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1. BEVEZETES

Napjainkban egyre nagyobb hangsulyt kap az élelmiszer-biztonsag, annak érdekében,
hogy egészséges és kivald mindségii €lelmiszer keriiljon a fogyasztok asztalara. A
gazdasagi novények termesztéstechnologiaja sordn meghatarozd a novényt karositok
elleni védekezésének mddja, az abiotikus/biotikus stresszre adott novényi valasz, hogy a
termés mennyiségét és mindségét megdrizze. A vegetacid soran hasznalt vegyiiletek felé
tamasztott fontos kovetelmény, hogy az élelmezésre felhaszndlt végtermék ne
tartalmazzon az emberi egészségre artalmas vegyiileteket. A ndvényi-alapu
biostimuldtorok alkalmazéasa hatékonyan javithatja a termés mindségét, mennyiségét
vagy a tapanyagfelvétel/tdpanyaghasznosulas hatékonysagat, a biotikus és abiotikus
stresszekkel szembeni toleranciat, igy hozzajarulhatnak a integralt ndvénytermesztés €s
novényvédelem e céljaihoz, mely a kérositok megjelenésének megeldzésére vagy azok
mennyiségének gazdasadgi karkiiszobérték ald szoritasara torekszik kiilonbozd
agrotechnikai, biologiai, biotechnikai, mechanikai és kémiai eszkozokkel.

A nanotechnologia 1j megkozelitéssel szolgal a biopeszticidek ellendrzott ndvénybe
juttatdsdhoz, hogy novekedjen a termésmennyiség és csokkenjen a kdrnyezetszennyezés.
Hasznalatuk eldnyt és kockazatot is jelenthet, mivel kevés ismeretiink van a
mikodésiikrol.

Kisérleteinkben a Gyogyndvénykutatd Intézet K ft. (Budakaldsz) altal fejlesztett Elice16®
termékcsalad EliceVakcina ¢s Garlic-lipo ndvénykondicionald termékek, amelyek
novényi eredetll lipidekbdl 4ll6 nanoméretli liposzomakba kapszuldzott szuperkritikus
szén-dioxid (SC-COz) gyogyndvénykivonatok, biostimulatorként vald alkalmazhatosagat
vizsgaltuk tiveghazi €s kis parcellés kisérletek soran. A liposzémazott készitmény levélre
permetezését alkalmaztuk Triticum aestivum L., Pisum sativum L., Glycine max (L.)
Merr. és Brassica napus L. nevelése soran 1-3 alkalommal. Szakirodalmi adatok szerint
a SC-CO: extrakcio hatékonyan segiti megdrizni a bioaktiv vegyiileteket, a liposzoma
A készitmények jotékony hatdsat a felhasznalt gydgyndvénykivonatok nagy mennyiségii
allelokémiai anyagainak koszonheti, mint példaul flavonoidok, szteroidok, terpenoidok,
szaponinok, alkaloidok és fenolos vegyiiletek, amelyek igazoltan serkenthetik a novények
fejlodését, tapanyag-felvételét és beépiilését vagy a korokozokkal szembeni ellenalld
képességét. Vizsgalataink soran elsésorban a biotikus és abiotikus stresszvalaszban részt

vevd enzimek, fehérjék miikodésével foglalkoztunk. A kezelések utan két nappal friss



leveleket gytjtiink és QuantSeq 3' mRNS szekvenalassal (Illumina NextSeq 550
platform), a konyvtarak genomszintli transzkripciés profilozasaval vizsgaltuk a
védekezési  valaszatvonalakkal — kapcsolatos gének  expresszid — szintjét. A
novénytermesztés soran hasznalt biostimulatorok felhasznalasdnak tesztelése és

validalasa eldsegiti a novényi immunrendszer mikddésének jobb megismerését.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az 6kolégiai mezogazdasag jelentésége globalisan, az Eurdpai Uniéban és

Magyarorszagon

Az oOkologiai gazdalkodds Onmagaban nem nyujt megolddst korunk fenntarthato
mezdgazdasaganak siirgetd problémaira, de fontos szerepet jatszhat a jelenlegi termelési
rendszer 4talakuldsaban. A biogazdasagokban agrookologiai elveken alapuld
gazdalkodasi rendszereket épitenek fel, melyek a fogyasztok igényeit szolgaljak (Eyhorn
et al., 2019). A novénytermesztés dkoldgiai befolydsanak erdsddésekor célként jelenik
meg a terméshozam novelése a biodiverzitds és a kapcsolodd Okoszisztéma-
szolgéaltatasok fokozasaval, gy, hogy minimalizalja a szintetikus anyagok felhasznalasat
(Garibaldi et al., 2019). Az 6kologiai term6foldek ardnya minden kontinensen novekszik.
Az okologiai gazdalkodésra vonatkozd legfrissebb globdlis, 190 orszdg 0sszegytijtott
adatai (2021) szerint tobb mint 74,9 milli6 hektar term6foldon végeznek oOkoldgiai
gazdalkodast. Globalisan az elmult 20 évben hétszeresére nétt az 6koldgiai gazdalkodas
ala vont termdteriiletek nagysaga, bar igy is csak a teljes mezdgazdasagi teriilet 1,6% -a.
A globalis biopiacok értékesitése is hétszeresére novekedett vilagszerte 20 év alatt, elérve
a 120,6 billio eurdt (Luttikholt and Mapusua, 2021).

Az Eurépai Unié Oko rendelete (2018/848) szerint az Okoldgiai termelés olyan
¢lelmiszer-eldallitd gazdalkodasi rendszer, mely tiszteletben tartja a természetes
rendszerek allapotat (viz, talaj, levegd), valamit megdrzi €s javitja a névények és az
allatok egészségét. Onmagat korlatozza a kiilsd forrasok (ndvényvéddszerek, miitragyak,
talajjavitd szerek, hozamfokozok) felhasznalasakor oly modon, hogy a bioldgiai
folyamatok soran természeti er6forrasokat alkalmaz

(http://data.europa.eu/eli/reg/2018/848/2022-01-01). Magyarorszag az EU rendeletekkel

0sszhangban hozta meg az 6kologiai gazdalkodas szigor szabalyozasat a mezdgazdasagi
termékek ¢€s ¢€lelmiszerek eldallitasarol és forgalmazasarol. A KSH adatok szerint
hazdnkban 2021-ban mintegy 263 000 hektaron végeztek ellendrzott Okologiai
gazdalkodast. Bar az elmult években jelentdsen ndtt az dkologiai gazdalkodas ala vont
teriiletek kiterjesztése, mégis ez csak a mezdgazdasagi teriiletek 5,8 szazalékat érinti
(Ausztria  25,7%, FEsztorszag és Svédorszag esetében tobb mint  6tode

https://ksh.hu/s/kiadvanyok/fenntarthato-fejlodes-indikatorai-2022/3-10-sdg-2). Az

Agrarminisztérium célkitlizései kozott szerepel az dkologiai miivelés ald vont teriiletek

aranyanak dupldjara emelése 2027-ig elérve a 10 % okoteriilet-aranyt, ilyen modon


http://data.europa.eu/eli/reg/2018/848/2022-01-01
https://ksh.hu/s/kiadvanyok/fenntarthato-fejlodes-indikatorai-2022/3-10-sdg-2

tdmogatja az Okologiai gazdalkodast, a bioldgiai sokféleség megdrzését

(https://kap.gov.hu/news/2023-02-28/101521/hazai-okologiai-gazdalkodas-egy-

evtizednyi-novekedesre-alapozza-jovojet).

2.2. Termésnovelo anyagok, novénykondicionalo szerek és novényvédelmi céla

készitmények tipusai, 6kologiai hasznalhatosaganak szabalyozasa

A termésnoveld anyagok (szakmai angol kifejezés szerint fertilizing products)
kisérletekkel bizonyitottan kedvezo hatast fejtenek ki a talajra és a termesztett novényre
ugy, hogy hasznalatuk kdzben toxikus hatést a kornyezetre €s a termesztett ndvényre nem
jelentenek. Magyarorszagon a termésnoveld anyagokat kategdriakba rendezte a 36/2006
FVM kibdvitett rendelet. Az eldiras szerint lehet engedélyeztetni és forgalomba hozni
termésnoveld anyagként mii-, szerves és dsvanyi tragyakat, komposztot, gilisztahumuszt,
talajjavito anyagokat, talajkondicionald készitményeket, mikrobiologiai termékeket,
amelyek nem biopeszticidek, termesztokozegeket, novénykondiciondlokat és annak
kombinécioit. A novénykondicionald szer olyan szerves vagy szervetlen anyagokbol
eldallitott készitmény, mely kedvezden hat a ndvények fejlddésére, terméshozamara,
altalanos allapotara és az ¢életfolyamatokra elsddlegesen a tapanyagforgalom
befolyasolasan keresztiil.

A 2019/1009/EK rendelet harmonizélta a korabbi jogszabalyokat, igy unids szinten a
termésnoveld anyagok forgalmazéasarol szold szabalyozas egységes piacot tudott
ebben a rendeletben meghataroztdk a termésndveld anyagok toxikus szennyezdanyag-
hatarértékeit. Ez az uj EU rendelet funkcio szerinti termékkategoriakat hozott 1étre ugy
mint, tragya (szerves, szervetlen), meszezdanyag, talajjavitd anyag (szerves, szervetlen),
termeszt6kozeg inhibitor (nitrifikaciodt, denitrifikaciot és uredzt gatlo anyagok), ndvényi
biostimulator és termésndveld anyagkeverék.

1107/2009/EK rendeletben jelent meg a ndvényi biostimuldns kifejezés, ami olyan
terméket jelol, amely tdpanyagtartalmatol fliggetleniil stimuldlja a ndvény
tdpanyagellatdsi folyamatait azzal a céllal, hogy a novénynek vagy a ndvény
rhizoszférajanak a tulajdonsagai koziil egyet vagy tobbet javit. A ndvényi biostimulans
javitja a tapanyag-felhasznalasi hatékonysagot, az abiotikus stressztoleranciat, a termés

mindségét és a felvehetd tdpanyagok mennyiségét. Az okologiai gazdalkodasban


https://kap.gov.hu/news/2023-02-28/101521/hazai-okologiai-gazdalkodas-egy-evtizednyi-novekedesre-alapozza-jovojet
https://kap.gov.hu/news/2023-02-28/101521/hazai-okologiai-gazdalkodas-egy-evtizednyi-novekedesre-alapozza-jovojet

novényvédelmi célokra hasznalt névényi biostimuldnsok szabalyozéasa az 1107/2009/EK
rendelet alapjan tortént. A rendelet jova hagyta a nem kimondottan ndvényvédelmi
célokra fejlesztett ndvényi alapanyagok, kivondszerek és ndvényi hatéanyagot tartalmazo
szerek hasznalatat, ha azok hasznosak a kartétel visszaszoritasara és nem toxikusak a
termesztett novény szamara (Matyjaszczyk, 2023). Jollehet az EU rendeletek magyar
forditasaban biostimuldns szd szerepel, napjainkban elterjedtebbé valt a biostimulator

kifejezés, ezért a késdbbiekben ezt a kifejezést hasznaljuk.

2.3. Novényi biostimulatorok fajtai, novénykondicionalo szerekként torténo

hasznalatuk

Du Jardin (2015) hét osztalyba sorolta a ndvényi biostimuldtorokat, melyek humin- és
fulvosavak, fehérje-hidrolizdtumok és egyéb N-tartalmu vegyiiletek, tengeri alga és
novényi kivonatok, kitozan és egyéb biopolimerek, szervetlen vegyiiletek, hasznos
gombak, hasznos baktériumok. A ndvényi biostimulatorok k6zé tartozé ndvényi-alapu
kondicionaldok potencidlisan 1j megkozelitést kindlnak a fiziologiai és molekularis
folyamatok szabdlyozdsdban, a novekedés serkentésében, a tdpanyagfelvétel
fokozasaban, a terméshozam ndvelésében €s a stressz okozta korlatozasok enyhitésében
(Calvo et al., 2014; Du Jardin, 2015; Du Jardin et al., 2020). Mas megfogalmazas szerint
a biostimulatorok olyan biologiai eredetli formulélt termékek, amelyek a jelenlévd
komplex Osszetevok 1 vagy kialakuloban 1évd tulajdonsagai miatt javitjdk a ndvények
termOképességét. Tehat a biologiai funkcid pozitivan moduldlhatdé olyan molekulak
keverékével, amelyeknek nincs egyértelmi hatashelye és hatds mechanizmusa sem ismert
minden esetben, bar torekedni kell legalabb hatasmechanizmusuk megismerésére

(Yakhin et al., 2017).

2.3.1. Novényi-alapu biostimulatorok

A ndvényi-alapt biostimuldtoroknak két f6 osztdlya van, a tengeri algakivonatok
(Chojnacka et al., 2014) és a kiilonbdzd ndvényi részekbdl szarmazo kivonatok, melyek
felhasznaldsa széleskori a jobb ndvénytermesztés érdekében. A kiillonbozd novényi
részek (gyokerek, hajtasok, magvak) kivonatai eltérd reakciot mutatnak az alkalmazas
modjatél, koncentracidjatol, valamint a novényfajtél fliggden, melyek kiilonbozo

csaladok képviseléi ugy mint, Amaryllidaceae, Brassicacae, Ericaceae, Fabaceae,
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Fagaceae, Moringaceae, Plantaginaceae, Poaceae, Rosaceae, Solanaceae, Theaceae,
Vitaceae stb. (Gonzalez-Morales et al., 2021; Yakhin et al., 2017). A kiillonb6z6é névényi
részek eltéré kémiai Osszetételliek, kiilsleg alkalmazva megvaltoztatjdk a ndvény
novekedését, stressztlirését. Tartalmazhatnak fitohormonokat, tdpanyagokat, valamint
gomba- ¢és mikrobaellenes vegylileteket, amelyek megvédik a névényt a biotikus és
abiotikus stressztdl. A ndvények kiilonbozd bioaktiv vegyliletek és masodlagos
metabolitok forrasai, beleértve a nitrileket, flavonoidokat, alkaloidokat ¢és
antioxidansokat. A kiilonféle novények fitokivonatai szerves €s szervetlen vegyiileteket
tartalmaznak, beleértve az dsvanyi elemeket (kalium, kalcium, kén, magnézium, foszfor),
vitaminokat, aminosavakat, valamint kiilonféle fitohormonokat (Makkar et al., 2007;

Sernaité, 2017; Yakhin et al., 2017).

