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1. A DOKTORI ERTEKEZES ELOZMENYEI ES CELKITUZESEI

A gazdasagi novények termesztése soran meghatarozo a novényt karositok elleni védekezés, az
abiotikus ¢és biotikus stresszre adott novényi valasz tdmogatasa, igy a termés mennyiségi ¢€s
mindségi paramétereinek megdérzése. A ndvényi-alapt biostimulatorok alkalmazasa
hatékonyan hozzajarulhat az integralt ndvénytermesztés és novényvédelem e céljaihoz, mely a
karositok megjelenésének megeldzésére vagy azok mennyiségének gazdasagi karkiiszobérték
ala szoritasara torekszik a kornyezetterhelést csokkentve (Rouphael and Colla, 2020; Yakhin et
al., 2017). Nanotechnolégiai formuldzasok teljesen Ujszeri megkozelitést nyudjtanak a
célhelyre torténd eljutasban (Abdollahdokht et al., 2022; Manchikanti, 2019; Nuruzzaman et
al., 2019). Lipid alapti nanokapszuldk kozé tartozik a nanoliposzéma, mely nem toxikus
biologiailag lebomlod foszfolipidekbdl all, egy vagy tobbrétegili vezikuldkat alkotva (Campbell,
1983; Jogaiah et al., 2021). Bar széleskortien hasznaljak human egészségiligyben, gyogyszerek,
enzimek, vitaminok, bioaktiv névényi kivonatok kapszulazasahoz (Chawda et al., 2017; Emami
et al, 2016) agrar célu felhaszndldsa még kevésbé kutatott. Kisérleteinkben a
Gyogynovénykutatd Intézet Kft. (Budakaldsz) altal fejlesztett Elicel6® termékcsalad
készitményeit, az EliceVakcina és Garlic-lipo ndvénykondiciondlokat vizsgaltuk. Ezek a
készitmények ndvényi eredetii lipidekbdl 4all6 nanoméretli liposzémaba kapszulazott
szuperkritikus  szén-dioxid (SC-CO2) kivonassal készilt gyogyndvénykivonatok.
Szakirodalomi adatok szerint az exogén abszcizinsav (ABA) kezelések serkentik a ndvények
biotikus vagy abiotikus stresszre adott valaszait €s javitjak a termés paramétereit (Aroca et al.,
2008; Chan, 2012; Travaglia et al., 2010). Valamint fontos megemliteni, hogy az ABA ¢s a
chaperon jelatviteli utvonalak a ndvényi stressz elleni védekezés kozponti szabalyozoi
(Bulgakov et al., 2019). A vizsgélatok kozéppontjaba az in silico elemzések keriiltek,
genomszintll transzkriptomikai profilozast végeztiink. Az elemzések segitségével feltartuk a
kezelések kovetkeztében a nodvényekben megvaltozott védekezési folyamatokat, mely
hianypo6tlo, mivel transzkriptomikai elemzésrdl kevés publikaci6 olvashatoé (Gonzéalez-Morales
et al,, 2021). Olyan transzkriptomikai elemzésekbdl 4ll6 munkafolyamatot hasznaltunk,
melynek segitségével kovethetd a bioszintetikus utvonalakban bekovetkezett szignifikans

valtozas, a valtozasok dinamikéja, tovabba a gén szintli expresszid valtozas.



PhD munkam soran a kévetkezé tudomanyos vizsgalatokat tliztem ki célul:

1. Olyan nanoméretli liposzéma formulalt gy6égyndvénykivonatokbol allo biostimulatorok

fejlesztése (Garlic-lipo és EliceVakcina), amelyek magas ABA tartalommal rendelkeznek.

2. Az eléallitott biostimulatorok antifungélis hatdsanak vizsgalatat.

3. A Garlic-lipo kezelés hatasanak kimutatasa genomszintii transzkriptomikai profilozassal.

4. Az EliceVakcina kezelés hatasanak kimutatasa genomszintii transzkriptomikai profilozassal.

5. Az eldallitott biostimuldtorok ndvényi hormon jelatvitel és védelmi valaszhoz kothetd

utvonalakra gyakorolt hatasanak 6sszehasonlito vizsgalata.



2. ANYAG ES MODSZER

2.1. A vizsgalt novényi-alapu biostimulatorok

Az EliceVakcina a Nébih altal engedélyezett nanoliposzéma formulalt névénykondicionald
készitmény, mely SC-CO> extrakcioval kivont 11 gydgyndvénykivonatot tartalmaz, {6
Osszetevoje a fokhagyma (Allium sativum L.) gerezd kivonat. A mésik készitmény, laboratérium
elnevezés szerint Garlic-lipo, fejlesztés alatt 4ll, mely egykomponensi SC-CO;
fokhagymakivonat. Formuldzdsa megegyezik a FEliceVakcina liposzéma formuldzasaval.
Kisérleteinkben hasznéltuk a formuldzas nélkiili SC-CO> fokhagymakivonatot Garlic-oil
néven, jelezve az anyag jellemzodjét. A kisérletbe pozitiv kontrollként bevont Fitokondi is a
Nébih altal engedélyezett ndvénykondicionald készitmény, mely gyodgyndvények vizes

kivonatat tartalmazza, azonban formuldzasa nem liposzéma alapt (1. tablazat).

1. tablazat. A kisérletekben hasznalt termékek jellemz6i

f 1z Fokhagyma- ABA tartalom
Készitmény neve Formulalas kivonat (%) Qsic)
. . liposzoma,
EliceVakcina SC-CO, kivonat ~65 6,3t 1,2
— liposzéma,
Garlic-lipo SC-CO, kivonat 90 81,4+2,2
Fitokondi vizes kivonat ~1 -
Garlic-oil SC-CO; kivonat 100 80,0+ 2,4

Az abszcizinsav (ABA) koncentraciokat nagy teljesitményti folyadékkromatografiaval
hataroztuk meg (HPLC-DAD). Az SC-CO: rovidités a szuperkritikus szén-dioxid-kivonasra
utal.

