaz. A diploid névények 14 kromoszémaval rendelkeznek, s
tobbségiik vad faj. Egy termesztett fajt sorolnak ide, az ugynevezett alakort, mas néven
egynemil buzat (Triticum monococcum). Az allotetraploidok 18 kromoszomaval rendelkez6
fajok, ide tartozik fontos alfajként a durum buza és a tonke (mas néven kétszemii buza). Az
allohexaploidok kozé tartozd novényeknek 42 kromoszémajuk van, a kdzonséges btiza (vagy
kenyérbutiza, Triticum aestivum) is ebbe kategoriaba tartozik.

Europaban a buza nemesitési tevékenység kezdete az 1700-as évekre tehetd,
Magyarorszagon pedig az 1860-as évektdl kezdve folyik blizanemesitdi munka.

1.3 Fusarium genusz altalanos jellemzése

A mai Fusarium nemzetséget el6szor Link (1809) irta le, akkor még Fusisporiumként.
Az elnevezés az idetartozd fajok legjellegzetesebb tulajdonsagara, az orséd alaku (fusiform)
konidiumokra utal. A F. graminearum ¢és F. culmorum, melyek a kalaszfuzariozis
kialakitasban legnagyobb mértékben részt vesznek, rendszertanilag az Ascomycota torzs,
Ascomycetes osztaly, Hypocreales rend, Nectriaceae csalad, Fusarium nemzetségébe tartozik,
mig a Fusarium graminearum teleomorf alakja — a Gibberella nemzetségbe sorolando. A
genusba tartoz6 fajok rendszertana a legvitatottabb, ennek oka a formagazdagsag, a fajon
beliil mutatott valtozékonysadg, de a megjelenésiiket a kiilonbdzé koérnyezeti hatasok is
befolyasoljak. Jelenleg tobb széazra tehetd a leirt fajok szama, filogenetikai értelmezés alapjan
(Summerell és mtsai, 2010).

A leggyakrabban kalaszosokon el6forduld fajok kozé tartoznak Fusarium graminearum,
F. culmorum, F. avenaceum, F. poae. Azonban a fajok jelenléte, dominanciaja nem egyforma
a vilagon: Eszak-Amerikaban, Kozép-Europaban, Ausztralidban F. graminearum, mig
Eszaknyugat-Europaban a F. culmorum jellemzé (Parry et. al. 1995). Magyarorszigon
tobbszor is vizsgaltdk a fajok megoszlasat, mig a dominans faj tekintetében eltérnek
egymastol, addig abban mind megegyeznek, hogy a F. graminearum, F. culmorum jelenléte
mindenesetben jelentds.



1.4 Stressz fogalma, altalanos adaptacios szindroma

A ndvények helyhez kotott életformdjuk miatt szoros kapcsolatban allnak a kozvetlen
kornyezetiikkel, nagymértékben fiiggnek annak allapotatdl. Az onnan érkezd hatdsok
befolyasoljak életciklusokat, terméshozamukat. Ha a kornyezeti tényezdk bizonyos értékei
meghaladjak, vagy éppen nem érik el az adott fajra jellemzd optimalis értékeket, akkor a
novény stresszhelyzetbe kertil.

A stressz fogalmat elészor biologiai és biokémiai rendszerekre Selye Janos fogalmazta
meg:

»az elo szervezetek valamennyi adaptacios reakciojanak a stressz a foglalata, azaz a
stressz egy fajlagos tiinetcsoportban megnyilvanulo dllapot, amely magaban foglal minden
nem-fajlagosan eloidézett elvaltozast egy biologiai rendszeren beliil” (Selye, 1956). Az 6
nevéhez flizédik az ugynevezett altalanos adaptacidés szindroma (General Adaptation
Syndrom GAS) bevezetése is, mely szerint a gyakran eléforduld stresszhatasokra egy tipikus
tiinetcsoport jegyei jelennek meg az él6lényeken, fliggetlentil attdl, hogy mi is a stresszor. A
stressz fogalma és az altalanos adaptacios szindroma kialakulasa novények esetén is
altalanosithato:

A stresszor megjelenése utan nem sokkal egy destabilizacid alakul ki (vészreakcid),
mely akut karosodasban meriilhet ki, illetve normalizalodas kdvetkezhet be. Ez utobbi esetben
ezt egy fokozott ellenallasi szakasz koveti. Ha a stresszor jelenléte nem sziinik meg, akkor ez
az ellenallas ismét csokkenni fog (kimeriilési fazis), és akut kdrosodas, ndvény pusztulasa 1ép
fel (Szigeti, 1988).

Stresszor barmely faktor lehet, mely a stresszt kivaltja az adott fajban.
Megkiilonboztetiink biotikus és abiotikus, illetve antropogén stresszorokat. A kiilonbozd
stresszoroknak megfelelden a novényi védekezd mechanizmusok is eltéréek lesznek.
Azonban ezen mechanizmusok elemeit 2 fobb csoportba tudjuk sorolni: szintoxikus ¢€s
katatoxikus. A szintoxikus elemekhez olyan anyagok tartoznak, melyek alkalmassa teszik a
névényt arra, hogy egylitt tudjon €lni az adott stresszorral (pl. hormonok, ozmoregulatorok,
hésokk fehérjék, poliaminok). A katatoxikus elemek kozé tartozok eltavolitjadk magat a
stresszort a novénybdl, vagy legalabbis semlegesebb formava alakitjak, melyet aztan képesek
lesznek a sejteken kiviilre transzportalni, vagy a vakuolumba juttatni (pl: enzimatikus és nem
enzimatikus antioxidansok, méregtelenité enzimek).

1.5 Gombafertozés és az altala indukalt védekez6 mechanizmusok

Mezbgazdasagi ndvényeinknél, igy a buzandl is komoly problémat okoznak a patogén
gombdk, melyek elpusztitjadk a ndvényt, vagy nagymértékben lecsokkentik a terméshozamot,
illetve annak mindségét is erdsen befolyasoljadk. Ezért fontos a sikeres nemesités
szempontjabol az altaluk indukalt védekezési mechanizmusok alaposabb ismerete. A gombak,
¢letmodjuk alapjan lehetnek biotrofok, nekrotréfok és hemibiotrofok. A karokozdsok
szempontjabdl e két utobbi csoportba tartozok érdemelnek fokozott figyelmet. Az 4ltalunk
vizsgalt Fusarium fajok hemibiotrof életmodot folytatnak. Ezeknél a gombaknal
megfigyelhetd egy haromlépcsds életciklus: az elsd szakaszban a gomba biotrof viselkedésii
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¢s tiinetmentesen novekszik az €16 sejtben. A masodik szakaszban nektrotrofként viselkedik,
¢s novényi szovetek elhalasa kiséri. A harmadik szakaszban a gomba befejezi a teljes
¢letciklusat (Brunner és mtsai, 2013).

A novényeknek két fo stratégidja van arra, hogy felismerje a patogén korokozodkat:az
egyik stratégia a PAMP elnevezést viseli, itt a gombak kitinje elicitorként funkcional, melyek
specifikus receptorokhoz (PRR) ko6tddnek, ezaltal aktivaljak a PTI (PAMP-triggered
immunity) immunvalaszt.

Masik tipusa a védelemnek az ETI (effektor indukalt immunitas — effector triggered
immunity). Ebben az esetben az ugynevezett avirulencia gének (Avr) termékeit ismerik fel az
rezisztencia gének altal kodolt fehérjék (Dodds és Rathjen, 2010).

Az els6 esetben (PTI immunvélasz esetén) aktivalodik a MAP-kinaz kaszkad, mely
kiilonb6z6 ndvényi hormonok altal kozvetitett jelatviteli folyamatokkal egyiittesen védekezési
gének transzkripcidjat inditja el, ezek a gének proteaz gatlok szintézisét, szabad oxigén
gyokok felhalmozodasat iranyithatjak.

ETI immunvalaszt sokszor kiséri HR (hiperszenzitiv reakcid), ahol a gazdasejtek
sejthalalaval lokalizaljdk egy pontban a fertdzést (Jones ¢és Dangl, 2006), valamint
Szisztematikus Szerzett Rezisztencia (SAR- Systemic Acquired Resistance, Leén ¢és
Montesano, 2013). A szisztemikusan szerzett rezisztencianak nevezett védekezési reakcid a
szalicilsavnak és az altala serkentett antioxidansoknak koszonhetéen gatat szab a patogén
szaporodasanak a nem fertdzott szovetekben is. A HR és a SAR esetében is megjelend
oxidativ robbanas egyiitt jar a reaktiv oxigén fajtak (ROS) termelésével, mely majdnem
mindentitt megjelend valaszreakcido novényekben patogén tamadas esetén, €s kulcsfontossag
szerepe van mind a PTI és ETI immunvalaszban (Torres és mtsai, 2006). A ROS termeléshez
tarsuld védekez6 valaszok kozott megtaldljuk a korokozok kdzvetlen modon torténd eldlése, a
gazdandvény sejthaladlanak indukaldsa (HR), és hozzajarul a sejtfal megerdsitéséhez (Bolwell
¢s Daudi, 2009).