2.3.2. Novenyi-alapu biostimulator az EliceVakcina, f6 osszetevoi kozé tartozo

gyogynovenykivonatok biostimulans hatasa

Az EliceVakcina 6sszetevol human gydgyaszatban széleskoriien alkalmazott kivonatok,
azonban a készitményben 1év6 11 gyogyndveénykivonat novényi biostimulatorként valo
felhasznélasarol kevés adat van.

A biostimulatorként hasznalt gyombérkivonat (Zingiber officinale Roscoe) pozitivan
befolyasolta a Rosa damascena Mill. novények fejléddési folyamatait, a virdgszamot, a
virdghozamot, a relativ viztartalmat és a teljes klorofilltartalmat, valamint a rézsa ill6olaj-
tartalmat és az olajhozamat (Ali et al., 2022).

Kakukkfii vizes kivonataval (Thymus capitatus) kezeltek in vitro gyokeresedési fazisban
szamoca (Fragria x ananassa Dutch.) hajtast, melynek eredményeképpen a hajtas- és
gyokérrészek szignifikans novekedése volt megfigyelhetd, valamint a fenol tartalom,
peroxiddz ¢és antioxiddns aktivitas is ndtt (Chaouch et al.,, 2023). A magvak
biostimuldtorokkal valdé bevonasa a ndvénytermesztés egyik igéretes lehetdsége a
biotikus és abiotikus stresszel szembeni tlir6képesség novelésére. A kakukkfli vizes
kivonattal (Thymus capitatus) végzett durum buza (Triticum turgidum L. subsp. Durum
(Desf) Husn.) magbevonat ndvelte a csirdzasi sebességet és a palantandvekedést és
aktivalta a ndvényi jelatvitelt az abszcizinsav (ABA) jelatviteli utvonal beinditasaval.
Tovébba cserepes kisérletben a kakukkfiikivonattal torténd 6ntdzés novelte a gyokér- és

hajtasfejlodést, nitrogén egyensulyi indexet, a klorofill, az ABA, az antocianinok és a
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flavonoidok tartalmat a levelekben. A nevelés masodik szakaszdban a novényeket
szarazsag stressz alatt vizsgaltak. A kakukkfiikivonattal torténd Ontdzés javitotta a
novény védekezo stratégiat azaltal, hogy indukalta a gyokerek megnyulasat, csokkentette
a hajtasok ¢és a gyokerek szarazanyag- ¢és klorofillveszteségét, fenntartotta a

kiegyensulyozott nitrogén egyensulyt (Ben-Jabeur et al., 2019).

2.3.3. Noveényi-alapu biostimulator a fokhagymakivonat, leirt biostimulans hatasa

A fokhagyma (Allium sativum L., Amaryllidaceae) egy jol ismert gyogynovény, mely
szamos jotékony bioaktiv vegyiiletet, tobbek kozott poliszacharidokat, szerves
szulfidokat, fenolos vegytileteket és szaponinokat tartalmaz (Diretto et al., 2017; Divya
et al., 2017; Lawson, 1998). A {6 szerves kén Gsszetevoi a diallil-tioszulfonat (allicin),
diallil-szulfid (DAS), diallil-diszulfid (DADS), diallil-triszulfid (DATS), E/Z-ajoén, S-
allil-cisztein (SAC) és a S-allil- cisztein-szulfoxid (alliin) (Shang et al., 2019; Yoo et al.,
2014).

Szdmos tanulméany létezik kiilonboz8 ndvényi-alapu biostimulatorokkal tortént
kezelésekrdl, de a fokhagymakivonat biostimulatorként valo felhasznalasarol csak kevés
szakirodalom 4ll rendelkezésre. A fokhagyma antimikrobidlis hatdsar6l in vitro
kisérletekben szamoltak be, hatékony szamos ndvénypatogén gomba és baktérium ellen
(Mougou and Boughalleb-M’hamdi, 2018; Olusanmi and Amadi, 2010; Perello et al.,
2013; Sarfraz et al., 2020). Az allicin az alliin aminosavbol (S-allilcisztein-szulfoxid)
szovetkarosodaskor termelddik az alliindz enzim 4altal katalizalt reakcid soran.
Dozisfliiggd modon az allicin gatolhatja mind a baktériumok, mind a gombak
szaporodasat (Borlinghaus et al., 2014; Kuettner et al., 2002). Az allicin gyors
membranpermeabilitast mutat, a tiol-diszulfid reakcioba 1ép a fehérjék szabad
tiolcsoportjaival (Miron et al., 2000). Az allicin altal szabalyozott hatas kimutathatd volt
a Phytophthora infestans fert6zott burgonyagumoé ¢és paradicsom, az Alternaria
brassisicola fertdzott sargarépa, a Hyaloperonospora parasitica tertdzott Arabidopsis
thaliana és a Magnaporthe grisea fertdzott rizs esetében (Slusarenko et al., 2008).
Ezenkiviil kimutattak, hogy az allicin képes gétolni a ndovénypatogén Agrobacterium,
Erwinia, Pseudomonas és Xanthomonas baktériumokat, a Botrytis, Plectosphaerella és

Phytophthora gombdékat (Curtis et al., 2004).
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Parcella kisérletben a fokhagyma vizes kivonat (aqueous garlic extracts - AGE)
alkalmazasa javitotta a veteménybab (Phaseolus vulgaris L.) és 16bab (Vicia faba L.)
novények novekedését és fizioldgiai allapotat. Valamint megfigyelték a fenolok, a
szénhidrat-0sszetevOok, a szabad aminosavak, prolintartalom ndvekedését, valamint az
endogén fitohormonok, kiilondsen az auxinok (AUX), gibberellinek (GA) és szalicilatok
szintjének emelkedését a kezelt novényekben (Elzaawely et al., 2018; Mohamed et al.,
2020).

Hayat et al. (2016) taptalajon 28 kiilonb6zd allicin tartalm fokhagymafajta vizes
kivonatat vizsgalta Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea, Verticillium dahliae ¢és
Phytophthora capsici fitopatogén gombaval szemben ¢és mikrodiluciés kisérletben
meghatarozta azt a minimalis koncentraciot (minimum inhibitory concentration), amely
teljesen gatolta a gomba ndvekedését (MICso 1% kivonat, ami 39 pg/ml allicint tartalmaz;
MICoo 10%). A P. capsici és V. dahliae elleni padlizsan és paprika levélkorong vizsgalat
a fert6zés jelentds csokkenését mutatta 100 mg/ml dozisnal (allicin tartalom 3.9 mg/g), a
betegség sulyossaga 85%-r0l 12-14%-ra csokkent. Valamint az AGE bioaktivitasat
tanulmanyoztak uborka paldntdk (Cucumis sativus) levélére permetezve, mely
megvaltoztatta a novény védekezd mechanizmusat megemelve a kataldz (catalase -
CAT), szuperoxid-diszmutazt (superoxide dismutase - SOD) és peroxidaz (peroxidase -
POD) aktivitasat.

Tovabba {iveghazi kisérletben paradicsom palantdk (Solanum Ilycopersicum) AGE
levélpermetezése a novény magassagat, levélfeliiletét, szaratmérdjét €s friss/szaraz
tomegét szignifikansan novelte. A SOD és CAT tultermelése stressztlird képességet valt
ki és a SOD gének talzott expresszidja novekedést eredményez stressz alatt, igy aktivalja
a novény indukalt védekezOképességet. Az AGE alacsony koncentracidban az
antioxidans enzimeket aktivalta, magasabb koncentracioban azonban fokozott
malondialdehid (MDA) felhalmozddast eredményezett, lipidperoxidacidt és
membrankarosodast okozott (Hayat et al., 2018a).

Az AGE biostimulatorként valé alkalmazésa javitotta a paprika és padlizsan termés
mindségét, megvaltoztatta a kezelt novény fizioldgiai potencialjat, beinditotta védekezd
valaszait a Phytopthora capsici patogén gombas fertdzésekkel szemben. Ezenkiviil
szignifikans névekedés mutatkozott a kezelt nGvény metabolit tartalmaban, mint pl. a
klorofill, a karotinoidok és az oldhatd cukrok tartalmaban. Az AGE alkalmazasa
paprikandvényeken is primer hatast fejtett ki, védekezési reakciokat indukalt a P. capsici

oltas el6tt. Igy a kezelt novények sikeresen ellendlltak a fertézésnek az aktivalt
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antioxidans rendszeriik, karotinoidok és egyéb védd metabolitok segitségével. A stressz
okozta H»O»-tartalom rendkiviil alacsony volt a kezelt névényekben, ami a patogén

fertézésekkel szembeni sikeres rezisztenciat jelzi (Hayat et al., 2018b).
2.3.4. Novenyi-alapu biostimulatorok hatdasa a novények védelmi rendszerere

A ndvényi kivonatok, mint ndvényi-alapu biostimulatorok a mezdgazdasagban
peszticidként hasznalatosak, melyek hatdsa a kezelt ndvényben morfologiai, fiziologiai,
biokémiai, proteomikai €s transzkriptomikus valtozasokat eredményez. A novényi-alapu
biostimulatorok javitjak a kezelt novény anyagcsere €s adaptiv teljesitményét abiotikus
¢s biotikus stressz koriilmény kozott (Gonzalez-Morales et al., 2021). A kiilonb6zd
kornyezeti korlatok, az abiotikus és biotikus stresszek korlatozzak a kultirndvények
termésmennyiségét €s mindségét, mely hatasok ellenstilyozasara a ndvények bizonyos
biokémiai valtozasokkal alkalmazkodnak, hogy fenntartsdk a megfelelé novekedést.
Ezek kozé tartozik bizonyos ozmolitok és ozmoprotektansok, koztiik a prolin, glicin-
betain, Osszes szabad aminosav, oldhaté fehérje és oldhato cukor felhalmozodasa (Abdel
Latef and Tran, 2016; Ahmad et al., 2016).

Az abiotikus stressz ndvényekre gyakorolt negativ hatdsainak mérséklésére szolgalo
kiilonféle stratégidk koziil a kornyezetbarat biostimulatorok alkalmazisa az egyik
legigéretesebb (Rouphael and Colla, 2020; Sible et al., 2021). A kdrnyezeti valtozasokat
a ndvények olyan kifinomult észlelési mechanizmusok, jelz6- és akklimatizacios
stratégidk segitségével probaljak lekiizdeni, mint az antioxidans metabolitok (pl.
flavonoidok, prolin, enzimek) fokozott termelése, amelyek segitenek a reaktiv
oxigénfajtak (ROS) szabalyozasaban, hogy elkeriiljék az oxidativ stresszt és a
fitohormonok (példaul ABA és JA) szintjének valtozasat (Dias et al., 2018; Ma et al.,
2020; Zandalinas et al., 2020).

2.3.5. A noveényi-alapu biostimuldtorok abiotikus és biotikus stressz elleni hatdsa, a

folyamatok molekularis hattere

Szamos ndvényi-alapt biostimulatorokkal végzett kisérletekrdl sz616 tanulmany késziilt,
azonban kevés transzkriptomikai elemzést végeztek a kezelések eredményeinek
alatdmasztasara (Gonzalez-Morales et al., 2021). Jelenleg az EliceVakcina 6sszetevOinek

biostimulatorként vald kezelésérdl nincs transzkriptomikai adat, ezért mas névényi-alapu
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biostimulatorok transzkriptomikai elemzését tekintjlik at abiotikus stressz alatt. Biotikus
stressz hatdsanak enyhitésére hasznalt ndvényi-alapu biostimulatorokkal végzett

kezelésekrol nincs transzkriptomikai elemzés (1. abra).

Novényi-alapu biostimulator

ah

L4
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- KIN—(P
SZABALYOZO PROTEINEK
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; HSP:
» : ZIP63:ABF3; PCD-
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1. abra. A novényi-alapu biostimulatorok alkalmazasakor a kezelt novényben eltéréen
expresszalodo gének funkcionalis kategdridinak sejtes reprezentacioja. A felsorolt
gének részt vesznek a kiilonbozo tipust abiotikus stressz tolerancidban: szarazsag, ho,
s0 és hideg tlirés. Roviditések: R: receptor, kin: kindz, P: foszfor csoport, TF:
transzkripcids faktor, HSP: hésokk protein, PCD: programozott sejt halal, PHB:
fitohormon bioszintézis, AQU: aquaporin, LEA: late embryogenesis abundant fehérje,
PP: fényvédelem, ANTIOX: antioxidans metabolizmus, SEN: szeneszcencia, ABA:
ABA bioszintézis és jelatvitel, PM: fenilpropanoid metabolizmus, SR: sztoma
szabalyozas, PR: PR protein, CM: karbohidrat metabolizmus, OP: osmoprotektans,
ROS: reaktiv oxigén formak (Forras: Gonzalez-Morales et al. 2021).

Desoky et al. (2019) sostressz alatt allo borséndvényeket (150 mM NaCl 2 hétig)
hasznalva tanulmanyoztdk az édesgyokér (Glycyrrhiza glabra) gyokérkivonat
borsomagokra valo kijuttatdsanak hatasat. A sostressz csokkenti a palanta ndvekedését és
noveli az oxidativ stresszt, de az eldkezelt palantdknal ezek a hatdsok mérseklodését
figyelték meg. A kivonattal végzett kezelés novelte a SOD, a CAT, aszkorbat-peroxidaz
(L-ascorbate peroxidase - APX) ¢és glutation-reduktdz (glutathione reductase - GR),
dehidroaszkorbat-reduktaz (glutathione-dependent dehydroascorbate reductase - DHAR)

¢és peroxiredoxin (PrxQ) gének transzkripcidjat, csokkentve az oxidativ stresszt. Ezek a
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gének részt vesznek a sejt antioxiddns rendszerében, amely fenntartja a ROS
homeosztazist az oxidativ karosodasok mérséklése érdekében (Ahmad et al., 2010;
Suzuki et al., 2012).