A hatodanyagokat 100-200 nm multilamellaris vezikuldkba zartuk aktiv csapdazasi technikat
alkalmazva (Mayer et al., 1986). Az elektrosztatikus stabilizaciot (Zéta potencial), a diszperzios
tulajdonsagokat (polidiszperzitasi indexet-PDI) és a nanorészecske méreteloszlast dinamikus
fényszordssal mértiik Zetasizer Ultra miiszerrel. A liposzomak méretét transzmisszios
elektronmikroszkoppal (TEM) is meghataroztuk. A kivonatok ABA ¢€s tiamin tartalmat nagy
teljesitményii folyadékkromatografidval (high-performance liquid chromatography with diode-
array detection HPLC-DAD) méréssel detektaltuk.



2.2. Novényi-alapu biostimulatorok in vitro antifungalis hatasa

A kivonatok biostimuldns hat4sat laboratoriumi koriilmények kozott Fusarium fajokon
teszteltiik (F. verticilloides (FGSC 7600), F. graminearum (FGSC 9075), F. oxysporum (FGSC
9935) - Fungal Genetics Stock Center (FGSC), Kansas State University, Manhattan, USA) ¢és
F. proliferatum (NRRL 62905 - Joint Genome Institute (JGI), University of California,
Berkeley, USA). A toxicitasi tesztet, a minimalis gatlo koncentracid6 (Minimal Inhibitory
Concentration - MIC) meghatarozasat a Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)

mikrodilucié modszere szerint végeztiik 10 V/V%-t6l félhigitast alkalmazva.

Tovabba papirkorongos gatlasi zona meghatarozast is alkalmaztunk (Perczak et al., 2019;
Pfaller et al., 2000). A kisérletben a kiilonboz6 Fusarium fajok sajatossagainak megfelelden 7—
allitottuk be, majd 100 pl-t Potato Dextrose Agar (PDA - Merck KGaA, Darmstadt, Germany)
taptalaj felszinére oltottunk. Ezt kovetden a taptalaj kozepére helyezett steril
szlirOpapirkorongra 10 pl névényi kivonatot adagoltunk. Az inkubaciét 25°C-on, harom napon

keresztiil végeztiik.

A készitmények hatdsat Fusarium sporaszuszpenzidoval fertézott borsd6 magvak
csirazoképességére teszteltiik. A magokat 24 oran at aztattuk 0,5-1% EliceVakcina és Garlic-
lipo kivonatban. A fertézési teszthez 10* spora/ml koncentracidji F.  oxysporum
sporaszuszpenzid hasznéltunk 30 percig. A kezelt magokat nedves szlrOpapirra tettiik és

szobahdmérsékleten négy napig inkubaltuk.

2.3. Novényi-alapu biostimulatorok kezelései

A Garlic-lipo (240 g/ha) kezelések hatasat tiveghdzi koriilmények kozott Triticum aestivum
‘Cellule’ fajta novények levelére permetezve vizsgaltuk korai vegetativ fazisban. A molekularis
biologiai vizsgalatokhoz leveleket gytijtottiink a kezelés elétt (kontroll — Omin) és a kezelés

utan 15 perccel (15min), 24 6raval (24h) és 48 oraval (48h) harom biologiai ismétlésben.

A kisparcellas kisérleteket Pisum sativum subsp. sativum convar. medullare var. pervicax
‘Angela’ fajta, Brassica napus ’GK Mécses’ fajta és Glycine max ’ES Director’ fajta

bevonasaval végeztiik. A vegetacio alatt az EliceVakcina biostimulator haromszori kijuttatasara



keriilt sor 20 és 240 g/ha dozissal kiilonb6zo fejlodési stadiumokban (juvenilis/érett vegetativ
fazis és reproduktiv fazis). A kisparcellas kezelések utan két nappal mintat vettiink a levelekbdl
a molekuléris biologiai vizsgalatokhoz. igy a P. sativum és a B. napus esetében a reproduktiv
fazisban egyszer tortént mintavételezés a transzkriptom elemzéshez. A G. max esetében pedig
haromszor vettiink mintat a kezelések utan két-két nappal, azonban a generativ fazisban vett

mintakbdl nem késziiltek konyvtarak.

2.4. Novényi-alapu biostimulatorok hatasanak vizsgalata bioinformatikai elemzésekkel

A bioinformatikai elemzéseket a kezelt és kezeletlen levélmintak Gjgeneracios szekvenalasaval
(Next-generation sequencing - NGS) végeztikk [llumina NextSeq550 platformon. Az NGS
konyvtarak de novo, referencia nélkiili 6sszerakasat valasztottuk, hogy teljeskorli adatokat
kapjunk a génexpresszd valtozasokrol. A paronkénti differencidlis expresszio (Differentially
expressed genes - DEG) numerikus elemzése a kiilonb6z6 kezelések utan gyiijtott két minta
génkészletének dsszehasonlitasat tette lehetévé. Majd a legnagyobb szignifikans kiilonbséggel
expresszalodd 50 gén kontigjat (Top50 DEG) annotaltuk. A funkcionalis annotacid és a
génontologiai (Gene Ontology - GO) elemzés az Utvonalelemzés (Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes Pathway analysis - KEGG) alapjaul szolgalt. Az id6beli expresszio analizis
(Time-course expression analysis) feltarta a bioszintetikus és jelatviteli Utvonalakban
bekovetkezett valtozadsok dinamikéjat. Az elemzések soran eldtérbe kertiilt utvonalakat tovabb
vizsgaltuk, a ndvényi hormon szignaltranszukcidban részt vevd gének expresszid szintjének
meghatarozasat egyedi gén expresszio szamitassal (Reads Per Million mapped read - RPM)
veégeztik el. A kiemelkedd expresszio szinttel rendelkez6 gének értékeit valos idejli polimeraz
lancreakcio (Reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction RT-qPCR)

analizissel validaltuk.