1.6 Reaktiv oxigén fajtak (ROS)

Reaktiv oxigénformak a novényben stressz mentes allapotban is keletkeznek, bizonyos
formai tobbek kozott jelatviteli utak elemei lehetnek. Tobb sejtalkotdéban is megjelennek a
kiilonb6zo ¢lettani folyamatok soran, igy példaul a kloroplasztiszban a fotoszintézis soran,
mitokondriumban az elektrontranszport folyamata alatt, sejtfalban peroxidazok hatésara,
endoplazmatikus retikulumban itt a NADPH-fligg6 elektrontraszport alatt, apoplasztban
sejtfalkapcsolt enzimek miikddése miatt, peroxiszomaban glikolsav  oxidacidhoz
kapcsolodoan. De szabalyozott uton termelddhetnek is a sejtmembran kiilsé felén a NADPH
oxidazok 4ltal. A NADPH oxiddz altal termelt ROS szerepet jatszik a jelatviteli
folyamatokban, ndvények egyedfejlodésében, sejthalalban, sztomazarodasban.

Azonban ha a ROS atlépi az élettani feladatok elldtasdhoz sziikséges mennyiséget €s
tobblet mennyiségben jelenik meg, jelentds karokat okozhat nem csak a novényi, hanem a
patogén organizmus sejtjeiben is.

Ezt hasznaljak fel a novények, amikor az dket megtdmado korokozok ellen révid idd
reaktiv oxigén szarmazékok valtozatos funkcidkkal rendelkeznek a patogén fertdzésre adott
valaszreakciokban: nagy mennyiségben halmozddnak fel a fertézés melletti sejtekben és a
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nekrozisok indukalasa révén a kozvetlen védelmet biztositjak a korokozokkal szemben, illetve
a téavolabbi szovetekben, kisebb mennyiségben felszabaduld6 ROS kiilonbozd jelatviteli
utvonalakat aktivalhat.

Ezen funkciok révén a ROS jelentds szerepet jatszhat a koérokozd-ndvény kapcsolat
korai interakcidjadban. Ha a megemelkedett ROS termelédés késobb, a fertdzés
elérehaladottabb allapotaban jelentkezik, és nincs kelléen 6sszehangolva kioltds, akar meg is
konnyithetik a betegséget okoz6 gomba terjedését (Waskiewicz és mtsai, 2014).

1.7 Reaktiv oxigén fajtak tultermelddése elleni védelem nem enzimatikus
és enzimatikus moédjai

Nem enzimatikus €és enzimatikus antioxiddnsok szerepe, hogy megvédjék a sejteket az
oxidativ karosodastol azaltal, hogy kioltjak a reaktiv oxigén szarmazékokat. Amellett, hogy
részt vesznek a védelmi és méregtelenito rendszerben, példaul az aszkorbat képes kdzvetleniil
reakcidba lépni szamos szabadgyokkel és mas oxidalo agenssel, illetve a membranhoz kotott
antioxidansokat képes regeneralni (pl.:a-tokoferolt). A glutation szintén képes kozvetlen
szabadgyok semlegesitésre, valamint a GST szubsztrija, ezaltal a méregtelenitésben is
szerepet kap. Az enzimatikus antioxidansok (SOD, CAT, GR, GPOX, POD, DHAR)
kiilonb6zd reakciok soran eliminadljadk a sejtekre karos szabadgyokoket és reaktiv oxigén
szarmazékokat, vagy konjugatum képzéssel kevésbé karos, és konnyebben szallithaté formava
alakitjadk azokat. Optimalis kornyezeti feltételek mellett eme tobbkomponensii védelmi
rendszer elég, hogy megvédje a sejteket. Ha stresszhatas éri a novényeket gyakran 1ép fel
oxidativ stressz az elsddleges stresszor jelenlétének kovetkezményeképp, mely tobblet ROS
megjelenésével jar. Ez torténik részben tervezett mdédon patogéntamadis esetén is, a
stresszhatasban koszonhetden eléfordulhat azonban, hogy az antioxidans kapacitas csokken,
mely vezethet a gyengébb védekezdképességhez is.

1.7.1 Aszkorbat

Az aszkorbat leggyakoribb, kismolekula sulyl, nem enzimatikus antioxidans, mely
kulcsszerepet jatszik az oxidativ stressz elleni védelemben. Kimutattak, hogy fontos szerepet
jatszik szamos fiziologids folyamatban, igy példaul a novekedésben, differencidlodasban és
anyagcserében.

A legtobb ndvényi sejttipusban kimutathat6 a jelenléte, kiilondsen nagy mennyiségben
fordul el6 a fotoszintézisben szerepet jatszo szovetekben. A sejten beliil a legnagyobb része
(tobb, mint 90%) citoplazméban lokalizalt, azonban milim6los koncentracidban az
apoplasztba is transzportalodik, ahol ez képezi az els6dleges védelmi vonalat a karos oxidans
anyagokkal szemben.

Normalis koriilmények kozott az aszkorbat redukalt 4allapotban taldlhatdé meg a
kloroplasztisztban, ahol a violaxantin de-epoxidaz kofaktoraként miikodik.

Sziikség esetén kozvetlentiil képes reakcioba 1épni a szuperoxid gydkanionnal, hidrogén-
peroxiddal, illetve képes regeneralni az o-tokoferolt. Ezenkiviil fontos szerepe van az
aszkorbat-glutation ciklusban is, ahol az aszkorbat peroxidaz segitségével a hidrogén-
peroxidot vizz¢é alakitja. De mas szabadgydkkel és oxidald agenssel is képes reakcioba 1épni,
ekdzben monodehidroaszkorbinsavva vagy dehidroaszkorbinsavva oxidalodik.
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Fontos marker a novények stressz hatdsokkal szembeni védekezésének vizsgalatakor,
mennyiségének valtozasa, illetve a redukalt-oxidalt formak aranyanak megvaltozasa a stressz
hatas mértékét mutatja (Zechmann 2011).

1.7.2 Glutation

Nagy jelentdségii, nem enzimatikus tripeptid a glutation, mely a sejten beliili ROS altal
indukalt oxidativ karosodas ellen véd. Minden sejtkompartmentben el6fordul, igy
megtalalhatd a  citoszolban,  kloroplasztiszban,  endoplazmatikus  retikulumban,
mitokondriumban, vakuolumban. Szintézisét a y-glutamilcisztein szintetdz és glutation
szintetaz végzi, s mind kloroplasztikus, mind a nem-kloroplasztikus kompartmentekben is
lejatsz6do folyamatrdl beszéliink.

Redukalt és oxidalt allapota kozti egyensuly koézponti komponense a sejtek redox
allapotanak fenntartasaban (Noctor €s Foyer,1998). Ezenkiviil fontos szerepet jatszik
kiilonboz6 biologiai folyamatokban, mint példaul a ndvekedésben, kéntranszport
€s a génexpresszioban szabalyozasaban.

Antioxidansként mikodik, képes reakcioba lépni a szuperoxid gydkanionnal, hidroxil
gyokkel és a hidrogén-peroxiddal, ezért kozvetlen gyokfogoként miikodhet. Megvédi a
makromolekulakat azaltal, hogy képes konjugatumokat képezni. Részt vesz az aszkorbat-
glutation ciklusban, ahol képes redukalni a dehidroaszkorbatot aszkorbatta.

1.7.3 Szuperoxid dizmutaz (SOD 1.15.1.1)

A szuperoxid egy olyan metalloenzim csalad tagja, mely katalizalja a szuperoxid
gyokanion oxidacidjat, melynek eredményeképpen oxigén és hidrogén-peroxid keletkezik.
El6fordul minden olyan sejtben, mely oxigénnel érintkezik.

Héarom osztalya fordul elé a novényekben a benniikk megtaldlhaté fémkofaktorok
alapjan: réz-cink szuperoxid dizmutaz (Cu/Zn-SOD), mangan szuperoxid dizmutdz (Mn-
SOD) ¢s vas szuperoxid dizmutiz (Fe-SOD). Mig a mangan szuperoxid dizmutaz
mitokondrium lokalizalt, addig a vas szuperoxid dizmutaz kloroplasztiszban talalhaté meg. A
réz-cink szuperoxid dizmutaznak harom izoformdja van, melyek eltérd lokalizacidot mutatnak:
citoplazméaban, mitokondriumban, kloroplasztisztban, €s peroxiszomaban is kimutathatoak.
Cu/Zn-SOD cian szenzitiv, és dimer allapotban miikodéképes, mig a masik kettd dimer vagy
tetramer formdban fordulnak eld, és cidnra nem mutatnak érzékenységet.

Aktivitasarol mar leirtdk, hogy kornyezeti stressz hatdsokra novekszik, illetve a
novekedés mértéke korreldl a novény kiilonbozd stresszhatdsokra mutatott tolerancidjaval
(Sharma és mtsai, 2012).