Egy masik sostressz vizsgalatban (200 mM NaCl 24 6ran keresztiil) rukkola (Diplotaxis
tenuifolia L.) novényeket kezeltek boragd (Borago officinalis) vizes kivonat lombozatra
torténd kijuttatasaval €s a transzkripcids faktorok (TF) expresszidjat tanulmanyoztak.
Tobbek kozott DREB2A, MYB30, NAC019, NAC72, NAC19, NAC69, ZIP63, ABA-
érzékeny elemet kot faktor 3 (ABA-responsive element binding factor - ABF3), HB12
¢s HB7 mutattak pozitiv szabalyozast (Franzoni et al., 2019), melyek ABA-fliggd TF-ek.
A TF-ek koziil a MYB30 a csirazas ¢€s a stresszre adott valasz folyamataiban vesz részt,
valamint az ABA jelatvitelben (Zheng et al., 2012). A NAC csalad tagjai a ndvények
fejlodéséhez és stresszvalaszaihoz kapcsolddnak és reagalnak az ABA-ra, eldsegitik az
antioxidans rendszer miikodését (Xu et al., 2015). Tovabba a ZIP63 alacsony energidji
valaszon keresztiil szabalyozza a cirkadian ciklust és kinazokat (SNF1-related protein
kinase -SnRK1) (Mair et al., 2015), az ABF3, ami egy ABA és ozmotikus stressz altal
indukalt TF (Fujita et al., 2011), a HB12 és HB7 pedig ugyancsak ABA-fiiggd TF-ek, a
sostresszre adott ndvekedési valasz kozvetitésével hatnak (Peng et al., 2022).

Moringa oleifera etanolos levélkivonat hatdsat vizsgaltak sostresszelt (1000 mg/l)
bazsalikom (Ocimum basilicum) ndvényeken (Alkuwayti et al.,, 2020), mely
megvaltoztatta az ozmotin-szerii fehérje (osmotin-like protein - OLP) gén expressziojat
¢és pozitiv korrelaciot mutatott a ndvény ndvekedésével, termésndvekedésével. Az OLP
egy patogenezishez kapcsolddd fehérje 5 (PR-5) tagja, amely kiilonb6z6 abiotikus és
biotikus stresszhatdsok hatdsara termelddik novényekben (Weber et al., 2014).
Soétartalom és aszalyos stressz esetén az OLP tartja fenn a celluldris ozmolaritast az oldott
anyagok kompartmentalizacidjaval vagy szerkezeti és metabolikus valtozasokkal

(Chowdhury et al., 2017).

2.4. Biopeszticidek

Bar az EU rendeletek nem foglalkoznak a biotragyak (biofertilizers), a biopeszticidek
(biopesticides) fogalmaval és témakorével, a kutatasi irdnyvonalak kozponti témai. Az
1960-as évektdl elterjedd kémiai ndvényvédelem sokat segitett a mezdgazdasagi

termelékenység novelésében, bar az eljardsok kovetkeztében olyan kéros hatasok
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jelenetek meg, mint a peszticidekkel szembeni rezisztencia, vagy mint a névényvéddszer-
maradvanyok jelenléte a terményekben és a kornyezetben. Ezért fontossa valt a kémiai
novényvédelem alternativainak kidolgozasa. Fontos, hogy a csokkend természeti
eroforrasokkal a lehetd legnagyobb terméshozamot érjliink el megdvva a termést és a
kornyezetet. A biotragyak és biopeszticidek természetes anyagokbol allo készitmények,
melyek kornyezetbarat moédon irtjak a karositokat, igy hasznélatuk nagy szerepet jatszhat
fenntarthatd mezdgazdasag kialakitasaban (Kumar and Singh, 2015). A biopeszticidek
alapanyagaik  szempontjabol lehetnek  mikrobidlis  biopeszticidek, specialis
védOanyagokat tartalmazo transzgénikus ndvények és biokémiai biopeszticidek
(ill6olajok, ndvényi ndvekedést eldsegitd szabalyozok, rovarok novekedését gatld szerek,
masodlagos metabolitok és természetes asvanyi anyagok) (Fenibo et al., 2021; Suteu et
al., 2020).

Napjainkban egyre nagyobb szerepet kapnak az biopeszticidek kozé tartozé ndvényi
eredetli szerek (Seiber et al., 2014). Ismert, hogy a kakukkfii, menta, oregano és mas
gyogynoveények illoolajai, mint bioherbicidek erds csirazasgatldo hatasuak (Sarié-
Krsmanovic¢ et al., 2023; Yilar et al., 2013). Novényi-alapt biofungicideket allitanak eld
alga, zuzmo6 és zarvatermd fajok illoolajaibol, melyek visszaszoritjdk ndvénypatogén
gomba fajok novekedését és megzavarjak génszabalyozasukat (Subba and Mathur, 2022).
Sikeresen alkalmaztak biofungicidként az eugenol, fahéjaldehid stb. tartalm szegfiiszeg
(Syzygium aromaticum L.) és a fahéj (Cinnamomum cassia L.) SC-CO; kivonatat
sziitkepenésszel (Botrytis cinerea) fertdzott eper kezelésénél in vitro levélkorong
vizsgalat soran (Sernait¢ et al., 2020). Kiilonbozé novényi kivonatok (levendula,
édeskomény, eukaliptusz stb.) hasznédlata bizonyitottan repellens hatéast, vedlési
rendellenességet, sejttoxicitast okoz rovarkartevoknél (Bett et al., 2017; Singh and Kaur,
2018; Zoubiri and Baaliouamer, 2014). Tanulméanyok, melyek a novényi kivonatok
mezOgazdasagi kartevOkre gyakorolt hatasat irtak le, kitérnek hatranyukra is, mivel rossz
fizikai-kémiai stabilitasuk, nagy illékonysaguk és hobomlasuk miatt hatékonysaguk

szabalytalan és lasst (de Oliveira et al., 2014).
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2.5. Nanorészecskék a biopeszticidek és biostimulatorok formulazasban
2.5.1. Nanobiopeszticidek

A Dbiopeszticidek/biostimulatorok  formuldzasa  kulcskérdés  mezOgazdasagi
felhasznalasuk elterjedésében, melyhez napjainkban az egyik legigéretesebb technoldgia
a nanotechnoldgia. A nanoméretii formuldzas széles korben kutatott technoldgia az
orvostudomanyban a hatdéanyag cél szovetekbe juttatdsdnak novelésére, de napjainkban
az agrondmiadban is (Dutta, 2018; Latef et al., 2017; Lin et al., 2015; Ye et al., 2020).
Nanotechnologiai eljarasok segitenek a biopeszticidek stabilitdsanak javitasaban, azok
novényekbe juttatdsdban és a ndvényi szervezetben a célhelyre torténd eljutdsban
(Manchikanti, 2019). Szédmos orszagban kereskedelmi forgalomban kaphatoak
mezdgazdasagi felhasznalasra engedélyezett nanobiopeszticidek, nanostrukturdba
kapszuldzott novényi kivonatok (pl. eugenol, genariol, thymol stb.), melyek
nanoemulziok, polimer vagy élesztdsejt alap készitmények (de Oliveira et al., 2014).

A nanobiopeszticidek a konvencionalis biopeszticidekt6l méretiikben és strukturajukban
térnek el. Legalabb egy kiterjedésiikben 1-1000 nm nagysagrendiiek (Nuruzzaman et al.,
2019). Aktiv Osszetevdjii részecskék vagy tervezett strukturdk, melyek a karositok
kartételét visszaszoritjak, mérséklik vagy megeldzik (Bergeson, 2010). A nanorészecskék
(nanoparticles) eldallitdsa torténhet fizikai (litografia, pirolizis, maras, mechanikai
dardlas stb. altal), kémiai (szonokémia, elektrokémia, mikrohulldm stb.) és biogén/’zold’
szintézissel (€16 mikroba/ndvény, vagy kivonataik/vegyiileteik altal). A széleskdrben
alkalmazott nanobioanyagok felhaszndldsuk szempontjabol lehetnek bionanocidok
(nanocide), nano méretli szallitdé biopeszticidek (nanodelivered), nano méretl
Osszetevoket tartalmazo biopeszticidek (nanocomposited) vagy nanocsepp-orientalt

biopeszticidek (nanodroplet-oriented) (Nuruzzaman et al., 2019).

2.5.2. Nano méretii szallito-biopeszticidek

A nanoméretll szallitokat a biopeszticidek hatéanyagainak hordozéanyagaként hasznaljak
(Nuruzzaman et al., 2016), mely megvédi a hatdéanyagokat az id6 el6tti lebomlastol
(fotolizistdl, hidrolizistdl, bioldgiai lebomlastol stb.), a kiltgozas és elparolgas okozta
veszteségektdl. Ezért hatékonyabbak, mint a hagyomanyos peszticid készitmények

(Vurro et al., 2019; Zhao et al.,, 2017). A bioaktiv dgensek adszorpcidéval vagy a
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nanohordozok kiilsé feliiletén 1évo ligandumok kotddésével vagy nanorészecskékkel
torténd kapszulazéssal kerlilnek a nanohordoz6 anyagokba. A folyamat sordan a
nanohordozdk porusaiban, rétegeiben, matrixdban vagy iiregeiben mag-héj elrendezést
vagy ’csapdat’ (entrapment) alakitanak ki. A biopeszticid molekuldkat nanocseppekbe
zarva is szallitjak. Formuldzasukat tekintve a készitmények lehetnek nanoemulzidk,

nanokapszulak, nanovezikuldk, nanogélek, nanoszalak stb (2. bra).
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2. abra. Nanorészecskék a biopeszticidek szallitdsdban: A) Lipid alapt
nanorészecskék, B) Szervetlen nanorészecskék, C) Polimer alapu nanorészecskék,
D) Nanoszalak, E) Nanogélek (Forras: Abdollahdokht et al. 2022)

4

Nagyon igéretes megoldas a biopeszticidek nanohordozé felhasznalasaval torténd
eldallitdsa, mert a bioaktiv 0Osszetevokkel kapcsolatos negativ fizikai-kémiai
tulajdonsdgok kezelhetéek. Ilyen tulajdonsdgok kozé tartozik az alacsony
vizoldékonysag, a magas parolgési sebesség €s a kornyezet okozta oxidacié (Mattos et
al., 2018; Nuruzzaman et al., 2019). Ezenkiviil az eljaras alkalmazasaval a bioaktiv
anyagok felszabadulasi sebessége szabalyozhatova valik, pl. hdmérséklet, a pH, a
kibocsato kozeg ionerdssége vagy biotikus és/vagy abiotikus stresszorok éltal (Camara et
al., 2019; Kumar et al., 2019b; Mattos et al., 2017). Napjainkban hasznalt nanorészecske
hordozdanyagok eldsegitik a peszticid hatéanyagok penetracidjat, hataskifejtését,

mindamellett, hogy a kdrnyezetre nem toxikusak (Abdollahdokht et al., 2022).
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Fokhagyma ill6olajat tartalmazoé polietilénglikollal (PEG) bevont nanorészecskék voros
lisztbogar  (Tribolium castaneum) raktari kartevd elleni inszekticid hatasa
megmutatkozott 6t nappal a kezelés utdn és hatékonysaga 80% felett maradt 6t honap
elteltével is, feltehetden az aktiv komponensek nanorészecskékbdl torténd lassu és tartos
felszabadulasa miatt. Ezzel szemben a kapszuldzas nélkiili, szabad fokhagyma illdolaj
hatékonysaga hasonlé koncentracioban csak 11% volt. Ez azt jelzi, hogy a PEG-bevonatu,
fokhagyma illoolajjal megtoltott nanorészecskék hasznalhatok a tarolt termékek
kartevoinek irtasara (Yang et al., 2009). Melissa officinalis ill6olajat kitozan biopolimer
alapt nanokompozit film készitése hasznaltak élelmiszer csomagoloanyagként, igazoltdk
antimikrobidlis hatasat E. coli ellen (Sani et al., 2019). Szegfiiszeg (Syzygium
aromaticum) illoolaj nanoemulzi6 mutatott nagyfoki micélium ndvekedésgatlast (53-
82%) Carum carvi L. ndvénybdl izolalt Neoscytalidium dimidiatum aszkomikota
gombaval szemben (Hashem et al., 2023).

Biopeszticidek nanokapszuldzasara alkalmaznak szerves anyagokat, mint példaul
szintetikus és természetes polimereket (Arasoglu et al., 2016; Liang et al., 2018; Pang et
al., 2019; Shakiba et al., 2020; Yan et al., 2019), lipideket (de Oliveira et al., 2014;
Nguyen et al., 2012), ndvényi eredetli nanorészecskéket (Cao et al., 2015; Chariou et al.,
2019; Chariou and Steinmetz, 2017), valamint szervetlen anyagokat (szilicium-dioxid,
szén, kalcium és agyag) (Chen et al., 2018; Kumar et al., 2019b). A kapszuldzas
elektrosztatikus komplexképzd kdlcsonhatasok vagy kovalens kotés révén torténhet, ami
javitja a felvételt, a diszpergalhatdsagot, a mobilitast, az adhéziot €s a szabalyozott vagy

célzott felszabadulast (Shakiba et al., 2020).

2.5.3. Liposzomak haszndlata a novényi biopeszticidek és biostimulatorok

formuldzasara

Lipid alalpi nanokapszuldk tipusai lehetnek nanoliposzoma, nanoemulzio,
nanostrukturalt lipidhordoz6 (nanostructured lipid carriers) és szilard lipid nanorészecske
(solid lipid nanoparticles) (Jogaiah et al., 2021). A liposzémak gombolyt, egy belsd vizes
teret kétrétegli, tobbnyire foszfolipid réteggel koriilvevod vezikuldk. A vezikuldk lehetnek
egyrétegliek (unilamellaris) vagy tobbrétegiiek (multilamelléris), melyek hidrofil, lipofil

¢s amfifil vegyiileteket tartalmazhatnak belsejiikben. Tovabba 1éteznek multivezikularis
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liposzomak, mikor tobb vezikula taldlhaté az unilamellaris liposzomaban (Jogaiah et al.,

2021; Mozafari, 2006; Soussan et al., 2009) (3. ébra).
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3. abra. Liposzomak tipusai (Forras: Jogaiah et al. 2021)

A liposzomakat természetes, biologiailag lebomlo lipidekbdl allitjdk eld, amelyek
biologiailag inaktivak, nem toxikusak (Campbell, 1983). A liposzémak nagyfoku fiziko-
kémiai stabilitdst mutatnak a tarolas soran, mind a nanokapszulakat, mind a benniik tarolt
hatéanyagokat illetden (Jogaiah et al., 2021). Széleskorlien hasznaljak gydgyszerek,
enzimek, vitaminok, bioaktiv ndvényi kivonatok kapszuldzasdhoz (Chawda et al., 2017,
Emami et al., 2016; Khatibi et al., 2014; Panahi et al., 2017).