3. EREDMENYEK

3. 1. Magas ABA tartalmi liposzoma formulalt gyégynovénykivonatokbdl allo

biostimulatorok fejlesztése

A novény-alapu biostimuldtorok liposzoma adatai stabilitdst mutattak a szakirodalmi adatok
alapjan (Hanachi et al., 2022). Az EliceVakcina ¢és a Garlic-lipo készitmények részecskemérete
233 ¢s 149,2 nm, a polidiszperzitasi index 0,1733 és 0,13035, a Zéta potencial pedig -40,66 és
-40,53 mV kozotti értéket mutatott. Tovabba az eldallitott liposzomak méretét és szerkezetét

jellemeztiik transzmisszids elektronmikroszkdppal (TEM) is (1. dbra).

100inm

1. abra. TEM felvételek az (a) EliceVakcina, (b) Garlic-lipo liposzomak szerkezetérdl. A
multilamellaris liposzomak ~100-200 nm nagysaguak

A fokhagymakivonatban mas fitohormonokhoz képest az ABA tartalom magas (Atif et al.,
2021). HPLC-DAD mérésiink szerint a Garlic-lipo ABA szintje 81,4£2,2 png/g, a
fokhagymakivonatot részben tartalmazo EliceVakcina esetében 6,3+1,2 ng/g, a liposzoma
formulaléas nélkiili Garlic-oil 80.0+ 2.4 pg/g volt. A Fitokondi nem tartalmaz ABA hormont.
Tovabba a négy ndvényi-alaptl biostimulator nem tartalmazott tiamint HPLC-DAD mérésiink

szerint.



3. 2. A vizsgalt biostimulatorok antifungalis hatasa

A fokhagymakivonat biostimulatorként valé hasznalatat Fusarium fajok ellen mar publikaltak
(Hayat et al., 2016; Pinilla et al.,, 2019). Mikrodiluci6 toxicitasi teszt alapjan a
fokhagymakivonatokat tartalmazo készitmények gatoljak a Fusarium graminearum, F.
oxysporum, F. proliferatum és F. verticilloides fajok ndvekedését, a négy faj hasonl6 reakciot
mutatott a kivonatokra. Az abszorbancia mérés szerint szignifikans kiilonbséget mutatott a
0,625 V/V% doézis haszndlata, a leghatékonyabb a Garlic-lipo (-0,1612) volt, majd az
EliceVakcina (0,11755) kovette, végiil pedig a Garlic-oil (0,62745) szerepelt. Magasabb
térfogat szdzalék hasznalatakor, 2,5-10 V/V% méréseknél a formulalt és a formulazas nélkiili
fokhagymakivonat gatlo hatdsa kozott nem volt szignifikans kiilonbség a Fusarium fajok

novekedésére.

A négy Fusarium faj eltérd érzékenységet mutatott a vizsgalt gydgyndvénykivonatokkal
szemben a papirkorongos gatlasi zona meghatarozasakor (2. abra). A legérzékenyebb
mindharom kivonatra a F. proliferatum volt, amely kiilonosen erdsen reagalt a Garlic-lipo
kezelésre. Ennek hatasara kiterjedt gatlasi zona alakult ki, ahol micélium novekedés nem volt
megfigyelhetd. A F. graminearum esetében a legnagyobb mértékii gatlast a Garlic-oil okozta,
mivel a konidiumtartok kizardlag a taptalaj szélén voltak megfigyelhetok. Emellett a Garlic-
lipo is jelentdsen csokkentette a micélium novekedését. Az F verticillioides
micéliumképzddését mindharom kivonat gatolta, azonban a legnagyobb mértékii érzékenységet
a Garlic-oil kezelés valtotta ki. Hasonlo jelenség figyelheté meg az F. oxysporum esetében is,
bar enyhébb mértékben. Az EliceVakcina és a Garlic-lipo kivonatok gatoltdk a micélium
novekedését, azonban a Garlic-lipo kezelés soran a papirkorong kornyezetében nem alakult ki

gatlasi zona.

Bors6 magok csirdzoképességét vizsgaltuk az EliceVakcina és Garlic-lipo 0,5-1 % oldataval
kezelve. Mindkét biostimulator csokkenette a csirazoképességet a fertézés nélkiili magokon. A
F oxysporum spéraszuszpenzioval megfert6zott magok csarazoképességet viszont eldsegitette

az 1%-os Garlic-lipo kezelés.



Kontroll Garlic-oil Garlic-lipo EliceVakcina

Fusarium
graminearum

Fusarium
oxysporum

Fusarium
proliferatum

Fusarium
verticillioides

2. abra. Fusarium fajok antifungalis hatasat mutatd papirkorongos gatlasi zona
meghatarozasa

3. 3. A Garlic-lipo biostimulator genomszintii transzkriptomikai profilozasa fokuszalva a

novényekben lejatszodo élettani valtozasokra iiveghazi kisérletekben

Az liveghazi kisérletek soran 7. aestivum novények Garlic-lipoval torténd kezelése utan két
napon keresztiil vettiink mintakat a valtozasok dinamiké4janak meghatarozéasara (15min, 24h,
48h). A Top50 DEG elemzés kimutatta az ABA bioszintézis és jelatvitel itvonalhoz kapcsolodo
gének expresszid szint valtozasat a 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase 3 (NCED3), az ABA
altal indukalt fehérje (early ABA-inducible protein 22- HVA22), az U-box domént tartalmazo
protein 19 (U-box domain-containing protein 19 - PUB19), a late embryogenesis abundant
protein 31 (LEA31) esetében. A patogenézishez kothetd (PR1-5) fehérjék és kapcsolodo
transzkripcid faktorok (TF) (homeobox-leucine zipper protein 22/24 - HOX22/24, zinc finger
proteinl2 - ZAT12, R1/2-type myeloblastosis S1 - MYBSI1, dehydration-responsive element-



binding protein 1G - DREB1G) expresszio szintjének valtozasat detektaltuk (3. abra). A kezelés
kovetkeztében jelentésen ndvekedik a PR gének (kontigok szama 9764-1603) és stressz
indukalt gének expresszidja (kontigok szdma 2345-214).