1.7.4 Katalaz (CAT, 1.11.1.6)

Az antioxidans enzimek koziil az els6nek felfedezett és jellemzett enzim. Hem tartalmq,
tetramer enzim, mely a hidrogén-peroxidot vizzé és oxigénné alakitja, s mindek6zben nem
igényel redukald szubsztratot a miikodéséhez, ellentétben mas hidrogén-peroxidot degradalo
enzimekkel.
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Harom f0 osztalyba lehet beosztani: az 1. osztdlyba tartozd katalazok a fotoszintézist
végz6 sejtekben fordulnak eld, és fény altal regulaltak. A II. osztalyba tartozéd kataldzok a
vaszkuldris szdvetekben fordul elé nagy mennyiségben, mig a III. osztalyba tartozoéak a
magban ¢€s fiatal hajtdsokban talalhatdak meg (Sharma és mtsai, 2012).

A stressz tartamatol, intenzitasatdl és tipusatol fliggden fokozhatja vagy csdkkentheti a
katalaz aktivitasat.

1.7.5 Glutation reduktaz (GR 1.6.4.2)

Egy flavoprotein oxidoreduktaz, mely megtalalhatd a prokaridtakban és eukariotakban
egyarant. Fontos szerepe van a védekezésben a reaktiv oxigén fajtakkal szemben: az
aszkorbat-glutation ciklusban az oxidalt glutation redukcidjat végzi NADPH jelenlétében
(Gill és Tuteja, 2010).

Nagy mennyiségben kloroplasztisz lokalizalt, de kis mennyiségben el6fordul a
citoszolban és mitokondriumban is.

A glutationnal egyiitt dontd szerepet jatszik a ndvényekben a tolerancia kialakitasdban
stressz alatt.

1.7.6 Glutation transzferanz ( GST 2.5.1.18)

Egy nagy és diverz enzimcsalad tagja, fobb funkcidjuk koz¢é tartozik a mérgezd anyagok
detoxifikalasa glutationnal, de ezenkiviil szerepet jatszanak a hormon haztartasban, tirozin
metabolizmusban, apoptdzis regulaciojaban és a biotikus illetve abiotikus stresszekre adott
névényi valaszok kialakitasaban (Gill és Tuteja, 2010).

Szekvenciamotivumok alapjdn  csoportositottak  Oket: négy nagy csoportot
kiilonboztetliink meg (tau, phi, zéta és theta) illetve négy kisebb csoportot (dehidroaszkorbat
reduktaz, lambda, tetraklorhidrokinon dehalogenaz és mikroszomalis, 1.1. tablazat)

A specifikusan novényekben eléforduld, nagy variabilitast mutatd phi és tau GSTk sok
kiilonb6zo xenobiotikum GSH konjugacidjat képesek elvégezni. A kiilonbozo stresszhatdsok
kivédésében betoltott szerepiiket széles korben vizsgaltak, és sok esetben talaltak 6sszefliggést
az aktivitas és/vagy génexpresszid mértéke €s a stressztolerancia kozott (Cummins és mtsai,
1999).

A két legnagyobb ¢és diverzebb csoport a phi és tau csoport, tovabba ennek a két
csoportnak a tagjai mutatjdk a legmagasabb glutation konjugdloé aktivitast. A buza phi
csoporti GSTk herbicid indukalhatosdgat Cummins és mtsai. (2003) vizsgaltdk meg. Hat
fehérje katalitikus aktivitdsat hataroztdk meg. Koziilik harom (TaGSTF2, TaGSTF3 és
TaGSTF6) magas GPOX aktivitassal rendelkezik. TaGSTF1, TaGSTF6 amellett, hogy magas
konjugald aktivitassal rendelkeztek a CDNB szubsztrattal szemben.

A tau csoportu GSTk jelentOs szerepet jatszanak az oxidativ stressz elleni védekezésben
i, hiszen az oxidativ stressz soran termel6dé masodlagos metabolitokkal szemben is
mutatnak konjugal6 aktivitast (Roxas és mtsai. 1997; Kilili és mtsai, 2004). Négy tau
csoportba tartozd buza GSTt azonositottak Thom és mtsai (2002), akik meghatdroztak ezek
szubsztratspecifitasat is. Kiemelkedéen magas CDNB bontd aktivitdssal rendelkezik a
TaGSTUZ2 fehérje. A TaGSTUL enzim egy stresszmetabolit analdéggal (krotonaldehiddel)
szemben mutat a tau csoport tobbi tagjahoz viszonyitva kiemelkedd konjugalé aktivitast, ami
utal az oxidativ stressz elleni védekezésben betoltott szerepére.
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1.1. tablazat: glutation transzferdz izoenzimcsalad csoportjainak elnevezése ¢s jelolésiik

GST csoportok Gének jelolése
phi GSTF
tau GSTU
zéta GSTZ
théta GSTT

dehidroaszkorbat reduktaz GSTDHAR
lambda GSTL
tetraklorhidrokinon dehalogenaz GSTTCHQD

mikroszomalis GSTM

1.7.7 Gvajakol peroxidaz (Classll peroxidase, GP0X 1.11.1.7)

Egy hem tartalmt protein csalad, mely széles korben eléfordul az éldvilagban, igy az
allatok, novények és mikrobak korében is. Négy konzervalt diszulfid hidat tartalmaznak, €s
két Ca®* iont. Sok izoenzime fordul el6, ezek megtalalhatoak a vakuolumban, a sejtfalban és a
citoszolban. Sok folyamatban jatszik szerepet, igy példaul TAA degraddcioban,
lignifikacioban, etilén bioszintézisben, és a biotikus/abiotikus stressz elleni védekezésben
(Gill és Tuteja, 2010).

Hatékony kioltoként mitkddik reaktiv oxigén koztesformak és peroxi gyokok esetén.
Miikoédése soran eldnyben részesiti az aromds elektrondonorokat, mint a gvajakolt vagy a
pyrogallolt.

Szerepiik van fuzarium fert6zésre adott valaszreakcidkban is. Buza esetében a Fusarium
fajok koziil a legjelentésebben F. graminearum, F. culmorum és F. oxysporum emelte meg a
névényi sejtek POD aktivitasat (Gherbawy és mtsai, 2012).

1.8 Fuzarium fert6zés hatasa a buza méregtelenitésére, antioxidans
védekezésésre

A Fusarium fajokkal szembeni ellenallas kialakitasa a buzaban egyike az els6dleges
feladatoknak, amiket a nemesitdknek meg kell oldaniuk. Ehhez azonban sziikséges a
hattérben lejatsz6dé molekularis mechanizmusok ismerete, ami még napjainkban is sok
hianyossagot tartalmaz.

A gombafertdzés kiilonb6zé védekezd mechanizmusokat indukal, de nem csak
milkddésiiket érdemes kutatni, hanem azt is figyelemmel kell kdvetni, mely gének azok,
melyek aktivalodnak egy-egy ilyen fertdzés sordn, illetve mik azok, amiket a ndvény
elcsendesit a jobb védekezés érdekében.

Szamos analizis eredményeit publikaltdk az elmult 10 évben, melyek a fuzarium
fertdzés hatasara megjelend géneket, fehérjéket hivatottak azonositani.

Ko6z0s vonasként lehet emliteni tobbek kozott az antioxidans védekezés ¢és
méregtelenités elemeit. Zhou és mtsai 2005-ben mutattak ki a fuzarium indukalhatosagata
SOD, CAT és DHAR enzimeknek és a méregteleitd enzimek koziil a GSTket emelték ki. A
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novényi GST génekrdl korabban is kimutattdk, hogy patogének altal kivaltott fertézések
indukéljak a regulacidjukat (Dudler és mtsai, 1991). igy példaul TaGSTA1, TaGSTF5 és
TaGSTF6 is nagyobb mennyiségben keriilt atirasra, F. graminearum fert6zés alatt (Dudler és
mtsai, 1991).

Ravensdale és mtsai 2014-ben megjelent publikacidjukban a F.graminearummal
kapcsolatos védekezési reakciok indukélhatosagat vizsgaltadk. A széles korli microarray
kisérlet eredményeként egy ijabb csoportjat azonositottak a buza védelmi génjeinek, melyek
a fuzarium fertézés hatasara megemelkedett mRNS szintet mutatnak. Itt is szerepeltek a GST
gének, I11-as osztalyu peroxidaz gének kiséretében.
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2. Célkituzések

Munkank soran azt tiiztlik ki célul, hogy megvizsgaljuk, milyen mechanizmusok jatszodnak le
a rezisztens és szenzitiv buza vonalak zaszloslevélben Fusdrium fert6zés alatt.
Kutatasaink soran a kovetkez6 kérdésekre kerestiik a valaszokat:

1. Rezisztens és szenzitiv buza vonalak esetén hogyan reagalnak a nem enzimatikus
antioxidans védekezési mechanizmusok a patogén fertézésre?

2. Mely enzimatikus antioxidans és méregtelenité folyamatok er6sddnek, illetve
gyengiilnek a fertdz¢s alatt?

3. Jelennek-e meg fehérje szinten valtozasok a méregtelenitésben? Es génexpresszio
szintjén mely valtozasok kovethetéek nyomon?