A liposzoémak penetracidjarol kevés kutatasi eredmény all rendelkezésiinkre. Karny et al.
(2018) szoja lecitin eredetli lipidekbdl allo liposzémakat vizsgéltak mikrotdpanyagok
paradicsom ndvény feliiletére juttatdsdval. Egyetlen felsd levélfeliiletére juttatas utan a
liposzomak behatoltak a levélbe ¢és kétiranyu transzlokaciot végeztek, el0szOr a
szomszédos levelekbe, majd eloszlottak mas levelek és a gyokerek felé. A liposzomakat
ezutan a novényi sejtek internalizaltak, ahol felszabaditottdk hatdanyagukat a kezelést
kovetd 96 oraban. A levélre felvitt liposzomak molaris koncentracidja csokkent a kezelési
ponttol mért tdvolsag novekedésével, de mikroelem-hianyok kezeléséhez sziikséges
mennyisége megmaradt (100 ppb). A felhasznalt nanorészecskék maximum 33%-a hatolt
be a levélbe 72 ora alatt, mig a hasonl6 modon alkalmazott szabad molekuldk kevesebb
mint 1%-a. Rovid, 1-2 méter hatdtavolsdgii nanorészecske-stabilitast vizsgaltak
permetezés utan, mely soran igazoltak, hogy a befogolemezeken 6sszegylijtott részecskek
csak 5%-kal tértek el az el6permetezett liposzomék kezdeti populacidjatol. Ezenkiviil a
levegdben szalld nanorészecskék biztonsagos foszfolipidekké bomlottak le igy

csokkentik a kornyezetterhelést.
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A liposzoma formulalt novényi kivonatok hatidsdnak vizsgalatai tobbnyire in vitro

koriilmények kozott torténtek, kevés szantofoldi adat all rendelkezésre.

2.5.3.1. Liposzoma formulalt novenyi kivonatok névénypatogén virusellenes hatdasa

Az antioxidans hatasardl ismert novényi flavonolvegyiiletet, kvercetint allitottak eld
bioanyagokbdl és formulaztak lecitin liposzémékba. A nanoformulazas nélkiili kvercetin
gyenge oldhatosagu €s instabil vegyiilet, ezért korlatozott a védekezési hatékonysaga a
novényi virusos betegségek ellen. Dohany ndvényen bemutatott tenyészedényes és
szantofoldi kisérlet soran a dohany mozaik virus hésokk protein 70 (HSP70) fehérjék
Liposzomak részecskeméretiik €s hidrofilitisuk miatt hatékonyan tudjak szallitani a
kvercetint a novényekben, ozmozissal athatolnak a sejtmembranon és elérik a célgént

tartalmazo organellum kornyékét (Wang et al., 2022).

2.5.3.2. Liposzoma formulalt névényi kivonatok névénypatogén baktériumellenes hatasa

A biotartdsitoszerként hasznalt, liposzoma formuldlt fokhagymakivonat antibakterialis
hatasat mutattak ki Escherichia coli (Zabihi et al., 2017), valamint fokhagymakivonat ¢s
nizin (antibakterialis hatast policiklikus peptid) kombindci6 erds szinergista aktivitasat
Listeria monocytogenes, Salmonella enteritidis, Escherichia coli és Staphylococcus
aureus (Pinilla and Brandelli, 2016) fajokkal szemben. Az allicint tartalmazd lecitin
liposzomak magas bejutasi hatékonysagot és stabil tulajdonsagokat mutattak, amelyek
hatékonyan megvédhetik az allicint a kedvezdtlen koriilményektdl, példaul fénytdl, h6tol
és lugos kortilményektdl, ami meghosszabbitja a termék eltarthatosagat és gyengiti sértd

szagat is (Lu et al., 2014).

2.5.3.3. Liposzoma formulalt noveényi kivonatok névénypatogén gombaellenes hatdasa

A liposzoma formulalt ndvényi kivonatok ndvényvédelmi felhasznalasarol kevés adat
van, inkabb az élelmiszeripari felhasznélads szemsz6gébdl tanulmanyoztdk. A novényi
kivonatok formuldzasat vizsgalva Gortzi et al. (2007) megfigyelték, hogy az Origanum
dictamnus metanolos ¢és diklor-metanos kivonatai liposzoméakba torténd zardsa utan

magasabb antioxidans €és antimikrobidlis aktivitds mutatott, mint ugyanezen kivonatok
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tiszta formdjukban. Kiilonbozé toménységli (1-10%) gydmbérkivonatot tartalmazo
liposzémak gatld hatasat figyelték meg Aspergillus flavus €s Aspergillus parasiticus
gombak novekedésére, melynek mértékét korongdiffuzios és mikrolemezes higitasi
modszerrel hataroztak meg (Mohammadi et al.,, 2020). Ugyancsak liposzéma
kapszuldzott Cinnamomum verum, Curcuma longa, Zingiber officinale, Syzygium
aromaticum, Laurus nobilis etanolos kivonatok kiemelkedd gombaellenes hatést
mutattak az Aspergillus sp. és Penicillium sp. ellen (Aslan et al., 2023).

Pinilla et al. (2019) liposzéméaban kapszulazott fokhagymakivonat Penicillium expansum,
Aspergillus niger, Penicillium herquei, Fusarium graminearum és Aspergillus flavus
gombatoOrzsek elleni gombaellenes aktivitasat irtak le in vitro és in situ kisérletekben, 6t

napig penészgatlast mutattak kenyérkészitményeken.

2.5.3.4. Liposzoma formulalt novényi kivonatok rovarellenes hatdsa

Tanulmanyok igazoljdk a liposzoma formuldlt novényi illdolajok repellens hatdsat
csombor menta (Mentha pulegium), gyantas husang (Ferula gummosa) (Faraji et al.,
2020), tengerparti sepricserje (Baccharis salicifolia) (Garcia et al., 2005) alkalmazasa
esetében. Lopes et al. (2020) kerti ruta (Ruta graveolens) levél diklor-metan kivonatat
etanolos injekcidés moddszerrel szoja lecitin liposzoémakba és kitozdn nanostrukturakba
formulaztak. A nanoformuldzott ndvényi kivonat tobb mint 70%-os életképesség-
veszteséget tudott okozni 6szi  sereghernyd  (Spodoptera  frugiperda) Sf9
rovarsejtkulturaban, meghaladva a kereskedelmi forgalomban kaphato klorpirifosz
rovarirtd hatdsat. Ez a kivonat kromatin kondenzéciot és fragmentéaciot valtott ki a kezelt
sejtekben. A felszabadulasi vizsgéalatok azt mutattak, hogy a kitozan nanoemulziok gyors
és teljes kivonatfelszabadulast biztositanak, mig a liposzoma alapu rendszerek
alkalmasak késleltetett felszabadulasra. e Santos et al. (2022) a flavonoidokban gazdag
nagyviragu és kisviragu biidoske (Tagates erecta és T. patula) etanol kivonat inszekticid
aktivitdsat  vizsgalta  dipalmitoil-foszfatidilkolin  multilamellaris  liposzomakba
formulazva kukorica zsizsik (Sitophilus zeamais) larvak életképességére. A vizsgalata
soran 48-60 ora elteltével laboratoriumi koriilmények kozott (98-100%) aktivitast

mutatott a kivonat.
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2.6. A szuperkritikus extrakcio

A szuperkritkus kivonds soran alacsony homérsékletet (kritikus hémérséklet 30°C) és
magas nyomast (100-200 bar) alkalmaznak. A szuperkritikus folyadékokat hasznald
extrakcios technikdk a hagyomanyos alternativakhoz képest kornyezetbarat eljarasok
(Beckman, 2004), melynek soran olyan végtermékeket hozhatnak létre, amely szamos
folyékony szerves olddszernél jobb transzporttulajdonsdgokkal (diffuzios képesség,
tomegatadasi egylitthatd, penetracids képesség) rendelkezik (Brunner, 2005). Az algak
szuperkritikus kivonatait, mint biostimulatorokat atfogoan vizsgaltak 6szi buzaban,
repcében és mustarban (Michalak et al., 2016; Michalak et al., 2017). Hincapié et al.
(2008) arrdl szamoltak be, hogy a SC-CO; oldészerként vald alkalmazéasaval magas
allitottak elé ¢és sikeresen hasznaltak Tetranychus urticae ellen. Az SC-CO»
fokhagymakivonatok elénye, hogy nem tartalmaznak toxikus extrakcids olddszereket,
valamint megOrzik az oxidacidra hajlamos anyagokat, példaul az allicint (Bravi et al.,

2017).

2.7. A novények velesziiletett és indukalhaté védekezése

A novények — az emldsokkel ellentétben — nem rendelkeznek mobilis immunsejtekkel,
illetve szomatikus adaptiv immunrendszerrel. Immunvédelmiiket elsésorban az egyes
sejtek autondm, velesziiletett immunmechanizmusai biztositjak, kiegésziilve a fert6zési
gbcpontokbdl kiindulo szisztémas jelatviteli folyamatokkal.

A novényi védelmi valaszok rendkiviil osszetettek, tobbréteglieck. A ndvényi védekezd
valasz elsd rétegét a folyamatosan jelen 1évé fizikai (viaszréteg, kutikularis lipidek,
sejtfalvastagodés) és kémiai gatak (antimikrobidlis enzimek, méasodlagos metabolitok)
adjak, amelyek hatraltatjak a patogén behatoldsat a gazdaszervezetbe (van Loon et al.,
2006). Abban az esetben, ha a korokozok képesek lekiizdeni ezt az elsddleges védelmi
bastyat, a korokozo-novény kolcsonhatds kimentele a patogén felismerésének
gyorsasagan, illetve az arra adott specifikus novényi vedekezd vélaszok hatékonysagan
mulik.

A ,ndvényi immunrendszert” a legjabb irodalmak egy Un cikk-cakk modellel irjak le,
amelynek kiindulé pontja a mikrobidlis, vagy patogénhez kapcsolédd molekularis

mintdzat (MAMPs, PAMPs) felismerése a gazdaszervezet mintazat felismerd receptorai

24



(PRRs) altal, amelynek eredményeként a ndvény PAMP éltal generalt immunitéast (PTT)
nyer. A sikeres patogének effektoraikkal (virulencia faktorok) elnyomjak a PTI-t (effector
triggered susceptibility), €s ez szabad utat nyit szamukra a most mar védtelen névényben.
Azonban egyes esetekben a ndvények képesek direkt, vagy indirekt médon felismerni
ezeket a patogén eredetli effektorokat, és aktivalni az effetor altal indukalt immunitési
valaszt (ETI) (Chisholm et al., 2006; Jones and Dangl, 2006).

Az elicitorok (pl. a PTT archetipusos akivatora a bakterialis flagellin) olyan molekulak,
amelyeket mikrobdk allitanak eld vagy mikrobak felszinérél szarmaznak és képesek
novényi védekezd valaszt kivaltani (Lavanya et al., 2022). Az indukalhaté védekezés
valoszinlileg Osszetett €s egymassal Osszefiiggd stresszreakciok sorozatabol all,
amelyeket a mikrobidlis tdmadasok mellett mas ingerek is kivalthatnak (Ahlfors et al.,
2004). A gazdaszervezet védekez0 valaszai a korokozé tdmadasi helyén kezdddnek, majd
kiterjednek a kornyezd sejtekre, ezaltal szisztémasan aktivaljak a rezisztencia jelet és
tovabb manifesztaljak a védekezési valaszokat az egész novényben. A lokalis novény-
mikroba kolcsonhatasok 4ltal kivaltott szisztémds immunitdst szisztémds szerzett
rezisztenciaként (systemic acquired resistance - SAR) vagy indukalt szisztémas
rezisztenciaként (induced systemic resistance - ISR) hataroztdk meg az indukcid helyétol
¢s az indukdlé mikroorganizmus életmodjatol fiiggben. A SAR-t a levelekkel
kolcsonhatasba 1€pd korokozok, mig az ISR-t a gyokerekkel kdlcsonhatasba 1ép6 hasznos
mikrobak indukéljadk (Vlot et al., 2021). Ezek a valaszok gyakran konvergalnak
kiilonbozd fitohormon utvonalakon, amelyek kolcsonhatasba lépnek egymassal és
feltehetden finomhangoljdk a ndvény valaszat a védekezés optimalizalasa érdekében
(Erb, 2019; Pieterse et al., 2014). A négy legfontosabb védelmi valaszokat indukalo,
szabalyozo6 fitohormon a szalicilsav (SA), a jazmonsav (JA), az etilén (ET), illetve az
abszcizinsav (ABA) (Glazebrook, 2005; Glazebrook et al., 2003; Pieterse et al., 2014;
Vot et al., 2021). A biotr6f €s hemi-biotrof korokozok ellen, amelyek taplalkozasa az €16
gazdaszovetektdl fiigg, a ndvények foként SA-fliggd immunmechanizmusokon keresztiil
védekeznek. Az elhalt szovetekbol €16 nekrotrof korokozok, valamint a rovarok fokozzak
a JA védekezOképességét és az ET-vel Osszhangban hatnak (Conrath et al., 2015). Az
ABA ¢s a hdsokkfehérje/chaperon jelatviteli ttvonalak (heat shock protein - HSP) a
novényi stressz elleni védekezés kozponti szabalyozoi, melyek kdlcsonhatasba 1épnek
mas jelatviteli utvonalakkal. A rendszerhez kapcsolodo kozponti tényezdk az SWI/SNF
kromatin-remodelling fehérjék (sucrose non-fermenting 1-related protein kinase -