0000 a) Top50 DEG-PR gének E‘QDTOP_W DEG-ABA-ﬁigg(‘i gének
‘ I 15min =15""'n
8000 | 24 2000 .
= [m4sh |
5 6000 | g 1500
;:;; 4000 E 1000
& =)
landdd, b
=
0l I -I|:| m I -I 0 lD —:.
"
500

-2000

S L 29 3] )
??:\ ??_-1 ?@\,h ?ge. ng y @\QIL ?95, $0£ Y\\uﬂ' ?\)% Noa Na
63
o
¢) Top50 DEG-TF gének
] B 15min
2000 24
[ l48h
% 1500 1
2 1000 |
=]
b
E 500 1
=
0 |||
-500

1 B G e AL
"{\Oﬂ \)\D\ﬁ' OQS',%\ ‘\;\‘{e‘ 'LP"‘

3. abra. A legjobb 50 differencialisan expresszalt gén (Top50 DEG) in silico meghatarozésa a
harom mintavételi alkalommal. A DEG-ek numerikus elemzését két 1d6 paronkénti
Osszehasonlitdsdban az RSEM ¢és edgeR programokon alapulé OmixBox.BioBam segitségével
vizsgaltuk. Ezeket a kvantitativ statisztikai modszereket az egyes gének szignifikancidjanak
értékelésére a) PR gének; b) ABA Utvonalhoz kapcsolddo gének; és ¢) TF gének expresszio
szint valtozasanak vizsgalata
A DEG analizis segitségével meghatarozott gének expresszd szintjét RT-qPCR modszerrel
validaltuk. A PR1-5 megndvekedett expresszid szintet mutatott a kezelés utan 24 és 48 oraval.
Az ABA utvonalhoz kapcsolodo gének és a TF-ek expresszio szintjében is hasonld valtozasokat
detektaltunk a validaci6 soran, ahogyan azt az in silico elemzés josolta. Ezek a gének a 15min
€s 24h mintakban mutattak maximalis expresszio szintet. Csak a DREB1G TF expresszalodott

magasan a 48h mintaban a DEG analizisben és ezt RT-qPCR modszerrel megerdsitettiik (4.

abra).
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4. abra. Az RT-qPCR reakcidk eredményei harom mintavételi idépontban a kontrollhoz
képest. a) PR gének expresszid szintjének valtozasai; b) ABA ttvonalhoz kapcsolodo gének;
¢és ¢) TF gének. Az értékek atlag + SEM (n = 4) formaban vannak megadva. p <0,05 vs.
kontroll, p <0,05 vs. kezelt csoport. Egy csillag statisztikailag szignifikans kiilonbséget jeldl a
kezelt mintakészlet atlaga €s az 5%-ra beallitott kontroll minta atlaga k6zott; két csillag
statisztikailag szignifikans kiilonbséget jelez 1%-hoz képest; harom csillag statisztikailag
szignifikans kiilonbséget jelez 0,1%-ig

A T aestivum novények Garlic-lipoval tortént kezelésének eredményei szerint a tiamin
metabolizmus, a glutation metabolizmus, a fenilpropanoid bioszintézis folyamataiban részt
vevo gének aktivitasa volt a legmeghatarozobb. A jelatviteli utvonalak koziil a mitogén-aktivalt
proteinkindz (MAPK) kaszkad, a novényi hormon szignaltranszdukcid és a ndvény-patogén
interakci6 génjei mutattak megemelkedett expresszid szintet. A ndvényi hormon
szignaltranszdukci6 folyamatait tovabb vizsgaltuk RPM elemzéssel is. Eredményeink szerint
az ABA, valamint a jazmonsav (JA) jelatvitel és bioszintézis folyamatokhoz tartozé gének

aktivitasa nott a vizsgalt idészakban.
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Annak érdekében, hogy az alkalmazott biostimulator kezelést kvetden a buizaban zajlé €lettani
folyamatokrol bévebb informacidt kapjunk, a mintakat idobeli valtozas elemzéssel vizsgaltuk.
Az iddbeli expresszid valtozas mérése megfeleld eszkdz az RNA-seq technologiabol szarmazo
adatok kiértékeléséhez, mely olyan géneket reprezentdl, amelyek expresszidja a kisérleti

csoportok kozott jelentds eltérést mutat a vizsgalt idészakban.

A Transcriptome Shotgun Assembly (TSA) és a CountTable adatok felhasznalasaval 5287
kontigot teszteltiink és szlirtiink, amit kilenc klasztertbe soroltunk. A kilenc klasztert négy
csoportba osztottuk: a) az expresszid szint fokozatosan emelkedett, b) az expresszid szint
fokozatosan csokkent, c) az expresszid szint kezdetben emelkedett, majd csokkent, d) az
expresszio szint kezdetben csokkent, majd visszatért az eredeti szintre. A széfelhdk a GO
elemzés alapjan késziiltek, a bioldgiai folyamatok képviselik az egyes csoportok annotalt

génjeit Osszegezve, a betliméret a szekvenciaszamtol fligg (5. dbra).

A fokozatosan novekvd expresszid szinttel rendelkezd gének csoportja (1. klaszter) foként
védekezési valaszfolyamatokhoz kapcsolodnak, melyek a glutation metabolizmus, a
fenilpropanoid, flavonoid és terpenoid bioszintézis, a novény-patogén interakcio, a MAPK

jelatviteli titvonal és a citokrém P450 altali metabolizmus utvonalak.

A fokozatosan csokkend expresszio szinttel rendelkezd gének csoportjai (3. 4. 6. és 7. klaszter)
a sejt szintli bioszintetikus és metabolikus folyamatokhoz kapcsolodnak és alul

szabalyozottsagot mutattak.

A kezdetben emelkedett, majd csokkent expresszio szinttel rendelkezd gének csoportjai (2. 8.

¢s 9. klaszter) részt vesznek a kiilonb6z6 transzport- €s transzlacids folyamatokban.