4. Mely elemek teszik lehetdvé a szisztematikus szerzett rezisztencia, illetve a fertdzés
kialakulasaval szembeni rezisztencia megjelenését?
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Andvénynevelés és a kisérletek elokészitése

Kisérleteink soran 4 kiilonboz6 btza vonalat hasznaltuk fel. 3 vonal egy keresztezés
beltenyésztett populacioibol szarmazott, melyeket a szegedi Gabonakutatd Nonprofit KHT
bocsatott a rendelkezésilinkre. A két sziilo, melyeket felhasznaltak a keresztezéshez stressz
rezisztens, széles korben termesztett fajtdk voltak: GK Mini Mand, mely szarrozsdaval
szembeni ellenallonak bizonyult és a Nobeoka Bozu, mely a leghatékonyabb fuzarium
rezisztenciaval rendelkezd buzavonalak egyike pedigréjében megtaldlhatéak a
Wangshubai/Sumai3/Yangangfanzhou sziildk. Ezen kiviil egy fajta szerepelt még a vizsgalat
vonalak mellett az extrém fuzéarium ellenallé Sumai3.

A novényeket a szegedi Gabonakutato KHT munkatérsai vetették és nevelték 3 egymast
kovetd évben a tenyészkertben. A ndvényanyagokat &sszel (oktober kozepe) vetették el a
Gabonakutatd tenyészkertjében (Szeged, Kecskés telep). 4 kiilonb6zd vonalat vetettek el,
mindegyiket kiilon, 1,5 m hosszisagl parcellakba.

A 4 vonal 4 kiilonbozé parcellaban keriilt vetésre, és két kiilonbozé kezelésben
részesiiltek. Viragzas utan a ndvényanyagot Fusarium graminearum és Fusarium culmorum
izolatummal fertzték, illetve mindenhol volt egy kontroll csoport.

A fertdzés a virdgzast kovetden kertilt sorra, de még a tejes érést megelézden. A fert6zo
anyag eldallitasara 5-7 nap volt sziikség, majd a gombaszuszpenzidt a felhasznalasig 4°C-on
taroltak.

A fert6zés soran az egyenletes fedettség érdekében kézi permetezdvel juttattak 15-20 ml
szuszpenziot 15-25 kalaszbol allo csokorra (3.1. kép). A novényeket F. graminearum, illetve
F. culmorum izolatumokkal fert6zték. Az inokulaciot kovetden a fert6z6 kalaszcsokrokat
polietilén zacskoval fedték le 48 orara (3.2. kép).
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3.1. Tablazat: A buza vonalak parcellaszdmai és egységes elnevezésiik

3.2. kép: Az inokulaciot kdvetden
a mintavétel a tejes (mas néven zold érés) fazisban tortént, zaszloslevélbol és kalaszbol.

2. év 3.év (a) 3. év(b)

474 2147 2017 Rezisztens 1
483 2148 2018 Szenzitiv 1
488 2149 2019 Szenzitiv 2

561 (Sumai3)

2151 (Sumaid)

2021 (Sumai3)

Rezistens 2 (Sumai3)
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A beltenyésztett vonalakat a parcellaszamok alapjan azonositottak a Gabonakutaté KHT
tenyészkertjében. A kiilonbozé évek soran a vonalak egymastol eltéré szamokkal lettek
jelolve (mivel mas-mas parcellakra keriiltek), melyeket a konnyebb kovethetdség érdekében
atneveztiik és egységesen Rezisztensl, Szenzitivl, Rezisztens2 és Szenzitiv2 néven lesznek
emlitve (3.1.Tablazat). A vonalak betegség ellendllosagardl elozetes GKI KHT
tenyészkertekben végzett kisérletek alapjan kaptunk informacidkat. A mintavételt a
zaszloslevelekbdl végeztiik kb. 11 nappal az antézis utan és 8-9 nappal az inokulacié utan.

3.2 Nem enzimatikus antioxidansok vizsgalata

3.2.1 Osszes aszKorbat és a redukalt aszkorbat tartalom meghatarozasa

A minta feltarasadhoz 200 mg ndvényi anyagot dorzsoltiink el eldhtitdtt dorzsmozsarban
1ml 5%-0s TCA-val (triklorecetsav). Ezutan a homogenizatumot eppendorff csébe
gyijtottik, majd lecentrifugaltuk (4 °C-on, 6000 rpm, 20 perc). A feliilaszo6t hasznaltuk
tovabb a meghatarozashoz.

Redukalt aszkorbat méréséhez 100 pul 75 mM-os foszfat puffert és 100 ul mintat
pipettaztunk egy félkémcs6be, majd ehhez 200 pl tisztitott vizet adtunk. 500 pl 10%-0s TCA-
t mértiink bele. Ezek utan 400 pl 43%-0s foszforsavat, 400 ul 4%-0s bipiridilt adtunk a
reakcidhoz, majd keverés kozben 200 pl 3%-0s vas-kloridot adtunk hozza. A csoveket ezt
kovetden 37 °C-on 1 oOran at inkubdltuk, majd spektrofotométer segitségével 525 nm-en
megmeértiik az OD-t.

Osszes aszkorbat meghatarozasa soran a 100 p 75 mM-os foszfat pufferhez és 100 pl
mintahoz 100 ul DTT-t (ditiotreitol) adunk és inkubaljuk 10 percig szobahdmérsékleten. Majd
100 pl 0,5%-0s N-etil-malemidet adunk hozza, és inkubaljuk 30 masodpercig, ezzel allitjuk le
a DTT altal katalizalt reakciot. A reakcidelegy elkészitése ezek utan megegyezik a redukalt
aszkorbatnal leirtakkal.

A méréshez tartoz6 standardot redukalt aszkorbatbol készitettiik.

3.2.2 Osszes glutation és oxidalt glutation tartalom meghatarozasa

A novényi mintdk kezelése az aszkorbat meghatarozasnal leirtak alapjan tortént. Az
Osszes glutation méréséhez a feliiluszobol 20 pl-t mértiink ki, ehhez 525 ul 0,1 M-os Na-
fosztat puffert ( pH 7,5) adtunk. Ezt kévetden 250 ul 1 mM-os DTNB-t, 200 ul 1 mM-os
NAPH-t és 14,6 ul glutation reduktazt mértiink a kiivettaba. 30 masodperccel késébb 412 nm-
en meghataroztuk az OD-t.

Oxidalt glutation esetén a feliiluszobol 100 pl-t vettiink ki, ehhez 2 pl 2-vinilpiridil-t
adtunk. Ezt keverés kovette, majd 1 o6ran at inkubaltuk szobahémérsékleten a mintakat. Az
inkubdcid letelte utdn 25 pl-t kivettiink a reakcidelegybdl, és az Osszes glutation mérésénél
leirtaknak megfelelden folytattuk a mintdk vizsgélatat.

3.3 Enzimatikus aktivitas meghatarozasa

3.3.1 Szuperoxid-dizmutaz (SOD)

A ndvényi mintakat jégen 1 ml extrakcids puffer (50 mM-os foszfat puffer) hozzdadéasa
¢s mintanként 10 mg PVPP jelenléte mellett eldorzsoltiik. Ezt kdvetden 20 percen keresztiil
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centrifugaltuk (4 °C-on, 12000 g). A feliiliszobol 50 pl-t, mint enzimkivonatot pipettaztunk at
a kiivettakba, majd hozzdadtunk 50 pl nitroblue tetrazéliumot (NBT), és 50 ul riboflavint. 15
perc inkubdcié utan 560 nm-en megmértiik spektrofotométer segitségével a keletkezett
formazin extinkciojat.

Az enzim aktivitasat az NBT riboflavin jelenlétében torténd fotokémiai redukcidjanak
gatlasa alapjan hataroztuk meg (Dhindsa és mtsai, 1981). Ebben az esetben egy enzimegység
(unit) azt az enzimmennyiséget jelenti, amely a fény jelenlétében az NBT 50%-nak gatlasara
képes.

3.3.2 Katalaz (CAT)

A novényi mintdkat a SOD-nal leirtak alapjan kezeltilk, majd az enzimkivonatbol
100 pl-t, 50 Mm-os foszfatpufferben, H;O, hozzaadasaval egy 3 ml-es végtérfogata
reakcidelegyben vizsgaltuk. Spektrofotométerrel 240 nm-en hataroztuk meg pontosan a H,O;
bomlasat az 1. és a 2. perc kdzott mért extinkcidvaltozasbol.

3.3.3 Glutation reduktaz (GR)

A reakcioelegy a SOD-ndl leirtak szerint kezelt 100 pl hajtds fehérjekivonatot, 50 ul
2 mM-os NADPH-t, 50 ul 20 mM-os GSSG-t (glutation-diszulfid) tartalmazott, 550
ul 200 mM-os foszfat pufferben (pH 7), 0,75 ml végtérfogatban. A reakcio 250 ul 250 mM-os
DNTB hozzédadasaval indul, melyet a GR enzim altal katalizalt reakcioban keletkezett GSH
redukal. Fél perc utan kezdtiik el az extinkcidvaltozast mérni 412 nm-en az 1,6-dik perc
végéig. Egy enzimmennyiség az az enzimmenyiség, mely 1 perc alatt 1 pmol GSSG
redukciojat katalizalja (Smith és mtsai, 1988, Csiszar és mtsai, 2004).