SnRK2, protein phosphatases 2C - PP2C, ABF/ ABA-responsive element binding protein
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- AREB), amelyek részt vesznek a stresszmemoridban (Bulgakov et al., 2019; Kuromori
etal., 2018). Bar az ABA-t 4ltaldban ndvényi ndvekedésgatlonak tekintik, szadmos kisérlet
bizonyitotta, hogy képes fokozni a novekedést mind a gydkerekben, mind a hajtasokban
(Humplik et al., 2017). Ez a szerepe koncentraciofiiggd, mert a nagyon alacsony
koncentraciéi fokozott biomassza termelést eredményeznek, mig a magasabb
koncentraciok novekedési gatlashoz vezetnek (McWha and Jackson, 1976; van Staden
and Bornman, 1969; Zhang and Davies, 1990). Latif (2014) kiilonb6z6 ABA-
koncentraciokkal (50, 100 és 150 pg/ml) torténd lombtragyazas hatasat vizsgalta
szarazsag stresszelt borsondvényekben. A kezelést egyszer alkalmaztak a korai vegetativ
szakaszban, majd 36 nap elteltével a levelekben vizsgaltak a szarazsag stressz hatdsat a
novekedésre, a fotoszintetikus pigmentekre, a fitohormon €s 4svanyi anyag szintekre,
valamint néhiny antioxiddns enzim aktivitdsira. Az ABA kezelés szignifikdnsan
mérsékelte a hajtds és a gyokér szarazsag stressz altal indukalt tomeg csokkenését,
ellenstlyozta a hormonszintek (indol 3 ecetsav - IAA, GA), az 6sszes klorofilltartalom, a
POD ¢s a savas foszfataz (acid phosphatase - ACP) enzimek aktivitdsdnak csdkkenését.
Ezen tilmenden a SAR-t a patogenezissel kapcsolatos (pathogenesis-related - PR) gének
koordinalt aktivalasa kiséri, amelyek koziil sok antimikrobidlis aktivitassal rendelkezd
PR-fehérjéket kodol. A legjobban jellemzett PR gének kozé tartozik a PR-1, amelyet
gyakran hasznalnak a SAR markerként (van Loon et al., 2006).

2.8. Célkitiizések

A Gyogynoveénykutatd Intézet Kft. altal fejlesztett, gydgyndveény alapt, liposzoéma
formulélt EliceVakcina ndvény kondiciondld termék az okoldgiai gazdalkodésban
felhasznalhato termésndveld anyag. A készitmény technologiai fejlesztése arra iranyult,
hogy 150-200 nm méretii, multilamelléris liposzomaba ,,csomagoljuk™ a kivalasztott 11
SC-CO, extrakcioval kivont gyogynovény extraktumokat, amely technologia
ujdonsagnak szamit a novénykondiciondlok korében. A Gyodgynovénykutatd Intézet Kit.
altal fejlesztett masik készitmény a csak fokhagymakivonatot tartalmazé Garlic-lipo,
melynek formuldzasa az EliceVakcinahoz hasonldan tortént.

A kisérletbe vont nanoméretii liposzémakba kapszuldzott gydgyndvénykivonatok
biostimuldtorként valé alkalmazhatésaganak vizsgélata sordn az alabbi célkitlizéseink

voltak:
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1. Olyan nanoméretli liposzoma formulalt gyogyndvénykivonatokbol —allo
biostimulatorok fejlesztése (Garlic-lipo és EliceVakcina), amelyek magas ABA

tartalommal rendelkeznek.

2. Az eldallitott biostimulatorok antifungélis hatdsanak vizsgalatat.

3. A Garlic-lipo kezelés hatasanak kimutatdsa genomszintli transzkriptomikai

profilozassal.

4. Az EliceVakcina kezelés hatasanak kimutatdsa genomszintli transzkriptomikai

profilozassal.

5. Az eléallitott biostimulatorok ndvényi hormon jelatvitel és védelmi valaszhoz kdthetd

utvonalakra gyakorolt hatdsanak 6sszehasonlité vizsgalata.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. A vizsgalt novényi-alapu biostimulatorok
3.1.1. A novényi-alapu biostimuldatorok osszetevoi

A kisérletekhez a Gydgyndvénykutatd Intézet Kft. altal fejlesztett és eldallitott harom
gyogyndvény alapu terméket hasznaltuk, melyek az EliceVakcina®, a Garlic-lipo és a
Fitokondi®.

Az EliceVakcina (korabbi elnevezése Elicel6Indures) a Nébih altal engedélyezett
novénykondicionald  készitmény, mely SC-CO. extrakcioval kivont 11
gyogynovénykivonatot (Flavex Naturextrakte GmbH, Németorszag) tartalmaz. A
készitmény f6 GsszetevOje a fokhagyma (Allium sativum L.) gerezdkivonat, a részletes
Osszetételt a 1. tdblazat Osszegzi. A gydgyndvénykivonat keverékét napraforgo lecitin

alapt liposzomakba kapszulaztuk.

1. tablazat. Az EliceVakcina el6allitasahoz hasznalt névényi kivonatok, az dsszetevok

pontos mennyisége a GYNKI adatbazisaban

Latin binomialis Novényi
, i y Fé aktiv komponensek
név rész
. i citral, kariofilén, citronellal, geranil-acetat,
Melissa officinalis levél . pers . &
kariofilén-oxid
Carum carvi mag karvon, limonén
Cinnamon . . . - . .
) kéreg fahéj-aldehid, o-metoxi fahéj-aldehid, kumarin
Ceylanicum
Syzygium Y . s . .
Y yg. viragbimbo eugenol, kariofilén, eugenil-acetat
aromaticum
. . diallil-diszulfid, diallil-triszulfid, metil-allil-
Allium sativum gerezd . C o e ., ..
diszulfid, vinil-ditiin, ajoén, allicin
Zingiber officinalis rizOma zingiberén, farnezén, kurkumén
pentaciklusos triterpén-alkoholok és triterpendiol-
Calendula officinalis virag monoészterek, féleg mirisztin- és palmitinsavval
észterezett faradiol-észterek
. . i biciklusos monoterpének cisz- és transz-szabin-
Origanum majorana levél oy,
hidrat
Salvia officinalis levél alfa és béta tujon, kamfor, cineol
Thymus vulgaris levél timol, p-cimol

A masik készitmény, laboratérium elnevezés szerint Garlic-lipo, fejlesztés alatt 4ll, mely
egykomponensii szuperkritikus fokhagymakivonatot (Flavex Naturextrakte GmbH,

Németorszag) tartalmaz. Formuldzasi modszere megegyezik a EliceVakcina liposzoma
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formulazasaval. Kisérleteinkben haszndltuk a Flavex 4altal forgalmazott
fokhagymakivonatot Garlic-oil néven, jelezve az anyag jellemzdét.

A kisérletbe pozitiv kontrollként bevont Fitokondi is a Nébih altal engedélyezett
novénykondicionald készitmény, mely gyogyndvények vizes kivonatat tartalmazza
(gyogyndvények 80%, biohumusz vizes kivonata 15% és kalium-szorbat 1%), azonban

formulézasa nem liposzéma alaptl.

3.1.2. A novényi-alapu biostimulatorok ABA és tiamin (Bl vitamin) tartalmanak mérése

HPLC-vel

A novényi-alapu biostimulatorok (EliceVakcina, Garlic-lipo, Garlic-oil és Fitokondi)
ABA szint miiszeres mérését Lei et al. (2016) altal optimalizalt modszer alapjan végeztiik
el HPLC-DAD (high-performance liquid chromatography with diode-array detection)
Agilent (Hewlett Packard, Palo Alto, USA) 1100-as széria, UV-VIS MWD (Ultraviolet
visible absorbance MultipleWavelength Detector) tipusu késziilékkel. A méréshez
hasznalt standard: abscisic acid (S-ABA) assay (HPLC) > 98 %, CAS: 21293-29-8
(Duchefa Biochemie, Haarlem, Hollandia). Tovabba mértiik a készitmények tiamin
tartalmat is. A mérséhez hasznalt standard: thiamine hydrochloride >98.0% by HPLC
CAS: 67-03-8 (VWR International, LLC, Radnor, USA). Ezen a késziiléken mértiik a
bors6 novények termést tartalmazd hajtasainak tiamin és metabolitjainak tartalmat
Abdelwahab and Farid (2014); Ulusoy and Akgay (2018) altal ajanlott modszert

alkalmazva.

3.1.3. A liposzomak stabilitasanak és részecskeméretének meghatarozadsa

A hatéanyagokat 150-200 nm multilamellaris vezikuldkba zéartuk aktiv csapdazasi
technikat alkalmazva (Mayer et al., 1986). Az elektrosztatikus stabilizaciot, a diszperzios
tulajdonsagokat és a nanorészecske méreteloszlast dinamikus fényszorassal mértiik
Zetasizer Ultra miszerrel szobahdmérsékleten (Malvern Panalytica, Malvern, UK). A
polidiszperzitasi indexet (PDI) és a Zéta potencialt négy technikai ismétlésben mértiik. A
mintak higitasa Milli-Q vizzel minden alkalommal 10 volt. Az adatokat a ZS Xplorer

Software V.2.3.1 segitségével dolgoztuk fel. A liposzomak részecskeméretét az atlagos
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Z-atméro és Pl polideszperzitas index négy mérésének kumulativ elemzésébdl adtuk meg.

A liposzoémak méretét transzmisszios elektronmikroszkoppal (TEM) is meghataroztuk.
3.2. Novényi-alapu biostimulatorok in vitro antifungalis hatasa

A fent emlitett ndvényi-alapu biostimulatorok (EliceVakcina, Garlic-lipo, Garlic-oil €s
Fitokondi) antifungélis hatasat vizsgéaltuk négy Fusarium fajon laboratoriumi

koriilmények kozott (2. tablazat).

2. tablazat. A kisérletbe vont ndvényi-alapt biostimulatorok jellemzdinek

Osszefoglalasa
Készitmény neve Rovidités Gyarto Formulalas l]i(i)\lz((:l;agty(l‘l’lz)-
EliceVakcina E GYNKI Scl_ig(())szz irir\l,z}lat ~65
Garlic-lipo G-L GYNKI scl-ig(())szz irirvlzhat ~90
Fitokondi F GYNKI vizes kivonat ~1
Garlic-oil G-OIL Flavex SC-CO; kivonat 100

3.2.1. Fusarium fajok fenntartasa

A kivélasztott vad tipust fajok (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) konidiospora szuszpenzidit 50%-os
glicerinben -70°C-on taroltuk. A novekedési vizsgalatokhoz starter inokulumok
készitettiink. A torzseket 20 g/l szachardzt tartalmazd Potato Dextrose Agar (PDA -
Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag) taptalajon tenyésztettiik 7 napig 25 °C-on. A
konidiosporakat 9 g/l NaCl és 100 ul/l TWEEN-80 (Merck KGaA, Darmstadt,
Németorszag) tartalmazo steril vizben szuszpendéltuk. A szuszpenzidt két réteg
Miracloth (Merck-Millipore, Burlington, USA) segitségével atsziirtiik és mennyiségét

hemocitométerrel meghataroztuk (Leslie and Summerell, 2008).

30



3.2.2. A minimalis gatlo koncentracio meghatarozasa Fusarium fajokban

A toxicitasi tesztet, a minimalis gatlo koncentracié (Minimal Inhibitory Concentration -
MIC) meghatéarozasat a Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) mikrodilucio
modszere szerint végeztilk 10 V/V%-t6l félhigitast alkalmazva (Perczak et al., 2019;
Pfaller et al., 2000), valamint ndvekedési kontrollt és negativ kontrollt is alkalmaztunk
96 lyuk( microplate-n. Az inokulum 2.5x10° cfu/ml frissen lemosott kultirabol késziilt.
A lemezeket 25 °C-on hét napig inkubaltuk, majd a tenyészetek abszorbanciajat 600 nm-

en mértuk.

3.2.3. Papirkorongos gatlasi zona meghatarozas Fusarium fajokban

A kisérletben a kiillonboz6 Fusarium fajok sajatossagainak megfeleléen 7-14 napos
be, majd 100 pl-t PDA téptalaj felszinére oltottunk. Ezt kovetden a taptalaj kozepére
helyezett steril szlir6papirkorongra 10 pl névényi kivonatot adagoltunk. Az inkubéciot

25°C-on, harom napon keresztiil végeztiik (Perczak et al., 2019).

3.2.4. Csirazoképesség vizsgalat F. oxysporum inokullummal

A magvakat 1%-os natrium-hipoklorit oldattal sterilizaltuk 10 percig, majd haromszor
steril vizzel a&tmostuk. Tovabba 24 oran 4t aztattuk 0,5-1% EliceVakcina és Garlic-lipo
kivonatban. A fertdzési teszthez 10* spéra/ml koncentracidja F. oxysporum
sporaszuszpenzio hasznaltunk 30 percig. A kezelt magokat nedves szlirOpapirra tettiik és

szobahdmérsékleten négy napig inkubaltuk.

3.3. A vizsgalt novény fajok

Kisérleteket allitottunk be kisparcellakon és iiveghdzban. A EliceVakcina kisparcellas
kezeléseket harom kultiraban végeztiik el, melyek a veldborso (Pisum sativum subsp.
sativum convar. medullare var. pervicax ‘Angela’ fajta), a repce (Brassica napus *GK
Meécses’ fajta) és a szoja (Glycine max °ES Director’ fajta). A Fitokondi ajanlott

szant6foldi dozisa volt a pozitiv kontroll a P. sativum kezeléseknél. A Garlic-lipo
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kezelések Triticum aestivum ‘Cellule’ fajta bevonasaval késziiltek tiveghazi koriilmények

kozott.