A kezdetben csokkent, majd eredeti szintjlikre visszatérd expresszio szinttel rendelkezd gének

csoportja (5. klaszter) transzkripcid €s anyagcsere-folyamatokhoz kapcsolodik.
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5. abra. Id6beli-valtozas elemzés: az egyes géncsoportok median szintli expresszidjat
(szignifikancia szint 0,05; R-négyzet hatarértéke 0,7) mutatja az 1d6 fliggvényében. A
sz6felhdk a GO - biologiai folyamatokat mutatjak, a betliméret a szekvenciaszamtdl fiigg. A
szignifikansan eltérd expresszio szinttel rendelkezd géneket a valtozas dinamikéja szerint 9
klaszterbe soroltuk: a) az expresszi6 szint fokozatosan emelkedett, b) fokozatosan csokkent,
c¢) kezdetben emelkedett, majd csokkent, d) kezdetben csokkent, majd visszatért az eredeti
szintre
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3. 4. Az EliceVakcina biostimulator genomszinti transzkriptomikai profilozasa

fokuszalva a novényekben lejatszodo élettani valtozasokra kisparcellas kisérletekben

Az tliveghazi kisérletben igazoltuk, hogy a ndvényi védekezd valaszban szerepet jatszo
folyamatok vizsgalatara alkalmas a kezelés utan két nappal torténd mintavételezés, ezért az
EliceVakcinaval kezelt P. sativum, B. napus és G. max kisparcellés kisérletekben csak ebben az

id6épontban vettiink mintat.

P, sativum mintdk Top50 DEG elemzése stressz védelmi valaszban részt vevo gének aktivitasat
mutatta mind alacsony (20 g/ha) (6. dbra), mind magas dozis (240 g/ha) hasznélatakor. A buza
mintakban megfigyeltekhez hasonloan feliil expresszaltak PR2/4, a glutation metabolizmus
génjei, a flavonoid bioszintézissel Osszefliggésbe hozhatd gének (kalkon szintdz - CHS,
izoflavon szintaz - CYP93C, izoflavon 3'-hidroxilaz - CYP81E9, kaffeoil-CoA metiltranszferaz
CCOAOMT), valamint a sejtek védelmét szolgald katalaz (CAT) és szamos hdsokk protein
(HSP).

Condition
. 12814 147715 PR4 16,5334
1 138188 16,1587 LLHSP
{ 12.8925 157307 HSP22.7
1 f 82200 123357 CHS
| s 13,5031 CYP93C
{ 9.4979 12.2892 HSP70
11.8154 13.4448 HSP17.5
1 107372 13,9063 HPS17.6 0
{ 10,6564 147735 HPS17.9
11.2621 15.4211 10.9166 9.2264 secoisolari. dehidr.
1 12.4189 13.2490 9.6330 87616 CATI1
L L{ 12,3012 147847 9.8439 6.5699 HPS70
14.0404 16,5334 [LHSP
95546 131488 ATII11
{ r 15187 14.5647 HSP17.9
| ‘ 9.9204 128893 poliubikvitin kont.7
1 1421 125622 " PR2
| 11.7645 13.7039 . . BAGI
L‘ { 9.0844 125280 7.4838 m HSP24
[ L 9.7830 128182 63399 HSP22
10.7398 13.2706 88978 GSTL3
[ 11.2963 12.8570 29944 — ubikvitin10
p_F p_E20 p_E240 p C

6. abra. P. sativum Top50 DEG hoétérkép részlet (p_C vs. p_E20), ahol a kezeletlen a
referencia (C kontroll) és az EliceVakcina 20 g/ha (E20) a kezelt minta kertilt
Osszehasonlitdsara. Az elemzés soran taldlatot adott gének expresszio szintjét az EliceVakcina
240 g/ha (E240) ¢és Fitokondi 4 I/ha (F) kezelt mintakban is mutatja
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P. sativum mintdk KEGG utvonal elemzése szerint az EliceVakcina kezelés utan magas szintii
kiilonbséget mutatott a glutation metabolizmus, a fenilpropanoid bioszintézis, a B1 vitamin
metabolizmus ¢és a karotenoid bioszintézis. A jelatviteli Gtvonalak koziil a MAPK jelatvitel, a
novényi hormon szignaltranszdukcid, valamint a novény-patogén interakcié génjei mutattak
magas expresszio szintet. Borsé mintakban a ndvényi hormon szignaltranszdukci6 RPM
elemzése soran az EliceVakcina kezelés utdn az ABA-fliggd gének, a JA utvonal génjei,

valamint a szalicilsav (SA) Gtvonalban szerepet jatsz6 gének mutattak nagyfoku aktivitast.

B. napus mintakban a kezelés kovetkeztében megvaltozott aktivitasi ABA kapcsolatos
enzimeket detektaltunk a Top50 DEG elemzés soran, mint pl. LEA46, a protein phosphatases
2C3 (PP2C3), a dehydrin Rabl8 (RABI18) és a low-temperature-induced 65 kDa protein
(LTI65). Tovabba megfigyeltiink egy masik stresszel kapcsolatos ndvényi hormon, a JA
kapcsolatos ~ fehérjék  (UDP-glycosyltransferase  74D1 - UGT74DI1, indol-3-yl-
methylglucosinolate hydroxylase - CYP81F1) feliil expresszaltsagat. Tovabba a poliamin
szintézisben szerepet jatszo6 S-adenosylmethionine decarboxylase proenzyme 3 (SAMDC3) ¢és

az ubukvitindcidban részt vevd enzimek génjeinek mutattak nagyfokl aktivitast (7. abra).

Condition
13.7016 9.5680 RABI8S 13,7016
E 13.1172 9.5661 RABIS
12.6928 9.5850 CYP8IFI
— 10.6970 7.7879 PP2C3
11.7351 7.6865 RABIS8
_E 1n.7m 8.5887 LTI65
[ COR15B l
u : REP/SRPP 2,3219
MSRB5
[ 7.9830 DIJAG
9.2808 " LEA46
E 9.6564 UGT74D1
8.6511 LEA46
9.2216 SAMDC3
b _E240 b C

7. abra. B. napus Top50 DEG hotérkép részlet a magas dozisu kezelés 0sszehasonlitasa a

kezeletlen mintaval: b C vs. b_E240

B. napus névényekben tortént valtozasokat az EliceVakcina kezelése utan utvonalelemzéssel is
vizsgaltuk. A novényi stressz védekezési valaszokban részt vevo folyamatok koziil a glutation

metabolizmus, ndvény-patogén interakcio, a névényi hormon szignaltranszdukcid, a MAPK
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jelatvitel, a B1 vitamin metabolizmusa ¢és a fenilpropanoid bioszintézis mutatott szignifikéns
kiilonbséget. A novényi hormon szignaltranszdukci6 RPM elemzése szerint az ABA, JA
jelatvitel és bioszintézis utvonalhoz kothetd gének magas expresszio valtozast mutattak, a SA-

fliggd gének aktivitasa részben volt megfigyelhetd.