3.3.4 Glutation transzferaz

A SOD-ndl leirtak alapjan el0készitett fagyasztas nélkiili enzimkivonatbol 100 pl-t
felhasznalva készitettiik el a reakcioelegyet. Az enzimen kiviil 800 ul 100 mM-os foszfat
puffert (pH 6,5), 50 ul 20 mM-0s CDNB-t és 50 ul 20 mM-0s GSH-t adtunk hozza a
reakcidelegyhez. A mérést 1,5 perc utan kezdtiik meg 340 nm-en, és 1,6 percen keresztiil
tartott.

3.3.5 Gvajakol peroxidaz (POD)

A mintdkat a SOD-ndl leirtak alapjan kezeltikk, az enzimaktivitdas méréséhez. 25 pl
fehérjekivonatot, 1%-0s gvajakolt, 50 mM-os foszfat puffert (pH 7), 1 mM-os EDTA-t
tartalmazo reakcidelegyiinkhdz 1%-0s HyO»-t adtunk, ezzel katalizalva a reakcidt. Az enzim
aktivitdsat 470 nm-en mért, 1 perc alatt bekdvetkezd ndvekedés alapjan hataroztuk meg.
Enzimegységnek az 1 pumol tetraguaiakol képzddését 1 perc alatt katalizalo
enzimmennyiséget vettitk (Upadhaya és mtsai, 1985).

3.3.6 RNS izolalas

A novényekbdl szarmazo Osszes RNS preparalasra koriilbeliil 100 mg szaraz ndvényi
anyagot folyékony nitrogénnel és kvarc homokkal dorzscsészében homogenizaltuk. Ezutan
1ml TRI-reagenst (1,82 M guanidium izotiocianat, 11,36 mM natrium-citrat, 200 mM
kalium-acetat pH 4, 0,73 mM N-lauril-szarkozin, 44 mM B-merkaptoetanol, 45,45% fenol)
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adtunk hozzd, majd 65 °C-on 3 percig inkubaltuk a mintdkat. Inkubalds utan 200 pl
kloroformot tettiink hozza €s 3 perces centrifugalas utan szobahdmérsékleten allni hagytuk.
Majd Gjabb 15 perces centrifugalas (4 °C-on, 12000 g) kovetkezett. A felsé vizes fazist 375 pl
kloroform:izoamilalkohol (24:1) elegyet tartalmazd eppendorfba pipettaztuk at. Ismét
centrifugalas (15 perc, 4 °C, 12000 g) kovetkezett, majd a feliiliszot 500 pl izopropanolhoz
adtuk és 10 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk.

A feliiliszot lepipettaztuk és a csapadékra 500 pl 70%-os etanolt tettiink, és ismét
centrifugaba (15 perc, 4 °C, 12000g) tettiik a mintakat.

Az alkohol eltavolitasat kovetden 30 ul DEP-es vizben feloldottuk az RNS-t
(Chomcyznski és Sacchi, 1987), mennyiségét 260 nm-en mért optikai denzitas pontos
meghatarozasaval, spektrofotométer segitségével hatdroztuk meg. Az RNS mennyiségét és
tisztasagat az OD2go/OD5gg €s az OD20/OD23p aranyok alapjan szamitottuk, illetve 1%-0S
agar0z gélben, elektroforézissel ellendriztiik.

3.3.7 DNaz kezelés és cDNS iras

Az 0ssz novényi RNS prepardlast Chomczynski €s Sacchi (1987) szerint végeztiik.
100 mg kiindulasi anyagot dorzscsészében folyékony nitrogén ¢és kvarchomok
felhasznalasaval homogenizaltuk ¢és hideg allapotban, ribonukledz mentes kornyezet
biztositasaval, 1 ml feltar6 pufferbe helyeztiik. A feltdr6 puffer guanidium izotiocianatot
(1,822 M), natrium-citratot (11,36 mM), kalium-acetatot (200 mM, pH 4.0), N-lauril-
szarkozint (0,7341 mM), B-merkaptoetanolt (44 mM), vizzel telitett fenolt (45,45 %)
tartalmazott. Az elegyet 65 °C-on 3 percig inkubaltuk, ezt kovetden legalabb harom percig
szobahdmérsékleten allni hagytuk. Majd 5:1 (V:V) kloroform hozzdadasa utan 4 °C-ra
eléhiitott centrifugaban 15 percig centrifugaltuk (10 000 x rpm, 10 845 g). A mintak feliiliszo
részét atpipettaztuk egy-egy 750 ul kloroform: izopropil-alkoholt (24:1) tartalmazé Eppendorf
csébe. Ujabb centrifugalas (15 perc 10 000 x rpm, 10 845 g) utan a mintak feliiluszo részéhez
egy ujabb Eppendorf csében 500 pl izopropanolt adtunk. Majd szobahdmérsékleten
inkubaltuk legfeljebb 10 percig. Centrifugalas utan, és az RNS csapadékot 70 %-0s etanollal
mostuk. A mosast kovetden 25 ul dietil-pirokarbonat (DEP) kezelt steril desztilldlt vizben
feloldottuk az 0SSZRNS-t. Az RNS mennyiségét a 260 nm-en mért optikai denzitas
meghatarozasaval, spektrofotométeren ellendriztiik (U-3310 Spectrophotometer, Hitachi,
Tokio, Japan). A mintak tisztasagara és mindségére az OD260/0OD280 és az OD 260/230
aranybol kovetkeztettiink, illetve elektroforézissel (1%-os agardz gélben) ellendriztiik az
esetleges degradaciot.

Az RNS mintak genomi DNS szennyezettségétdl vald megtisztitdisahoz DNaz kezelést
végeztiink. 12 pul RNS minta DNéaz emésztését 40 pl végtérfogatban 4 pl 10x-es puffer és 4 U
DN4z enzim (Fermentas) illetve 100 U Ribonukledz inhibitor hozzdaddsaval oldottuk meg.
Az elegyet 37 °C-on 30 percig inkubaltuk, majd 65 °C-on inaktivaltuk a Fermentas cég
hasznalati Utmutatéja szerint. Az elegybdl a fehérjéket 150-150 pl fenol, kloroform
hozzaadasaval eliminaltuk, 15 perc 10 000 x rpm (10 845 g) centrifugalast kovetden egy
ujabb kloroformos tisztitasi lépés utan (1:1, v:v) a genomi DNS szennyezddéstdl megtisztitott
0ssz RNSt 109,09 mM-os Na-acetat és 96% etanol elegyével precipitaltuk. Az igy nyert RNS
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csapadékot 20 pl steril, DEP-kezelt desztillalt vizbe visszaoldottuk, majd tisztasdgat és
mennyiségét a fent ismertetett moédon ellendriztiik.

A tisztitott RNS mintabol 0Osszesen 1 pg-ot reverz transzkripcioval cDNS-sé
alakitottunk random hexamer primerek (Biotium) segitségével. A reakciot 20 pl
végtérfogatban végeztiik, a gyartd (Fermentas, Burlington, Canada) utasitasait kovetve. Els6
1épésben 5 percig 70 °C-ra hevitettiik a templatot (2 pg), és a random hexamert (50 ng), majd
4 ul tomény reakciopuffer, 10 mM 4 dNTP mix (1 mM végkoncentracio) és 20 U ribonukleaz
inhibitor hozzdadasa utin az elegyet 25 °C-on, 5 percig inkubaltuk. Ezutén a reakcidéhoz
200 unit reverz transzkriptdz enzimet adtunk, mellyel egy 6rdig inkubaltuk az elegyet 37 °C-
on. A reakciét 10 perces 70 °C-os hevitéssel allitottuk le, amit ribonukledz kezelés kdvetett:
50 U ribonukleaz A hozzaad4saval 37 °C-on 20 percig.