3.4. Kezelések és mintagyiijtés
3.4.1. Uveghazi kisérlet és mintagyiijtés

A T. aestivum magjait Petri-csészékben csiraztattuk (30°C/20°C) 16 6rés fotoperiddusban
BD Avantgarde Line inkubatorban (Binder GmbH, Tuttlingen, Germany), majd cserépbe
iiltetve kontrollalt iiveghazi koriilmények kozott neveltiik. A novényeket korai vegetativ
fazisban (BBCH12) permeteztiik Garlic-lipo 240 g/ha doézissal Euro Pulvé parcella
permetezével. A molekuléris biologiai vizsgalatokhoz leveleket gytjtottiink a kezelés
elott (kontroll — Omin) és a kezelés utan 15 perccel (15min), 24 oraval (24h) és 48 éraval
(48h) harom biologiai ismétlésben. Ez a kisérlet segit a mintagytijtés helyes iddpontjainak
kivalasztasban, mivel a kezelések utani novényben lezajlo stresszvalasz folyamatokrol
szeretnénk képet alkotni. A mintdkat RNA Shield tartdsitoban (Zymo Research, Irvine,
CA, USA) taroltuk -25 °C-on az RNS kivonasig.

3.4.2. Kisparcellas kisérletek és mintagyiijtések

A kisparcellas novénytermesztési kisérleteket a Plant-Art Research Kft. munkatéarsaival
végeztiik Tata kornyékén (GPS koordinatak P. sativum: 47°38'26.7"N 18°17'05.1"E; B.
napus: 47°32'57,89"N 18°21'40,86"E;, G. max: 47°37'56.1"N 18°15'52.9"E) GEP
mindségbiztositdsi rendszerben. A vizsgalatokhoz négy ismétléses blokkrendszert
hasznaltunk 10 m>-es kisérleti parcellakon.

Az EliceVakcina ndvénykondicionald készitmény esetében a gyartd egy vegetacio alatt
haromszori kijuttatdst ajanl kiillonb6z6 fejlddési stadiumokban, melyek a ndvény
juvenilis/érett vegetativ fazisa és a reproduktiv fazisa.

A vizsgalt dozisok 20 és 240 g/ha voltak. A kezeléseket Euro Pulvé parcella
permetezdgéppel Teelet 11004 AIXR szorofejekkel végeztiik. A kijuttataskor a ndvények
fenologiai fazisai kiilonbozdek voltak, melyeket BBCH-skéala (Zadoks et al., 1974)
segitségével hataroztunk meg. A kisparcellas kezelések utan mintat vettiink a levelekbdl
a molekuléris biolégiai vizsgalatokhoz. Igy a P. sativum és a B. napus esetében a

reproduktiv fazisban egyszer tortént mintavételezés a transzkriptom elemzéshez az utolso
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kezelés utan két nappal. A G. max esetében pedig haromszor vettiink mintat a kezelések
utan két-két nappal (3. tablazat), azonban a generativ fazisban vett mintakbodl sajnos nem
késziiltek NGS konyvtarak gazdasagi nehézségek miatt. A mintdkat RNA Shield
tartositoban (Zymo Research, Irvine, CA, USA) taroltuk -25 °C-on az RNS kivonasig.

3. tablazat. Kezelések és mintagytijtések a BBCH skala szerint

Kezelés Mintagyiijtés NGS kényvtarhoz
Novény Fajta Juv.v.f | Erettv.f Rep.f. Juv.v.f. Erett v.f. Rep.f.
(BBCH) | (BBCH) | (BBCH) | (BBCH) (BBCH) | (BBCH)
P. sativum Angela 16 51 67 - - 74
B. napus GK Mécses 16 51 67 - - 69
G. max ES Director 16 51 67 19 53 73

Kezelések: P. sativum: 6 leveles allapot (16), els6 viragbimbok megjelenése (51),
virdgzas hanyatlo: a szirmok tobbsége lehullott (67), a hiivelyek 40%-a elérte a végleges
nagysagot, zsengeség (74). B. napus: z61dbimbos allapot (51), teljes viragzas (67, 69).
G. max: 6 leveles allapot (16), 9 leveles allapot (19), lathaté a harmadik méasodrendii
oldalhajtas (33), els6 viragbimbok kifejlédése (51-53), teljes viragzas (65). Roviditések
juvenilis vegetativ fazis (juv.v.f.), érett vegetativ fazis (érett v.f.), reproduktiv fazis
(rep.f.)

3.5. Ujgeneraciés szevenalas, NGS konyvtar készitése

Az RNS kivonds soran 30 mg névényi szovetet homogenizaltunk 100 ul TRI-reagenssel
(Zymo Research, Irvine, USA). A teljes RNS-t Direct-zol™ RNA MiniPrep System
(Zymo Research, Irvine, USA) segitségével vontuk ki. Az RNS integritasat (RNA
Integrity Numbers RIN) és az RNS koncentracidjat 2200 TapeStation (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) és Qubit 3.0 fluoriméterrel (RNA HS Assay Kit)
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) hataroztuk meg. A génexpresszid
profilozashoz NGS technikat alkalmaztunk, a konyvtar elkészitéséhez a QuantSeq
3'mRNA-Seq Library Prep Kit FWD for [llumina (Lexogen GmbH, Wien, Ausztria) kitet
hasznaltuk a gyarto protokollja szerint. A konyvtarakat 1,8 pM-ra higitottuk az 1 x 85-87
bp-os single end szekvenalashoz 75 ciklusi High Output v2 Kittel a NextSeq 550
Sequencing System-en (Illumina, San Diego, CA, USA) a gyart6 protokollja szerint. A
QuantSeq FWD lehet6vé teszi a poli(A) RNS 3’-végének pontos meghatdrozasat és
ezaltal pontos informaciok megszerzését a 3’-es UTR-r6l. Ezzel a szekvenalassal a

kodolo szekvencidk fragmensei atlagosan 260-300 bp hosszuak.
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3.6. Az NGS leolvasasok bioinformatikai adatfeldolgozasa
3.6.1. A szekvenalt leolvasadsok eldfeldolgozasa és osszeszerelése

A leolvasasok eldfeldolgozasa Trimmomatic softwear (Bolger et al., 2014), a
mindségellendrzés FastQC softweare (Wingett and Andrews, 2018) segitségével tortént.
A folyamat sordn a Phred-score értékeket (Qscores) >30-ra allitottuk be. Az elemzés
soran az adaptereket és a szennyezett szekvencidkat eltavolitottuk, a rossz mindségii
bazisokat, a rovid és gyenge mindségli leolvasasokat kisziirtiik. A szennyezddési
szekvencidkat és az N-eket egy sajat fejlesztésii, GenoUtils alkalmazassal sziirtiik ki
(Matyas et al., 2019), valamint a 30%-nal tobb N-t tartalmazé leolvasasokat toroltiik. A
nyers szekvenalasi leolvasdsokat feltoltottiik a National Center for Biotechnology
Information (NCBI) BioProject és Sequence Read Archive (SRA) adatbazisdba, valamint
a Mendeley Data adattarba is (4. tablazat).

4. tablazat. A vizsgalt névényi mintakbol késziilt konyvtarak és elemzések elérhetdsége
az NCBI és Mendeley Data (doi) adatbdzisban

Novény Bioproject SRA TSA An?lzr:tti:‘s’lf)ileble
aesg'wm PRINAS08SS 38%1;11211%775;2' GIUY00000000.1 | 10.17632/p66vayxbtp.1
P.sativam | PRINA8T0114 | S8 HZE0 | GRBR00000000.1 | 10.17632/3minsot6.2
B.napus | PRINA384T2 | SRXLZSTM 1 GvZ00000000.1 | 10.17632/mpdhipjyh.1
G.max | PRINAT78970 | XIS11R88Ee | COROUOOOOON | 10.17632/d2yypjh2hr.1

A sziirt readekkel elkészitettiink minden mintanal egy de novo referencia-transzkriptomot
Trinity softwear v2.15.1 segitségével (Grabherr et al., 2011). Az illesztés soran a
bemeneti RNA-Seq leolvasasokat a Bowtie2 v2.4.5 segitségével illesztettiik a
transzkriptomhoz (Langmead and Salzberg, 2012). A de mnovo referencia
transzkriptomokat  feltoltottiikk  Transcriptome  Shotgun  Assembly (TSA) -
DBJ/EMBL/GenBank adatbazisba (4. tablazat). A génexpresszid vizsgéalatokhoz gén
szintli elemzést hasznaltunk (SuperTranscript). Mind a négy kisérlethez kapcsoloddan
Bioproject-et hoztunk létre az NCBI adatbazisban, mely segitségével nyomon kdvethetd

a bioinformatikai vizsgalatok alapjat képezd konyvtarak 1étrejotte.
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3.6.2. Transzkript abundancia meghatarozas és annotalds

Az RNS mintdk szekvenalasbol szarmazd konyvtarak génexpresszio becsléséhez
elkészitettiik az abundancia tablazatot (CountTable), amely a kisérlet soran keletkezett
konyvtarak adott génhez valo illesztett leolvasasainak szamat tartalmazza a teljes
referencia transzkriptomot lefedve. A CountTable 1étrehozésa az a HTseq pakage (Anders
et al., 2015) és a Bowtie2 programok segitségével tortént beépitve az OmixBox.BioBam
(https://www.biobam.com/omicsbox/) segédprogramba. Ezt az abundancia tablazatot
hasznaltuk fel a tovabbiakban a génkifejezddésbeli kiilonbségek meghatarozasara. Az

elkésziilt CountTable adatok elérhetéek a Mendeley-adatbazisban (4. tablazat).

3.7. A kezelések kozotti kiillonbségek kimutatasra hasznalt bioinformatikai

elemzések
3.7.1. Paronkenti differencialis expresszio meghatarozasa (Pairwise DEG)

A paronkénti differencialis expresszio (Differentially expressed genes - DEG) numerikus
elemzése a kiilonbozo kisérleti koriilmények kozott gylijtott két minta dsszehasonlitdsat
teszi lehetévé, melyet a Bioconductor projekthez tartozd NOISeq v2.40.0 softwear
csomag segitségével hataroztunk meg. A hasznalt alkalmazas az RSEM ¢és edgeR
programon alapul, amely kvantitativ statisztikai modszerekkel hasonlitja 6ssze az egyes
gének szignifikanciajanak értékeit a két kisérleti koriilmény kozott (Li and Dewey, 2011;
Robinson et al., 2010). Az adatok értelmezéséhez TMM normalizalasi modszert

alkalmaztuk.

3.7.2. Funkcionalis annotacio

A funkciondlis annotdciot €s a génontologiai (Gene Ontology GO) elemzést az
OmixBox.Biobam segitségével végeztiik el az aldbbiak szerint: i.) A szekvencidkat
blaszt-al illesztettiik az NCBI nr (nem redundéns) Viridiplantae adatbéazisahoz (letoltve
2019-2022), lokalis blastn konfiguraciot alkalmazva; ii.) a Blast kereséssel kapott 10
talalathoz kapcsolodé GO kategéridk meghatdrozasa (GO annotacid) a transzkriptek
funkcionalis meghatarozéasa céljabol tortént. iii.) A GO annotacidkat a GO kifejezések

szerint hataroztuk meg ugy, mint molekularis funkcid, biologiai folyamat és
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sejtkomponens. A transzkriptomok annotéacidja elérheté a Mendeley adatbazisban (4.

tablazat).

3.7.3. Utvonalelemzés (Pathway analysis)

Annak érdekében, hogy pontos képet kapjunk a biostimuldtor kezelések altal kivaltott
biokémiai utakrdl, itvonalanalizist végeztiink a szekvencidk KEGG (Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes) adatbazishoz valo illesztésével. Ezt az informacidk 0sszegzése

¢s az eredmények pontosabb értelmezése miatt végeztiik el.

3.7.4. ldobeli-valtozas elemzés (Time-course expression analysis)

A buza RNS-seq-bdl szarmazd abundancia adatok (CountTable) alapjan iddbeli
expresszio analizist (Time-course expression analysis) végeztiink a genomi jellemzdok
kimutatdsara, melynek segitségével meghataroztuk a jelentds iddbeli expresszio
valtozasokat ¢és szignifikans kiilonbségeket a kisérleti csoportok kozott. A jellemzok
kimutatasara a Bioconductor projekthez tartozd ,maSigPro” szoftvercsomagot
hasznaltuk (Nueda et al., 2014). A szignifikansan eltérd expresszio szintekkel rendelkezd
géneket kilenc klaszterbe osztottuk. Az igy meghatarozott TimeCourse Table elérheto a
Mendeley Data adatbazisban (2022.07.23.
https://data.mendeley.com/datasets/xvvscxpz6w/1 doi:10.17632/xvvscxpz6w.1)

A klasztergének valtozasainak expressziod dinamikaja szerint ezt a kilenc klasztert tovabbi
négy csoportba soroltuk: 1, az expresszio szint fokozatosan emelkedett; 2, az expresszio
szint fokozatosan csokkent; 3, az expresszid szint kezdetben nétt, majd csdékkent; 4, az
expresszio szint kezdetben csokkent, majd visszatért az eredeti szintre. Ezek koziil az 1.
csoportba tartozo, fokozatosan megnovekedett expresszio szintekkel rendelkezd géneket

vizsgaltuk tovabb.

3.7.5. Kivalasztott utvonalhoz tartozo gének RPM elemzése

A KEGG alanalizis soran a jelentdsen valtozo, stresszvalaszokhoz kapcsolodo
utvonalakat tovabb vizsgaltuk. A vizsgélt folyamatokban résztvevd gének egyedi

génexpresszio elemzését (Reads Per Million mapped read - RPM) végeztiik el olyan
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modon, hogy a kezeletlen és a kezelt mintakbol szarmazo leolvasasokat Bowtie2
segitségével a referenciaszekvencidkhoz igazitottuk. Az egyes génekhez tartoz6 RPM

értékeket az alabbi egyenlettel szamitottunk ki négy bioldgiai ismétlésben (1. egyenlet).

génhez tartozé leolvasasok x 10°

RPM= - -

o0sszes leolvasas
Az RPM értékekbdl megkaptuk az adott id6pontban, az alkalmazott kezelések altal
kivaltott enzimszekvencidk egyedi expresszio szintjeit (Atallah et al.,, 2013). Az

alkalmazott bioinformatikai médszereket a 4. abra foglalja 6ssze.