G. max novényeket kezeltiik EliceVakcina 20 és 240 g/ha doézissal. A Top50 DEG elemzés soran
kiilonbozo stresszvalasz gének mutattak aktivitas (8. abra): a redox reakcid katalizisében részt
vevo cytochrome P450 82A3 (CYP82A3), a heavy metal-associated isoprenylated plant protein
26 (HIPP26), valamint a nitrogén hiany stresszre reagalo urea-proton symporter (DUR3) és a
baktérium tdmadasra reagald zinc-finger protein WRKY48 TF. Tovabba a SA novényi
hormonhoz kothetd AAA-ATPase, az auxinhoz (AUX) kothetd WALLS ARE THIN1 (WATT1)
gén. Az ABA-fiiggd galaktinol-szintdz 2 (GOLS2) és a PUBI19, valamint transzport
folyamatokhoz tartozo stresszvalasz gének (ABC transporter C family member 4 - ABCC4,
UDP-glycosyltransferase 79A6 - FG2) is megnovekedett aktivitast mutattak.

a) 17‘ —
Condition
5.7549 70334 8.0334 7.4263 7.139% 10.0458 F;YI’X;A3 1 070458
87912 7.1085 7.7482 61293 74512 3.5850 FoGT
ww oo [ S| G5!
17279 70112 72384 6.6865 WRKY48
‘ r 4.9069 45236 45850 5.7004 77814 CYP82A3
1 — 3.5850 5.0000 5.9069 6.3399 6.8580 DUR3
51293 6.247% 6.3576 73750 HIPP26 l
g 710_E240 g 525 C g 710 E20 g 710_.C g 525 E240 g 525 E20 0
Condition
L TR AAA-ATPiz 101774
73399 7.5078 6.1293 7.8202 8.2095 ABCC4
I: 7.3309 6.4594 5.3219 6.8704 8.1849 PUBI19
8.1849 8.4051 8.0334 7.8455 4.9069 8.5078 AGO4
9.7879 9.3264 9.4798 9.1163 10.1774 6.9773 GOLSZ
8.3966 8.2574 65850 67279 9.9787 5.8826 AAA-ATP:iz
6.8580 7.6865 5.8329 7.4676 8.6366 5.0875 FG2/UGT79A6 I
g 710 E240 g 710 C g 525 E20 g 710 E20 g 525 E240 g 525 C 0

8. abra. G. max Top50 DEG hotérkép részlet a) alacsony és b) magas dozisu kezelés
Osszehasonlitdsa a kezeletlen mintaval: g 525 Cvs. g 525 E20. A tobbi minta adatai is
feltiintetésre kertiltek (g 525 E240,g 710 E20,g 710 E240,¢g 710 C)
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G. max novények EliceVakcindval tortént kezelésének kontrollhoz viszonyitott eredményei
szerint a glutation metabolizmus, a fenilpropanoid bioszintézis folyamataiban részt vevd gének
mutattak megemelkedett expresszio szintet. Az eldz6 mintdkhoz hasonléan a szdjaban is
megmutatkozott a B1 vitamin metabolizmusahoz tartozd gének aktivalodasa. A jelatviteli
utvonalak koziil a MAPK jelatvitel és a névényi hormon szignaltranszdukci6, tovabba a
ndvény-patogén interakcio aktivitdsa markdnsan nétt a kezelések utdn gyiijtott mintdkban. A
ndvényi hormon szignaltranszdukcié RPM elemzés adatai kevés taldlatot adtak az ABA utvonal
génjeire. Azonban a JA ¢és SA utvonalhoz kapcsolodd géneket illetden a mért adatok szamos

esetben felfelé szabalyozottsagot mutattak.

3. 5. Az eldallitott biostimulatorok novényi hormon jelatvitel és védelmi valaszhoz kotheto

utvonalakra gyakorolt hatasanak 6sszehasonlité vizsgalata

Az 0Osszes in silico elemzést attekintve elmondhatd, hogy a Garlic-lipo kezelés olyan
novényfejlodés és stressz védelmi mechanizmust befolyasold géneket aktivalhat, melyek az
ABA jelatvitel és bioszintézis utvonal er0s szabalyozasara utal. Az ABA novényi hormon
szintézisének kulcsszerepe van a novény fejlddésében és az adaptiv stresszreakciokban (Cutler
et al., 2010). Bar az ABA hormont altaldban ndvényi novekedésgatlonak tekintik, szdmos
kisérlet bizonyitotta, hogy dézistol fiiggden képes fokozni a novekedést mind a gydkerekben,
mind a hajtasokban (Humplik et al., 2017; Zhang and Davies, 1990). Valamint az ABA
potencialis szabalyozd szerepét detektaltdk a tiamin bioszintézisében so- és ozmotikus stressz
koriilmények kozott (Rapala-Kozik et al., 2012). Tovabba koézponti molekula mas jelatviteli
folyamatokban a novényt ért stressz esetén (Bulgakov et al., 2019). A Garlic-lipo készitménnyel
kezelt mintdkban kimutattuk a PR gének aktivitasat. Mind a szisztémas szerzett rezisztenciat
(PR1, PR2 és PRS), mind pedig a lokalis szerzett rezisztenciat (PR3, PR4) magéaban foglalé PR
gének mutattak feliil expresszaltsdgot. Ezen tilmenden a kezelt mintdk KEGG utvonal analizise
szdmos olyan feliil szabalyozott gént detektalt, melyek a tiamin metabolizmus, a ndvényi
hormon szignaltranszdukcid, a ndvény-patogén interakcid, a fenilpropanoid, terpenoid és
sztilbenoid bioszintézis, valamint a glutation metabolizmus folyamataiban vesz részt. Ezen
utvonalak eredménye a stressz védelmi valasz, a betegség-ellenallosag, az abiotikus és biotikus