3.3.8 qRT- PCR

A vizsgalt gének kifejezddését kvalitativ RT PCR technikédval kovettiik nyomon. A
kivalasztott génre az a Primer 3 szoftver (http://frodo.wi.mit.edu/) segitségével terveztiik, a
primereket tablazatban foglaltuk 6ssze (3.2. tablazat). A szintetizalt cDNS eket 1: 20 aranyban
higitottuk nukledz mentes vizzel. A reakcioelegy 20 ul végtérfogat volt, amiben az egyes
oligonukleotidokat 150 uM végkoncentracioban voltak jelen, valamint 9 pl a higitott cDNS
b6l és 10 ul a 2x SYBR Green PCR Master Mixb6l (Applied Biosystems, Foster City,
California). Minden reakcié esetében legalabb harom parhuzamos mérést végeztiink. A
kvantitativ PCR-t MJ research PCR késziilékkel ¢s BioRad (Hercules, California) Real Time
PCR Detektorral végeztiik. A reakcié 10 perces 90 °C-os hevitéssel kezdédott, majd 41 ciklus
kovetkezett az alabbi paraméterekkel: 95 °C-on 15 masodperc és 60 °C-on 1 perc. A
SYBRGreen festék fluoreszcencia intenzitdsat a ciklusok soran minden amplifikacios 1épés
utan detektaltuk Opticon Monitor szoftver segitségével (BioRad, Hercules, California). A
PCR lefutasat kovetden a termék specifikussagat olvadasi gorbe detektalasaval ellendriztiik:
55 oC t61 90 oC-ig (0,2 oC 0,2 s-1). Az adatok analiziséhez a 2-AACt modszert alkalmaztuk
(Livak ¢és Schmittegen, 2001). A kontroll értékei a transzkript szint relativ egységei. A
referencia gének EF 1 és egy ismeretlen funkcidval rendelkezd fehérjét kodolo gén (NP 1)
voltak, amelyek konstitutiv expressziot mutattak buza zaszloslevélben szemfeltoltédés alatt
(Jukanti és mtsai. 2008). 2"**“* modszert alkalmaztuk.
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3.2. Tablazat: A kvantitativ RT-PCR-hez felhasznalt oligonukleotidok

Acc. No Név Szekvencia (5°-37)
EF 1 (AK334915) F EF aacttcacctcccaggtcat
EF 1 (AK334915) R gtcaccagctcaggcaaactt
NP_1 (AK335868) F NP ccaagacgaagcagaacaga
NP_1 (AK335868) R acacatccaacgcaagagagaa
AJ414698 F GSTU1B cggagggaaggaacaaataa
AJ414698 R cactgactgacccaaccaac
AJ414699 F GSTU1C ggtagttgtttggttttgttagtgtga
AJ414699 R gcaggtggcaacacttgaca
AJ414700 F GSTU2 ccgtgctcgcettggat
AJ414700 R ggcctgagtctgtgtgtttgt
X56004 F GSTA2 ttcgagtgcatcatcattcc
X56004 R ccttcaccttggggtactca
AY064481 F GST19E50 agcagcaaccaagggaaaaat
AY064481 R cgccacgttcgtcgacatg
AF002211 F GSTZ atgagagccttgaggtgott
AF002211 R cacacatctcccaaatggac
AJ441055 F GSTF6 caagaagccgtgatttgcta
AJ441055 R gcgacaccaacaagaaaaga
AY857756 F Prx2 cggctcggttctgcetg
AY857756 R gcgtctggttcggcettc

3.3.9. Statisztikai kiértékelés

A kisérleteket minimum két biologiai ismétlésben végeztiik el, legalabb 3-3 parhuzamos
méréssel. A dolgozatban bemutatott adatok egy reprezentativ kisérlet adataibol szamitott atlag
értékek a hozza tartozo szorassal (standard deviancia, = SD). Amennyiben az SD értékek

kisebbek, mint az adatot jelz6 jeldlés, az abrakon nincsenek feltlintetve.

A kontrolltol valé szignifikans kiilonbségeket Student-féle t-teszttel allapitottuk meg

P<0.05 (*), 0.01 (**) vagy 0.001 (***) valoszinliségi szinteken.
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4. Eredmények és értékelésiik

Kisérleteinkhez 4 buza vonalat hasznaltunk fel (2 vonal rezisztens, 2 vonal szenzitiv),
melyeket viragzas utan fertéztiink Furdsium graminearum illetve F. culmorum izolatumokkal.
A mintavétel zaszloslevelekbdl tortént, a tejes érést kovetden.

A fert6zés szemmel lathat6 tiineteket produkalt a kaldszon a két szenzitiv és ez egyik
rezisztens vonalnadl (ezek a buzavonalak szarmaztak a GK Mini MandxNobeokabozu
keresztezésébol), mig Sumai3 vonal (Rezissztens2) teljes rezisztenciaval rendelkezett, ezen a
vonalon nem volt 1athato a fert6zés.

A kisérletek soran egyarant vizsgaltuk a zaszlos levélen a nem enzimatikus (aszkorbat,
glutation tartalom) és az enzimatikus antioxidans rendszereket (SOD, CAT, GR, GST,
GPOX), illetve a fert6zés hatasara bekovetkezd valtozasokat a génexpresszid szintjén is GST
gének €s egy peroxidaz gén esetében.

4.1 Fuzdrium fert6zés hatasa az aszkorbat és glutation tartalomra

Az aszkorbéat €s glutation a nem enzimatikus antioxidansok koziil kiemelkedd szerepet
jatszanak mind biotikus, mind abiotikus stresszhatdsok esetén. Oxidalt és redukalt formajuk,
illetve ezek aranyanak valtozasa fontos informacioforras a novényt €érd stresszhatas mértékét
illetéen, valamint a védekezd képesség markere.

A kontroll novények esetében a Rezisztens2 (Sumai3) vonalnal lathat6 a legmagasabb
Osszes aszkorbat tartalom, és a legmagasabb oxidalt aszkorbat tartalom, mig a legkevesebb a
Szenzitiv2 vonalnal figyelheté meg (4.1. abra). A kezelést kovetden az esetek tobbségében a
redukalt aszkorbat mennyisége szignifikdns emelkedést mutatott, féleg a Rezisztens2-nél, a
dehidroaszkorbat mennyisége egyértelmiien nétt a Szenzitivl vonalnal mind a két Fusarium
faj fert6zését kovetdéen, mig a Szenzitivl-nél csak a F. culmorum indukalt novekedést, a F.
graminearum nem (4.2. abra és 4.3. abra).

Az aszkorbat a reaktiv oxigén fajtdk termelddése esetén védelmi funkciot lat el a
novényben. Ahol megnovekedett a dehidroaszkorbat tartalom (Szenzitivl, Szenzitiv2), ott a
reaktiv oxigén fajtak vélhetdleg nagyobb mennyiségben termelddtek, ezért tobb aszkorbat
alakult at. A Sumai3 (Rezisztens2) egy, a fertézés kialakulasaval szemben is rezisztenciat
mutatd nemesitett vonal, mely a patogén fert6zésnek képes ellenallni. Feltehetdéen a fejlett
védekezd mechanizmusanak része a kontroll esetben is magasabb aszkorbat tartalom és annak
indukalhatdsaga elicitor jelenlétében.
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4.1. abra: Kontroll biza novények (GK Mini MandéxNobeokabozu beltenyésztett vonalak:
Szenzitivl,2 és Rezisztensl és Sumai3: Rezisztens2) zaszlos leveleinek aszkorbat tartalma. A
*-gal jelolt minta az aznapi kontrollt6l P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001 (***) valoszinliségi
szinteken szignifikdnsan kiilonbozik (n=3). A *-gal jelolt valtozas a dehidroaszkorbat
értékekre vonatkozik, mig a *-gal jelolt valtozasok az aszkorbat értékekre vonatkoznak.
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4.2. abra: Fusarium culmorum btza novények (GK Mini ManoxNobeokabozu
beltenyésztett vonalak: Szenzitivl,2 és Rezisztens] ¢és Sumai3: Rezisztens2) zaszlos
leveleinek aszkorbat tartalma. A *-gal jelolt minta az aznapi kontrolltol P<0,05 (*), 0,01 (**)
vagy 0,001 (***) valdszinliségi szinteken szignifikdnsan kiilonbozik (n=3). A *-gal jelolt
valtozas a dehidroaszkorbat értékekre vonatkozik, mig a *-gal jelolt valtozasok az aszkorbat

értékekre vonatkoznak.
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4.3. abra: Fusarium graminearum fert6zott buza novények (GK  Mini
ManoéxNobeokabozu beltenyésztett vonalak: Szenzitivl,2 és Rezisztensl és Sumai3:
Rezisztens2) zaszlos leveleinek aszkorbat tartalma. A *-gal jelolt minta az aznapi kontrolltol
P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001 (***) valosziniségi szinteken szignifikdnsan kiilonbozik
(n=3). A *-gal jelolt valtozas a dehidroaszkorbat értékekre vonatkozik, mig a *-gal jelolt
valtozasok az aszkorbat értékekre vonatkoznak.

A glutation tartalom a kontroll ndovényeknél alacsony szintet mutatott, az oxidalt
glutation a két rezisztens vonal esetén mutatott magasabb értéket (4.4. abra).