NGS konyvtarkészités
és szekvenalas
IluminaNextSeq550

7
Leolvasasaok Idébeli-valtozas elemzés
elofeldolgozasa g RPM elemzes Time-course expression
SRA NCBI adatbazis analysis

S/ e / e /

1 ]

. I (ot Lt e .
de novo illesztés Abundancia tablazat Paronkénti differencialis
TSA NCBI adatbdzis CountTable expresszi

Mendeley adatbazis DEG elemzés
g - Y - ),

L]

Génontologiai elemzés

GO

Funkcionalis annotaci6
AnnotTable Y
Mendeley adatbazis

v

Utvonalelemzés
KEGG PlantReactome

. _/

4. abra. Az alkalmazott bioinformatikai mdodszerek kapcsolodasa

‘\

3.8. Valés idejii RT-qPCR elemzés

Az in silico elemzés soran a legnagyobb kiilonbségeket mutatd géneket biologiailag is
validaltuk valés idejii PCR, RT-qPCR analizissel (Real-time PCR analysis). A teljes RNS
mennyiségét Nanodrop 2000c spektrofotométerrel és Qubit 2.0 fluoriméterrel (Thermo

Fischer Scientific, Waltham, MA, USA) hataroztuk meg. Otsz4z nanogramm (ng) teljes
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RNS-t reverz transzkriptdz enzimet tartalmaz6 M-MuLV RT-vel atirtuk (Maxima First
Strand cDNS Synthesis Kit, Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA). Otven ng
c¢DNS-t hasznaltunk fel 10 pl-es reakciokban az Xceed qPCR SG 2x Mix (Institute of
Applied Biotechnologies, Praha-Strasnice, Cseh Koztarsasag) és CFX384 Touch Real-
Time PCR Detection System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) segitségével. Az adatokat a
AACt mddszerrel Livak and Schmittgen (2001) alapjan elemeztiik. A génexpresszio
analizist harom technikai és bioldgiai replikacio alapjan hoztuk létre €s a gliceraldehid-
3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH), a tubulin (TUB) és az ubiquitin referenciagének
segitségével normalizaltuk. A statisztikai elemzést varianciaanalizissel végeztiik és az
Osszes adatot atlag + SEM-ben fejeztiik ki. A bioldgiai replikdtumok homogenitasat F-
probaval (Levene teszt) vizsgaltuk. A kezelési mintak dsszehasonlitasat egyutas ANOVA
teszttel végeztiik post hoc korrekcidval (SPSS for Windows, 21.0 verzio). A Student-féle
t-probat a csoportok atlagértékeinek Osszehasonlitdsara hasznaltuk. A p<0,05 értéket

tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak.
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4. EREDMENYEK

4.1. Novényi-alapu biostimulatorok ABA és tiamin mennyiségének HPLC-DAD

meérése

A vizsgélt négy ndvényi-alapu biostimulator ABA tartalmanak HPLC-DAD mérési
eredménye alapjan megallapitottuk, hogy a nagy ardnyban fokhagymakivonatot

tartalmazo készitményekben az ABA szint magas (5. tablazat). Azonban a négy névényi-

alapt biostimuldtor nem tartalmazott tiamint.

5. tablazat. A vizsgalt kivonatok HPLC-DAD mérései

Készitmény neve Formulalas lli(i)‘l’((:llilfty(l.l)l:)- ABA(;;;;;‘ o
EliceVakcina S Cl—i(%()oszzol:il\l/iha i ~65 6,3+ 1,2
Garlic-lipo S Cl_ig(é)szzi?\lli’na ¢ ~90 81,4+2.2
Fitokondi vizes kivonat ~1 -
Garlic-oil SC-CO; kivonat 100 80,0+ 2,4

4.2. Az EliceVakcina és Garlic-lipo készitmények liposzoma stabilitas mérése és

részecskeméret meghatarozasa

A vizsgalt mintak liposzoma tulajdonsagai azt mutattdk, hogy mind a részecskeméret,
mind a polidiszperzitasi index (p > 0,05, Pear-son) viszonylag allandé méretii (233 és
149,2 nm, polidiszperzitasi index = 0,1733 ¢és 0,13035) a négy mért mintdban. A
méretmeghatarozasi paramétereket az 6. tablazat foglalja 6ssze, a mérések reprezentativ

adatait a 5. dbra mutatja.

6. tablazat. Az EliceVakcina és Garlic-lipo mintdk részecskeméret-eloszlasa (PSD) az
intenzitas statisztika szerint

Név EliceVakcina (atlag) Garlic-lipo (atlag)
Z-atlag (nm) 233 149,2
Polidiszperzitasi index (PI) 0,1733 0,13035
Intercept 0,9443 0.951
Egy cstcs intenzitas (nm) 284,3 160,6
Egy csucsteriilet intenzitas (%) 100 100
Szarmaztatott atlagos szamlalasi arany (kcps) 174 200 171 300
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5. abra. a) EliceVakcina és b) Garlic-lipo kolloid liposzémainak méretmeghatarozasi

diagramja. A liposzomak mérete 233 és 149,2 nm kozott van

potencialja és mindségének mérése

A Zéta-potencial elemzés erdményét az 7. tablazat és a 6. dbra foglalja ossze.

7. tablazat. Az EliceVakcina és Garlic-lipo mintak egyes liposzomainak Zéta

Név EliceVakcina (atlag)| Garlic-lipo (dtlag)
Szarmaztatott atl. szamlalasi arany (kcps) 174 200 171 300
Zéta potencial (mV) -44.,47 -40,595
Egy csucs zéta atlag -44.7 -41,18
Vezetdképesség (mS/cm) 0,001882 0,007439
Fal zéta potencial (mV) -57,96 -66,28
Zéta eltérés (mV) 5,433 8,632
Szarmaztatott atl. szamlalasi arany (kcps) 42 960 85150
Referencia nyaldbszamlalasi sebesség (kcps) 3037 36715
Mindségi tényezd 8,135 4,509
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6. abra. Zéta potencidl meghatarozasa a) EliceVakcina és b) Garlic-lipo liposzomak
elektroforetikus mobilitasa alapjan. (1) Zéta potencial eloszlas: a kolloid stabilitasa
bizonyitottan magas, a Zéta potencialt -44,47 és -40,595 mV kozotti. (2) Fazisdiagram a
részecskék elektroforetikus mobilitdsanak becsléséhez: A faziskiilonbség ardnyos a
nanoanyag elektroforetikus mobilitasaval €s igy a vizes kdzeg Zéta-potencialjaval

Tovéabba az eldallitott liposzomak méretét és szerkezetét jellemeztiik transzmisszios
elektronmikroszkdppal (TEM) (7. abra).

b)

100 nm

100inm

7. abra. TEM felvételek az (a) EliceVakcina, (b) Garlic-lipo liposzémak szerkezetérol.
A multilamellralis liposzémék ~100-200 nm méretiick
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4.3. Novényi-alapu biostimulatorok antifungalis hatasa

A Gyogynodvénykutatd IntézetKft. altal fejlesztett harom ndvényi-alapti biostimulator az
EliceVakcina, a Garlic-lipo és a Fitokondi, valamint a Garlic-oil antifungalis hatasat

vizsgaltuk laboratoriumi koriilmények kozott.

4.3.1. Mikrodilucio toxicitasi teszt és papirkorongos gatldsi zona meghatarozasa

Fusarium fajokban

Méréseink alapjan a fokhagymakivonatokat tartalmazo készitmények gatoltdk a F.
graminearum, F. oxysporum, F. proliferatum ¢és F. verticilloides fajok novekedését, a
négy faj hasonl6 reakciot mutatott a kivonatokra (8. dbra). A negativ érték megjelenése
azzal magyarazhat6, hogy a gombak felszivjak a liposzomakat, ami a rendszeren beliili
liposzoma-eredetli  kivonatok abszorbancidjanak csokkenését eredményezi. A

fokhagymakivonatot nem tartalmaz6 Fitokondi nem mutatott antifungalis hatést.

ABSgy a, F. graminearum ABSgp, b, F. oxysporum
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8. abra. Novényi-alapu biostimulatorok antifungalis hatasa négy Fusarium faj ellen
mikrodiltcio toxitas tesztet alkalmazva. A kisérlethez a CLSI szabvany szerinti
félhigitasos modszert alkalmaztunk. Az dbra a felhasznalt ndvényi-alapt
biostimulétorok térfogatszazalékat mutatja
A vizsgalt négy Fusarium faj MIC vizsgalata hasonlo lefutdsu adatokat mutatott, ezért a
szignifikancia vizsgalatot a négy faj atlagdban végeztiik el. A vizsgalat szerint 0,625

V/V% dozis haszndlatakor a leghatékonyabb a Garlic-lipo (-0,1612) volt, majd az
EliceVakcina (0,11755) kovette, végiil pedig a Garlic-oil (0,62745) szerepelt (9. dbra).
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Az alacsonyabb térfogat szazalékban a liposzéma formulalt termékek mutattak nagyobb
hatékonysagot, 2,5-10 V/V% méréseknél a formulalt és a formuldzas nélkiili
fokhagymakivonat gatld hatasa kozott nem volt szignifikans kiilonbség a Fusarium fajok

novekedésére (melléklet M 1. tablazat).

1,2
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ABS 600
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9. abra. Egy egységnyi do6zis a négy Fusarium faj dtlagaban. Novényi-alapt
biostimulatorok antifungélis hatdsa mikrodiluci6 toxitas teszt szignifikancia vizsgélata

Tovabba az antifungalis hatast vizsgaltuk papirkorongos gatlasi zona meghatarozasaval
is (10. é&bra). A négy Fusarium faj eltérd érzékenységet mutatott a vizsgalt
gyogynovénykivonatokkal szemben. A legérzékenyebb mindhdrom kivonatra a F.
proliferatum volt, amely kiilondsen erdsen reagalt a Garlic-lipo kezelésre. Ennek hat4sara
kiterjedt gatlasi zona alakult ki, ahol micélium novekedés nem volt megfigyelheto.

A F. graminearum esetében a legnagyobb mértékll gatlast a Garlic-oil okozta, mivel a
konidiumtartok kizarolag a taptalaj szélén voltak megfigyelhetok. Emellett a Garlic-lipo
1s jelentdsen csokkentette a konidiumtartok képzodeését.

Az F. verticillioides micéliumképzOdését mindharom kivonat gatolta, azonban a
legnagyobb mértékli érzékenységet a Garlic-oil kezelés valtotta ki. Ugyanakkor a
sporaképzddés esetében nem volt kimutathatd gatld hatas.

Hasonlo jelenség figyelhetd meg az F. oxysporum esetében is, bar enyhébb mértékben.
Az EliceVakcina és a Garlic-lipo kivonatok gatoltak a micélium ndovekedését, azonban a
Garlic-lipo kezelés soran a papirkorong kornyezetében nem alakult ki gatlasi zona.

Emellett egyik kivonat sem mutatott hatast a sporaképzddésre.
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Kontroll Garlic-oil Garlic-lipo EliceVakcina

Fusarium
graminearum

Fusarium
oxysporum

Fusarium
proliferatum

Fusarium
verticillioides

10. abra. Fusarium fajok antifungalis hatasat mutatod papirkorongos gatlasi zona
meghatarozasa

Borsé magok csirazoképességét vizsgaltuk az EliceVakcina és Garlic-lipo 0,5-1 %
oldataval kezelve. Mindkét biostimulator csokkenette a csirdazoképességet a fertdzés
nélkiili magokon. A F. oxysporum sporaszuszpenziéval megfert6zott magok

csarazoképességet viszont eldsegitette az 1%-os Garlic-lipo kezelés (11. abra).

80
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Kics

Kontroll 0.5% G-l. 1% G-l 0.5%E 1%E

11. abra. EliceVakcina (E) és Garlic-lipo (G-1) kezelt borsé magok csirdzoéképessége F.
oxysporum gombaval inokuldlva (pontozott oszlop) és fertdzés nélkiil (egyszinli oszlop)
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A ndvényi kivonatokkal eldkezelt magvak csokkent elszinez6dést mutattak, ellentétben a
kontroll magvakkal, amelyeknél a sulyos fert6zéshez kapcsolodo jellegzetes barnas-
voroses elszinez8dés alakult ki, ami a fertdzés agresszivabb progresszidjat mutatta. Ez
arra utal, hogy a novényi kivonatok részben enyhitették a fertézés fiziologiai tiineteit,

annak ellenére, hogy nem akadalyoztak meg a fertdzést (12. abra).

Kontroll / Inokulalt 0,5 % EliceVakcina / Inokuldlt 1 % EliceVakcina / Inokulalt

/

Kontroll / Inokulalt

niFya. 4

0,5 % Garlic-lipo / Inokulalt 1 % Garlic-lipo / Inokullt

12. abra. F. oxysporum fertdzés elérehaladésa az EliceVakcina és Garlic-lipo kezelt
borsé magokon a spérakkal torténd beoltasa utan négy nappal

4.4. NGS szekvenalas feldolgozasa
4.4.1. NGS konyvtar szekvendlasa, elofeldolgozdsa és dsszeszerelése

Négy NGS konyvtarakat allitottunk eld a Garlic-lipo-val kezelt T. aestivum mintakbol.
Tovabba az EliceVakcinaval kezelt mintakbol készitettiink konyvtarakat: négy konyvtar
a P. sativum mintakbol, kettd konyvtar a B. napus mintakbol, hat konyvtar a G. max
mintakbol. Altalanossagban elmondhaté, hogy a nyers readek tisztitasa utin a megmaradt
adatkészlet az eredeti 95-97%-a. A szekvenalas, az eléfeldolgozas és Osszeszerelés adatait

a 8. tablazat tartalmazza.
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8. tablazat. Az elemzések soran hasznalt konyvtarak statisztikai adatai.