stresszvalasz, a detoxifikacio, tovabba a novényfejlodés eldsegitése (9. abra).
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9. abra. Osszefoglalo a Garlic-lipo kezelés hatdsarol buzaban KEGG utvonalelemzés alapjan.
Az aktivalodott Gtvonalak sargaval, gének kékkel, folyamatok pirossal jelolve
Osszeségében a kisparcellas kisérleteket vizsgdlva a magas ABA tartalmi ndvényi-alapa
biostimulator kezelések utdn mindharom kultardban a Bl vitamin metabolizmus, glutation
metabolizmus, a ndvényi hormon jelatvitel (ABA, JA, SA) és a ndvény-patogén interakcid

utvonalak aktivitasa volt megfigyelhet6 (10. abra).
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10. abra. Osszefoglal6 az EliceVakcina kezelés hatdsarol a harom kisparcellas kisérletben
KEGG utvonalelemzés alapjan. Az aktivalodott utvonalak sarga, gének kék, a folyamatok
piros téglalapban vannak feltiintetve. Az Gitvonal téglalapokat szegélyzd szinek jelzik, hogy
melyik kultiraban aktiv az adott utvonal: zold - borso, sarga - repce, kék — szdja
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Szamos publikacid leirta, hogy a ndvényt érd stresszhatdskor az ABA endogén
felhalmozodéasaval potencidlis  kozponti  szabalyozd szerepet jatszik az  abiotikus
stressztolerancidban (Sah et al., 2016), a tiamin metabolizmusban (Rapala-Kozik et al., 2012),
valamint a névényi hormonok miikddésében. A tiamin metabolizmus nagyfoku aktivitasat
mutatott az utvonalelemzések szerint, ezért az EliceVakcina 20 g/ha kezelés utan borsé ndvény
termést tartalmazd hajtdsok tiamin és metabolitjai tartalmat megmértik HPLC-DAD
késziilékkel (5. abra). A kezelést kdvetd 5 nap alatt 8%, 10 nap alatt 14,3%-kal megndtt a hajtas
tiamin €s metabolitjait detektalo standard jel alatti teriilet nagysaga a kromatogram szerint (11.

abra).

Norm. = Norm.
600 S 600 £
3 Gy £
: i g o)
= 2 = o
B & 0
S 8 4
500 — 500 :1‘?@
— |
400 . 400 ©
o
g s o 8 6‘@“
L qq, ?QSE
300 G 300 o
o & &
2 & o
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11. abra. Tiamin HPLC-DAD mérése borsondvényekben. Kezeletlen (a) és EliceVakcina
kezelt novények (b) tiamin tartalma tiz nappal a kezelés utan

Az ABA ¢és az AUX egyiitt szabalyozza a novények novekedésének és fejlddésének szdmos
aspektusat, a magok csirdzasat, a primer gyokérndvekedést (Sun and Li, 2014); az etilénnel
kolcsonhatasban a sztomazarodas szabalyozasat (Harrison, 2012); a jazmonatokkal a ndovényi
védekezést €s a génexpressziot (Anderson et al., 2004). A szakirodalmi leirdsokkal megegyezd

Osszefiiggéseket detektaltunk elemzéseink soran.

Azonban kiilonbségeket is tapasztaltunk a harom ndvény vizsgalata soran. Csak a borso és szdja
novények kezelése utdn erdsodott meg a MAPK kaszkad, a fenilpropanoid bioszintézis, a
hésokk proteinek, SA hormon és PR gének aktivitasa. AZ ABA komplex jelatviteli halozata
révén mas jelatviteli Gtvonalakkal is integralodik (Kumar et al., 2019). A MAPK kaszkad
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szdmos ABA-fliggd valaszban vesz részt, mint a magok csirazasaban, a véddsejt-jelatvitelben

¢s az antioxidans védekezésben (Jammes et al., 2009; Xing et al., 2008; Zhang et al., 2012).

Tovabba az ABA szerepet jatszik biotikus stresszfaktorok, pl. a gombak elleni védekezési
stratégidban is. A nOvények antioxiddns masodlagos metabolitokat termelnek
(fenilpropanoidok, terpenoidok), melyek az ABA szubsztratjai €s eldsegitik szintézisét. Az
ABA megndvekedett szintézise korreldl Fusarium oxysporum rezisztenciajaval, mint a névény
fertézésre adott korai valaszéanak pozitiv szabalyozdja (Boba et al., 2020). A korokozokkal
szembeni reakci® magaban foglalja a PR fehérjék, koztik a gliikanazok, kitinazok ¢s
peroxidazok, pektindz inhibitorok termelddését. Tovabba a sejtfal megvaltozasat is
eredményezi, kiilonOsen a pektin metilészterezésével és a lignifikacioval fizikai akadalyt képez
a gomba novekedésének (Wojtasik et al., 2011). A kérokozdk fertdézése soran kiilondsen fontos
szerepet jatszik a SA hormon, csokkenti a ndvények korokozok fertdzésére valo érzékenységét

(Di et al., 2016).

biostimulator kezelés ndveli a ndvények abiotikus és biotikus stressztlirését, valamint

tapértéktulajdonsagait.
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4. AZ ERTEKEZES UJ TUDOMANYOS EREDMENYEI

1. Liposzoma formulalt biostimulansok eléallitasa és jellemzése

Eldallitasra keriilt két 0j, szuperkritikus szén-dioxid kivonassal késziilt névényi kivonatokat
tartalmazo liposzoma formulacié, az EliceVakcina és a Garlic-lipo, melyek biostimulator
aktivitassal rendelkeznek. A készitmények magas abszcizinsav-tartalommal rendelkeznek:
Garlic-lipo esetében 81,4 +2,2 ug/g, mig EliceVakcina esetében 6,3 + 1,2 ug/g érték keriilt

meghatarozasra.