A F. culmorum fert6zés a Szenzitivl, Szenzitiv2 és Rezisztens2 vonal esetén emelte
meg szignifikdnsan a glutation tartalmat, és minden novény esetén csokkentette az oxidalt
glutation szintet (4.5. abra). F. graminearum fert6zés alatt a Rezisztensl mutatott kiugro
értékeket, illetve a tobbi minta esetén az oxidalt glutation is ndvekedést mutatott (4.6. abra).
Valamint lathato, ahol a glutation nagyobb mennyiségben taldlhatdé meg, ott az
dehidroaszkorbat tartalom kisebb, a redukalt aszkorbathoz képest.
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4.4. abra: Kontroll baza névények (GK Mini Man6xNobeokabozu beltenyésztett vonalak:
Szenzitivl,2 és Rezisztens] és Sumai3: Rezisztens2) zaszlos leveleinek glutation tartalma. A
*-gal jelolt minta az aznapi kontrolltél P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001 (***) valoszinliségi
szinteken szignifikansan kiilonbozik (n=3). A *-gal jelolt valtozas az oxidalt glutation
értékekre vonatkozik, mig a *-gal jelolt valtozdsok a redukalt glutation értékekre
vonatkoznak.
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4.5. abra: Fusarium culmorum btaza novények (GK Mini ManoxNobeokabozu
beltenyésztett vonalak: Szenzitivl,2 és Rezisztensl ¢és Sumai3: Rezisztens2) zaszl0s
leveleinek glutation tartalma. A *-gal jel6lt minta az aznapi kontrolltol P<0,05 (*), 0,01 (¥*)
vagy 0,001 (***) valoszinliségi szinteken szignifikdnsan kiilonbozik (n=3). A *-gal jelolt
valtozas az oxidalt glutation értékekre vonatkozik, mig a *-gal jelolt valtozasok a redukalt
glutation értékekre vonatkoznak.
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4.6. abra: Fusarium graminearum fertézott buza ndvények (GK  Mini
ManoxNobeokabozu beltenyésztett vonalak: Szenzitivl,2 ¢és Rezisztensl és Sumai3:
Rezisztens2) zaszlos leveleinek glutation tartalma. A *-gal jelolt minta az aznapi kontrolltol
P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001 (***) valoszinliségi szinteken szignifikansan kiilonbozik
(n=3). A *-gal jelolt valtozas az oxidalt glutation értékekre vonatkozik, mig a *-gal jelolt
valtozasok a redukalt glutation értékekre vonatkoznak.

4.2 Fertozés hatasa az enzimatikus rendszerekre

Szuperoxid-dizmutaz enzim a kontroll ndvények esetén Rezisztensl-nél mutatta a
legnagyobb aktivitast, mig a legkisebbet a Rezisztens2-nél. A fertézéseket kovetden a F.
culmorum hatasara miikodése a Rezisztensl-nél nétt szignifikansan, mig F. graminearum
esetén a Szenzitivl-nél lathatunk kiugré aktivitast (4.7. abra). A szuperoXid-dizmutaz az
egyike azon kulcsenzimeknek, melyek H,O, termelésében jatszanak szerepet. Tobb
kutatocsoport is kimutatta, hogy miikddése megnovekszik buzdban Fusarium fertézés
hatasara, ezzel eldidézve a H,O, mennyiségében bekdvetkezd robbanasszerli ndvekedést,

melynek szdmos hatdsa van a patogén fert6zések esetén (Zhou és mtsai, 2005, Zhang ¢és mtsai,
2013).
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4.7. abra: Kontroll, Fusarium culmorum és Fusarium graminearum fert6zott buza
novények (GK Mini MandéxNobeokabozu beltenyésztett vonalak: Szenzitivl,2 és Rezisztensl
¢s Sumai3: Rezisztens2) zaszlos leveleinek SOD aktivitasa. A *-gal jelolt minta az aznapi
kontrolltol P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001 (***) valoszinliségi szinteken szignifikansan
kiilonbozik (n=3).

Katalaz aktivitasa a kontroll novények esetén a Szenzitivl vonalndl mutatta a
legalacsonyabb értékeket. A masik szenzitiv vonal esetében csokkenést tapasztaltunk
F.graminearum fert6zés hatasara (4.8. abra).
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4.8. abra: Kontroll, Fusarium culmorum és Fusarium graminearum fert6zott buza
novények (GK Mini MandéxNobeokabozu beltenyésztett vonalak: Szenzitivl,2 és Rezisztensl
¢s Sumai3: Rezisztens2) zaszlos leveleinek CAT aktivitasa. A *-gal jelolt minta az aznapi
kontrolltol P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001 (***) valoszinliségi szinteken szignifikdnsan
kiilonbozik (n=3).

Glutation-reduktaz a kontrollok esetében a Szenzitiv2 és Rezisztens2 esetén mutatott
kiugré aktivitast. A kezelések utdn minden esetben csokkent az enzim miikodése, F.
culmorum Rezisztensl esetén, mig F. graminearum Szenzitiv2-nél okozott nagyobb
csOkkenést.

Az enzim oxidalt glutation redukcidjat végzi el NADPH koenzimmel, ezzel emelve a
redukalt glutation tartalmat, ezaltal fontos enzime az aszkorbat-glutation ciklusnak (4.9. abra).
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4.9. abra: Kontroll, Fusarium culmorum és Fusarium graminearum fert6zott buza
novények (GK Mini MandéxNobeokabozu beltenyésztett vonalak: Szenzitivl,2 és Rezisztensl
¢s Sumai3: Rezisztens2) zaszlos leveleinek GR aktivitdsa. A *-gal jelolt minta az aznapi
kontrolltol P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001 (***) valoszinliségi szinteken szignifikansan
kiilonbozik (n=3).

A GST enzim sokréti funkcioval bir az ¢lovilagban, melyek lehetnek enzimatikusak
¢s nem enzimatikusak. Enzimatikus példaul a detoxifikdld képessége, mely sordn a
glutation-S-transzferaz képes konjugatumok képzésére a ndvény szamara toxikus anyagok
esetén, melyhez glutationt haszndl fel. A gomba 4ltal termelt mikotoxinok aktivalhatjak a
mitkodéseét.

A CDNB szubsztrattal mérhet6 glutation-S-transzferaz aktivitas fuzarium fert6zés utan
megemelkedett a Rezisztensl vonalban (4.10. abra). Irodalmi adatok igazoljak, hogy GST
aktivitas noOtt a buzakalaszban Fusdarium inokulacié utan, s az enzim mukodése akar 1,5
nagyobb is lehetett a rezisztenciat mutaté Sumai3-ban, mint mas vonalban (Mohammadi és
mtsai, 2000).

A lathato fertdzéssel rendelkezd és rezisztens vonal esetében a méregtelenités
indukcidja részét képezheti a szisztematikus szerzett rezisztencianak, mely elicitor jelenlétben
johet létre a hiperszenzitiv reakcid kisérdjeként. Az aktivitds 4allandésdga a teljes
rezisztenciaval rendelkezd vonalndl és a két szenzitiv vonalndl a méregtelenités
sziikségtelenségére illetve annak csdokkent hatékonysagara utal.
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4.10. abra: Kontroll, Fusarium culmorum és Fusarium graminearum fert6zott buza
novények (GK Mini MandéxNobeokabozu beltenyésztett vonalak: Szenzitivl,2 és Rezisztensl
¢s Sumai3: Rezisztens2) zaszlos leveleinek GST aktivitasa. A *-gal jelolt minta az aznapi
kontrolltol P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001 (***) valoszinliségi szinteken szignifikansan
kiilonbozik (n=3).

Gvajakol-peroxidaz  kontroll koriilmények kozott Szenzitivl-nél mutatta a
legmagasabb értékeket. Fert6zés utan megemelkedett az aktivitas értéke minden vonalban. A
teljes rezisztenciaval rendelkezd, lathatdan nem fert6z8dott Sumai3 vonal esetében volt a
legalacsonyabb a valtozas az inokulacio hatasara (4.11. abra).

Legmagasabb értékeket azon novényeknél mutattuk ki, melyek nagyobb
érzékenységet mutattak a fertézés irant. Ez lehet annak az oka, hogy a benniik nagyobb
hatékonysaggal miikodd peroxidaz a védekezésként termelt H,O,-ot semlegesitette, mig a
rezisztenciat mutatd vonalakban joval kisebb hatékonysagi fokkal miikodott.
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4.11. abra: Kontroll, Fusarium culmorum és Fusarium graminearum fert6zott buza
novények (GK Mini MandxNobeokabozu beltenyésztett vonalak: Szenzitivl,2 és Rezisztensl
¢s Sumai3: Rezisztens2) zaszlos leveleinek POD aktivitasa. A *-gal jelolt minta az aznapi
kontrolltol P<0,05 (*), 0,01 (**) vagy 0,001 (***) valoszinliségi szinteken szignifikansan
kiilonbozik (n=3).

4.3 Fert6zés hatasara bekovetkezo génexpresszios valtozasok

Fuzarium fert6zés hatasara a GST enzimcsaldd aktivitds és expresszios szintii
indukcidja ismert, azonban kevésbé kutatott teriilet, hogy a zaszloslevélben az izoenzimcsalad
mely tagjai kothetdek a tolerancia, rezisztencia kialakitasdhoz.

A kisérletek soran 7 gén expresszios valtozasat vizsgaltuk: TaGSTU1B, TaGSTU1C,
TaGSTU2, TaGSTA2, TaGST19E50, TaGSTZ, TaGSTF6, TaPrx2. Ezen gének a phi-, tau-, és
zéta-csoportokba tartoznak.

A TaGSTU1B, TaGSTU1C a tau csoportba, a TaGSTZ a zéta csoportba, a
TaGST19E50 pedig a phi csoportba tartozik. A vizsgalatainkhoz két phi csoportt szekvenciat
valasztottunk: az el6z6eken megemlitett TaGST19E50 mellett a TaGSTF6 gént. A TaGSTF6
szubsztrat specifitdsat Cummins és mtsai. (2003) hataroztdk meg, amely magas konjugativ
aktivitdst mutatott oxidativ stressz metabolit analdogokkal szemben. Az expresszios
vizsgalatokba bevontuk a TaGSTZ gént és a TaGSTA2-t, amely nagy szekvencia hasonlosagot
mutatott egy patogén indukalt GST génhez (Dudler és mtsai, 1991)

Tau-csoporton beliil a kontroll ndvényeknél a Szenzitiv2-nél a TaGSTU1B
expresszidja a legmagasabb, mig a tobbi vonalndl viszonylag alacsony értékek tapasztalhatok.
Kezelés hatasara legtobb esetben mind F. culmorum, mind F. graminearum esetén a
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génexpresszid novekedése mutathato ki. A legkisebb mértékii valtozas a Reziszten2 vonalnél
tapasztalhatd, mig a legnagyobb Rezisztens1-nél lathato (4.3. abra).

A Phi-csoportba tartozo GST-k expresszidja minden esetben nétt a patogén fertézést
kovetden, itt is leginkabb a Rezisztensl vonalndl tapasztalhaté nagymértékii ndvekedés az
expresszid esetén, mig a legkisebb a Szenzitiv2 vonalnal a TaGSTF6 és a TaGSTA2 géneknél
tapasztalhat6 (4.3. abra)

Zéta csoportndl alacsony transzkripcidszint figyelhetd meg minden vonalnal, mely
fertdz¢s hatasara is csak minimalis eltérést mutatott. Peroxidaz expresszioja fert6zés hatasara
megemelkedett, foleg Rezisztens1-nél (4.3. abra).

Ezek az értékek az 6ssz GST aktivitdshoz hasonldan alakultak kiilondsen a jelentds
CDNB konjugalo aktivitassal rendelkez6 izoformék esetében. Kiemelik a tau és phi csoportu
GSTk jelentdségét a szisztematikus szerzett rezisztenciaban, mely Rezisztensl-es vonalnal
lathat6an sikeresen aktivalodott.

A patogén tamadas elleni védekezésben szerepet jatszo Prx2 (Liu és mtsai, 2005)
hasonléan a GSTkhez F. graminearum inokulaciét kovetden jelentdsen megemelkedik a
Rezisztens1 vonalban.

A hiperszenzitiv reakciotol tavolabbi szovetek védekezési reakcidiban (illetve a
szisztematikus szerzett rezisztenciaban) a vizsgalt gének koziil eredményeink alapjan a
TaGSTU1B, TaGSTU1C, TaGSTUZ2, TaGST19E50, TaGSTF6 GST géneknek és a TaPrx2
peroxidaz génnek van jelentds szerepe, melyek hatékony és nagyfoki indukcidja a
rezisztencia jelentds komponensének bizonyult a vizsgalt hozam alapjan rezisztensnek
mindsiilé vonalban.
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5. Osszefoglalas

A kalaszfuzariozis napjainkban is komoly problémakat okoz, ezért fontos szerepet kap
a vele szemben ellenallésagot mutatdé kultirndévényeink nemesitése, a benniikk megtalalhato
védekezd mechanizmusok pontosabb megismerése és erdsitése, mint példaul a szisztematikus
szerzett rezisztencia kialakitasa, fenntartasa, illetve a ferté6zés bekodvetkeztével szembeni
rezisztencia kialakitasa. Noha szdmos tanulmény foglalkozik a buzakalaszban illetve
gyokérben bekovetkezd enzimatikus €s nem enzimatikus valtozasokkal a fert6zés 1étrejotte
utan, a zaszloslevélben lezajlo folyamatok kevésbé ismertek, annak ellenére, hogy kiemelkedd
szerepet jatszik a szemfeltoltddes sordn, igy a termény mindségét is meghatarozza az allapota.
Kisérleteink céljaul thztik ki a zaszlos levelekben lezajlo folyamatok vizsgélatat, a
szisztematikus szerzett rezisztencia bizonyos, méregtelenitéssel kapcsolatos elemeinek
azonositasast.

Kisérleteinkhez 4 buza vonalat hasznaltunk fel (2 vonal rezisztens, 2 vonal szenzitiv),
melyeket viragzas utan fertéztiink Furdsium graminearum illetve F. culmorum izolatumokkal.
A mintavétel zaszloslevelekbdl tortént, a tejes érést kovetden. A kisérletek soran egyarant
vizsgaltuk a nem enzimatikus (aszkorbat, glutation tartalom) és az enzimatikus antioxidans
rendszereket (SOD, CAT, GR, GST, GPOX), illetve a fert6zés hatdsara bekovetkezd
valtozasokat a génexpresszio szintjén is GST gének €s egy peroxiddz gén esetében.

A redukalt aszkorbat tartalom az inokulacidt kdovetden nétt a kiilonbdzo érzékenységet
mutat6 vonalakban, legnagyobb mértékben a Sumai3-ban, mig a szenzitiv ndvényekben joval
kisebb mértékii az eltérés a kontrollokhoz képest. A két szenzitiv vonal kozott lathato
kiilonbség a fertdzések hatasara.

Glutation mennyisége szignifikdns novekedést mutatott a patogén megjelenése utan,
foként a redukalt formdja, mig az oxidalt glutation mennyisége inkabb csokkent. Az
antioxidans enzimmiikddésben is valtozasok tapasztalhatdak patogén fertdzés hatdsara:

Szuperoxid-dizmutaz aktivitasa nét a kontroll névényekéhez képest, amely jol korrelal
az eddigi irodalmi adatokkal, tobb publikaci6 SOD aktivitas emelkedésrél szamol be a
kiilonféle novényfajokban biotikus stressz hatasara (Zhou €s mtsai, 2005, Zhang ¢és mtsai,
2013). A fert6zéseket kovetéen a F. culmorum hatdsara miikodése a Rezisztensl-nél nétt
jelentdsen, mig F. graminearum esetén a Szenzitiv1-nél lathatunk kiugro aktivitast.

Kataldz aktivitisa a legtobb esetben csokkenést mutatott a patogén hatdsira, ez
magyarzahat6 a tobbi kioltdé mechanizmus nagyobb foku aktivizalasaval.

A glutation-S-transzferaz aktivitas fuzarium fert6zés utan megemelkedett a
Rezisztensl vonalban. Irodalmi adatok igazoljak, hogy GST aktivitds ndtt a buizakalaszban
Fusdrium inokulacié utan, s az enzim miikodése akar 1,5 nagyobb is lehetett a rezisztenciat
mutatd Sumai3-ban, mint mas vonalban (Mohammadi és mtsai, 2000).

Gvajakol peroxidaz aktivitasa a fertézés utan F. culmorum-nal a legnagyobb
novekedést Rezisztensl-nél mutatta, mig F. graminearum-nal Szenzitivl-nél lathatunk
kimagaslo értékeket. Az enzim feladata alapesetben szintén a hidrogén-peroxid eliminalasa.

Az 6ssz. GST aktivitashoz hasonldoan alakultak a génexpresszidos adatok, melyek
kiemelik a tau és phi csoportu GSTk jelent6ségét a patogén elleni védekezésben, mely
Rezisztensl-es vonalnal nagyobb mértékben aktivalodott, mint a két szenzitiv vonalnal.
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A patogén tamadas elleni védekezésben szerepet jatszé TaPrx2 (Liu és mtsai, 2005)
hasonléan a GSTkhez F. graminearum inokulaciét kovetden jelentdsen megemelkedik a
Rezisztens1 vonalban.

A szisztematikus szerzett rezisztenciaban a vizsgalt gének koziil eredményeink alapjan
a TaGSTU1B, TaGSTUI1C, TaGSTU2, TaGST19E50, TaGSTF6 GST géneknek és a TaPrx2
peroxiddz génnek van jelentds szerepe, melyek hatékony és nagyfoku indukcioja a
rezisztencia jelentés komponensének bizonyult a vizsgalt hozam alapjan rezisztensnek
mindsiilé vonalban.

Az eredményeket Osszefoglalva elmondhato, hogy a patogén indukalta fertézésekkel
szembeni védekezés egyik kulcspontja a reaktiv oxigén fajtdk mennyiségének novelése,
ezaltal a hiperszenzitiv reakcido kialakitdsa, mely a szisztematikus szerzett rezisztencia
kialakulasahoz vezet. Fontos szerepet tdltenek be még a rezisztencia kialakitdsaban a
glutation-S-transzferazok is, melyek fertézés alatti expresszidja ugrasszerii novekedést
mutatott a fert6z6dott, de hozam alapjan rezisztens vonalban.
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