2. Gombeaellenes hatés igazolasa Fusarium tajokkal szemben

Kimutatasra keriilt, hogy az abszcizinsavban gazdag, liposzéma formulalt biostimulansok, mint
az EliceVakcina és a Garlic-lipo, hatékony gombaellenes aktivitast mutatnak novénypatogén
Fusarium fajokkal szemben, Ugymint F. oxysporum, F. graminearum, F. verticillioides és F.
proliferatum. A vizsgalt 0,625 v/v% koncentracioban az optikai denzitds (ABSe00) értéke
EliceVakcina esetében 0,11755, mig Garlic-lipo esetében —0,1612 volt, ami jelentds gatld

hatasra utal.

3. Stresszvalaszutak preventiv aktivalasa

Bizonyitast nyert, hogy az EliceVakcina és a Garlic-lipo preventiv mdédon aktivaljak a ndvényi
stresszvédekezési mechanizmusokat. A hatds taxonomiailag eltérd novényfajokon (7riticum
aestivum, Pisum sativum, Brassica napus és Glycine max) is megfigyelhetd volt, ami a

készitmények széles korli alkalmazhatosagat tamasztja ala.

4. Patogenezishez kothetd és stressz-indukalt gének expresszidjanak fokozasa buzaban

A Garlic-lipo kezelést kovetden Triticum aestivum ndvényekben jelentds mértékben nétt a
patogenezishez kothetd gének (9764—-1603 kontig) és a stressz-indukalt gének (2345-214
kontig) expresszidja, ami a védekezési és stresszvalasz gének transzkripcios aktivalodasat

igazolja.

5. A Bl-vitamin szintézisének serkentése szant6foldi ndvényekben

Megallapitast nyert, hogy az EliceVakcina eldsegiti a kornyezeti stresszel szembeni
ellenalloképességet olyan szantofoldi novényekben, mint a Pisum sativum, Brassica napus és
Glycine max a tiamin (B1-vitamin) bioszintézisének aktivalasa révén. A tiamin-bioszintézissel

kapcsolatos differenciédltan expresszalt szekvencidk szama (P. sativum: 125; B. napus: 57; G.
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max: 54) jelentdsen meghaladta a klasszikus fitohormon-utvonalakhoz kapcsolodd gének
szamat (P. sativum: 11; B. napus: 8; G. max: 7), ami egy Uj, abszcizinsav-alapu stresszadaptacio

mechanizmus lehetdségét vetiti eldre.

6. A Bl-vitamin szintjének emelkedése borsdéban

Pisum sativum esetében kimutatasra keriilt, hogy a magas abszcizinsav-tartalmi biostimulans
kezelés hatdsara fokozodik a tiamin bioszintézis génjeinek expresszidja, amelyhez 14,3%-o0s

novekedés tarsult a B1-vitamin és metabolitjai tartalomban a kezelést kovetd 10. napon.
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5.AZ EREDMENYEK GYAKORLATI HASZNOSITHATOSAGA

A vizsgalt novényi-alapu biostimulatorok gyakorlati alkalmazéasa az agrariumban tobb teriileten

is eldnyd0s:

1. Termésmindség €s beltartalom javitasa: Az EliceVakcina ndveli a B1 vitamin (tiamin)
mennyiségét a borsoban, ami taplalkozas-¢lettani szempontbdl elonyds.

2. Stressztlird képesség fokozasa: A biostimulatorok aktivaljak az ABA-fiiggd jelatviteli
utvonalakat, igy segitik a novényeket az abiotikus (szarazsag, hdstressz) és biotikus
(korokozok) stressz lekiizdésében. A biostimulatorok kijuttatdsa, mint exogén ABA kezelés
alkalmazhatd, mely az ABA-fliggd jelatviteli utvonalakon keresztiil aktival mas jelatviteli
utvonalakat fokozva a ndvény stressztolerancidjat.

3. Biofungicid hatas: A liposzéma formulalt fokhagymakivonatok hatékonyan gatoljak
a Fusarium fajok novekedését, csokkentve a termésveszteséget. A mikrodiliicio toxicitasi teszt
szerint F. graminearum, F. oxysporum, F. proliferatum és F. verticilloides fajok novekedését
visszaszoritottak. A vizsgalt gombafajok koziil a F. proliferatum micélimndvekedését gatoltak
legjobban, kiillondsen erdsen reagalt a Garlic-lipo kezelésre kiterjedt gatlasi zonat mutatva.

4. Hatékonyabb hatdéanyag-kijuttatds: A nanoliposzéma technologia ndveli a
hatéanyagok stabilitasat, csokkenti a parolgast és fokozza a felszivodast, igy kisebb
mennyiségli extraktum is elegendd lehet a kivant hatds eléréséhez. E formuldlds segiti az
alacsony vizoldékonysag, a kornyezet okozta oxidacio elkeriilését, tovabba a bioaktiv anyagok
felszabadulasi sebessége szabalyozhatova valik a homérséklet, a pH, a kibocsatdé kozeg
joneréssége vagy biotikus és/vagy abiotikus stresszorok altal. Ujszerti megkdzelités a bioaktiv
Osszetevokkel  kapcsolatos  negativ  fizikai-kémiai  tulajdonsagokkal  rendelkezd
gyogynovénykivonatok kijuttatdsara, melynek helye van az agrar célu felhasznalasban.

5. Széles korti alkalmazhatosag: A kisérletek tobb ndvénykultaraban (bliza, borso, repce,
sz0ja) 1s pozitiv hatdsokat mutattak, igy a technologia tobbféle termesztési rendszerbe
beilleszthetd.

6. Osszességében az elallitott biostimulatorok alkalmazasa hozzajarulhat a fenntarthaté
mezOgazdasaghoz, csokkentheti a kémiai novényvédd szerek hasznalatat és novelheti a

termésbiztonsagot.
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