. Konyvtar Osszes Osszes Osszes Osszes | GC Atlag
Novény 2 e . illesztett . . hossz
elnevezése tisztitott read | transzkript . gén (%)
bazis (bp)

¢t C 26 836 641

T aestivum |—-8230 15 17078816 9326 2851814 | 5278 | 42,58 | 305,79
t G240 24 14 425 037
t G240 48 13 242 036
p C 15 569 885

P. sativum p _E20 15 527 651 7513 2700878 | 6897 | 3509 | 359,49
b E240 14627 132
b F 15089 578
b C 15421 112

B. napus b 5240 CTRea300 3 859 1142201 | 3171 | 39,18 | 295,98
g 525 C 14724 434
¢ 525 E20 14760 776

G. max | 89525 E240 | 14292341 10 492 3157440 | 8308 | 5171 | 322.19
s 710 C 14915 888
¢ 710 E20 15 182 823
o 710 E240 | 14473 178

C: kontroll, G240: Garli-lipo 240 g/ha kezelés, E20: EliceVakcina 20 g/ha kezelés,
E240: EliceVakcina 240 g/ha kezelés, F: Fitokoni 4 1/ha kezelés

4.4.2. Genszintii abundancia meghatdarozas és annotdacio

Az 6sszeallitott CountTable alapjan konyvtaranként mértiik a leolvasasok abundancidjat.

A transzkriptek funkciondlis meghatarozasa céljabol elvégzett annotacid és a GO elemzés

értékeit a 13. abra szemlélteti.

P. sativum B. napus G. max T aestivum

Osszes gén 6897 3171 8308 5278
Blast talalat 6895 1998 8263 5226

GO t. 6408 1772 7753 3729
GO a. 3858 1744 3921 1322

13. abra. Az annotalt szekvencidk szama az NCBI nr adatbazis szerint a négy kultura
transzkriptomaban. Roviditések: GO t. (GO térképezés), GO a. (GO annotacid)
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4.4.3. Paronkenti differencialis expresszio elemzés (DEG)

EliceVakcina és Garlic-lipo hatasat hasonlitottuk 6ssze két-két kisérleti koriilmény kozott
DEG elemzéssel és a legnagyobb szignifikans kiilonbséggel expresszalodd 50 gén
kontigjat (Top50) valasztottuk ki. Az adatok M-értékét a sulyozott vagott atlag
normalizalasi modszerrel kaptuk meg. A DEG statisztikai adatait kultirakként az 9.

tablazat foglalja Ossze.

9. tablazat. Top50 DEG statisztikai adatai kultiranként

Novény Vizsgalt parok (;isj SE AT f?lﬁl ?}hﬂ
szém (p>0,9) szabalyozott | szabalyozott

T t Cvs.t G240 15 1712 919 793

aesti;/um t Cvs.t G240 24 5278 2 485 1279 1206

t Cvs.t G240 48 2578 865 1713

p Cvs.p E20 4 475 4102 373

p Cvs.p E240 1478 970 508

. p Cvs.p F 4585 4353 232

P. sativum p E20 vs. p E240 6897 4245 415 3830

p E20vs.p F 2216 763 1453

p E240vs.p F 4 494 251 4243

B. napus b Cvs.b E240 3171 1486 849 637

g 525 Cvs. g 525 E20 1754 1036 718

g 525 Cvs. g 525 E240 2 798 1 044 1754

g 525 E20vs. g 525 E240 2 830 897 1933

G. max o 710 Cvs. g 710 E20 8 308 1572 795 777

g 710 Cvs. g 710 E240 3282 470 2812

g 710 E20 vs. g 710 E240 3 344 510 2 834

C: kontroll, G240: Garli-lipo 240 g/ha kezelés, E20: EliceVakcina 20 g/ha kezelés,
E240: EliceVakcina 240 g/ha kezelés, F: Fitokoni 4 1/ha kezelés

A kontroll és EliceVakcina 240 g/ha dozis kezelés DEG elemzése soran a
feliilszabalyozott gének figyelembevételével hasonlitottuk 6ssze a konyvtarakat. Mivel a
mintavételezés eltérd idészakokban tortént, fejlodési stadiumok szerinti 6sszehasonlitast
végeztiink. A P. sativum és B. napus (generativ fazis: BBCH69-74), valamint a G. max
(g 525) és T. aestivum mintavételezése (juvenilis vegetativ fazis: BBCH16-19) tortént
hasonlo6 fejlodési stadiumban, €s a gének szama is hasonlo. Mivel a G. max érett vegetativ
fazisban tortént mintavételezése (g 710: BBCH 53) jelentdsen eltér a tobbi mintéatdl a

feliilszabalyozott gének szadmaban, kizartuk a tovabbi vizsgalatbol (14. 4bra).
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C vs. E240/G240
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14. abra. DEG elemzések 6sszehasonlitasa kultiranként a feliilszabalyozott gének
figyelembevételével. C vs. E240 (kontroll vs. EliceVakcina 240 g/ha) dsszehasonlitasa
P. sativum, B. napus és G. max mintakban. C vs. G240 (kontroll vs. Garlic-lipo 240
g/ha) T. aestivum mintakban

4.5. Garlic-lipo kezelés hatasanak kimutatasa genomszintii transzkriptomikai

profilozassal
4.5.1. T. aestivum mintak DEG o6sszehasonlitasa

A Garlic-lipo kezelés utan harom mintavételi idépontban (15 perc/24 6ra/48 éra) mért
DEG-¢ek expresszio szintjeit a kontrollal (0 perc) hasonlitottuk 6ssze, igy meghataroztuk
a génkifejezddésbeli kiilonbségeket ¢€s hotérképeken éabrazoltuk a legnagyobb
kiilonbséget mutato Top50 gént. Részletes TopS50 DEG hétérképek elérhetdek a
megjelent publikacioban (Kutasy et al., 2023b).

A kezelés utan 15 perccel gyljtott mintdban a stresszvalaszban ¢és az ABA
jelatvitel/bioszintézis utvonalban részt vevd fehérjék génjei feliil szabalyozott szintet
mutattak. Tobbek kozott az ABA altal indukalt fehérje (early ABA-inducible protein -
HVA22), a late embryogenesis abundant protein - LEA31, az 9-cisz-epoxi-karotinoid
dioxigenaz (9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase - NCED3) és U-box domént tartalmazo
protein 19 (U-box domain-containing protein - PUB19). A mintaban a TF illetden a zinc
finger proteinl2 (ZATI12 - C2H2 csalad), a homeobox-leucine zipper protein 22/24
(HOX22 és HOX24 - HD-ZIP csalad) és a R1/2-type myeloblastosis (MYBS1) mutatott
fellilszabalyozottsagot, ami GA ¢és JA jelatvitelhez kothetd. A mintdban az alul
szabalyozott gének a fotoszintézissel, valamint a riboszémalis RNS-génekkel

kapcsolatosak voltak (15. dbra és melléklet M2. tablazat).
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Condition
6.9189 8.9425 11.0014 NCED3 11,4671
{ 7.5314 9.6366 HOX24

5.1699 102503 6.1898 5.6439 Lhcbl
8.9830 8.0928 8.5275 11.4671 HIPP27
|: 10.4481 8.8580 9.3465 11,139 HOX22

6.6582 7.0000 9.7665 10.5372 MYBSI

{ 5.0000 6.1898 9.4157 111768 HVA22
75622 51293 7.7347 9.4717 LEA31 0
7.7944 7.3219 8.7682 10.0279 HOX22
7.6795 6.5546 85736 9.8781 PUBI9
7.9425 6.2668 8.1447 9.5622 ZATI12

t_G240_48 t C t_G240_24 t G240_15

15. abra. T. aestivum Top50 DEG hoétérkép részlet a 15 perces és a kontroll mintak
Osszehasonlitasa alapjan (t_ C vs.t G240 15). Feltiintetésre keriiltek a t G240 24,
t G240 48 mintak adatai is

A 24h mintadban a Top50 DEG tobbnyire alul szabalyozott géneket mutatott, kivéve a
PR1 és az aldehid-dehidrogenaz 7A1 (aldehyde dehydrogenase 7 - ALDH7). A
fotoszintézishez (pl. chlorophyll a-b binding protein 1 - Lhcbl) és a riboszomahoz
kapcsolodo gének a kezelést kovetd 24 ordban is alul szabalyozottak (Kutasy et al.,
2023b).

A stresszvalaszhoz kothetd gének vonatkozasaban a legnagyobb eltérést a 48h minta

mutatta.
Condition
_ 112825 7.1898 DREBIG 12.3931

9.7160 11.4843 9.0821 12.3931 PR6

{ 9.3399 9.9352 67415 107515 PR6
9.8265 6.7004 12.0878 ASMT

—|: 87347 87142 11.5873 - CIpB1
12.1926 10.8122 122101 9.0140 PR4
4[ 11.8049 102992 11.9069 8.7004 PRS
10.2408 31241 10.6008 F3H 0
10.2180 7.8517 11.3799 - PRS5
97347 81548 11.2917 L sas OMT2
9.6689 7 11.4954 66724 PR2
93219 9.2021 11.2467 68704 GT7
11.4089 8.9801 121762 67415 PR ‘]
11.0895 9.1421 106978 . ssm pRo
10.7030 8.5699 10.7245 6.4757 WIRIB
11.2503 8.6830 11.3072 69542 PR3
11.3044 9.4157 10.8250 6.8580 ATI
1G240 24 1 G240_15 1 G240_48 LC

16. abra. T. aestivum Top50 DEG hétérkép részlet a 48 oras €s a kontroll mintak
Osszehasonlitasa alapjan (t_C vs. t G240 48). Feltiintetésre keriiltek a t G240 24,
t G240 15 mintak adatai is
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Mig a 15min és a 24h mintdban t6bb ABA ttvonalhoz kapcsolodo gént is talaltunk magas
expresszio szinttel, a 48h mintaban csak egyet, a feliil szabalyozott flavanon-3-hidroxilaz
(flavanone 3-dioxygenase - F3H) génjét (16. abra és melléklet M2. tablazat). Ezenkiviil
a PR1-5 gének €s mas stressz indukalt gének is feliilszabalyozottak a 48h mintdban. A
fokozottan szabdlyozott PR gének, mint példaul a PR1, az endo-béta-1,3-gliikanaz (endo-
1,3-beta-glucosidase - PR2), a kitinazok (PR3), a wheatwin-2 protein (PR4) és a taumatin
protein (PRS) génjei szignifikdnsan magasabb génkifejezddésbeli kiilonbségeket
mutattak, mint a kontroll. Csupéan a PR csalad egyik tagja, a Bowman-Birk tipusu tripszin
inhibitor (Bowman-Birk type trypsin inhibitor - PR6) mutatott csdkkent expresszid
szintet.

A biotikus ¢és abiotikus stresszreakcidhoz kothetd gének expresszid szintje nétt a 48h
mintaban, példdul az alfa-amildz inhibitor (alpha-amylase/trypsin inhibitor - ATI), a
kazeinolitikus protedz (caseinolytic protease B1 - ClpB1), a wheat-induced resistance 1B
(WIRI1B) és a nehézfémekkel kapcsolatos izoprenilalt ndvényi fehérje (heavy metal-
associated isoprenylated plant protein 27 - HIPP27). Kiilonb6zd transzferazok, példaul
UDP-gliik6z flavonoid 3-O-gliikoziltranszferaz 7 (UDP-glucose flavonoid 3-O-
glucosyltransferase 7 - GT7), tricetin 3',4',5'-O-trimetiltranszferaz 2 (tricetin 3°,4°,5’-O-
trimethyltransferase - OMT2) és acetil-szerotonin O-metiltranszferdz 1 (acetylserotonin
O-methyltransferase - ASMT) feliil szabalyozott szinten mutatkoztak. Tovabba az
abiotikus stresszre reagald a dehidratdciora reagalod elemkotd 1G fehérje (dehydration-
responsive element-binding protein - DREBIG / AP2 TF csaldd) megemelkedett
expresszio szintjét figyeltilk meg.

A hérom minta Top50 DEG meghatarozésa kimutatta az ABA tutvonalhoz kapcsolodo

gének, PR-ek és TF-gének expresszid szintjének valtozasat.

4.5.2. Utvonalelemzés T. aestivum mintdkban

A T. aestivum ndvények Garlic-lipoval tortént kezelésének kontrollhoz viszonyitott
eredményei szerint a tiamin (B1 vitamin) metabolizmusahoz tartozo gének aktivitasa volt
a legmeghatidrozobb: nukleozid-trifoszfatdz (nucleoside-triphosphatase - NTPCR),
tiamin-foszfat-foszforilaz (thiamine-phosphate pyrophosphorylase - thiE), savas
foszfataz (acid phosphatase - PHO) ¢és a phosphomethylpyrimidine synthase - thiC.
Tovabba a glutation metabolizmus transzferazai (GST23, GSTU6) és a fenilpropanoid
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bioszintézis folyamataiban részt vevé gének (shikimate O-hidroxicinnamoiltranszferaz
(hydroxycinnamoyltransferas - HCT), kavésav 3-O-metiltranszferaz (caffeic acid 3-O-
methyltransferase - COMT) és peroxiddzok) mutattak megemelkedett expresszid szintet.
A 48h mintdban a jelatviteli itvonalak nem mutattak génexpresszio kiilonbséget, csupan
1-1 gén expresszid szintje valtozott meg a mitogén-aktivalt proteinkinaz (MAPK)
kaszkad, a novényi hormon szignaltranszdukcio (PR1) és a ndvény-patogén interakciod

(regulatory protein NPR1) utvonalakon (10. tablazat).

10. tablazat. KEGG utvonalelemzés soran differencialt expresszidval rendelkezd gének
szama a T. aestivum ndvények Garlic-lipo kezelése utan 48 oraval

Szekvencidk Differencialtan
Utvonal ID . expresszalédo
szama iy o
szekvenciak szama
Tiamin (B 1.v1tam1n) map00730 53 29
metabolizmus
Glutation metabolizmus map00480 22 13
Fenilpropanoid bioszintézis map00940 13 12
Novény-patogén interakcid map04626 | 1
Karotenoid bioszintézis map00906 2 1
MAPK jelatvitel map04016 1 1
Novényi hormon
szignaltranszdukcid map04073 ! !
Diterpenoid bioszintézis map00904 1 1

4.5.3. Hormon szignaltranszdukcio utvonalhoz tartozo gének RPM elemzése T. aestivum

mintakban

T. aestivum mintdkban végzett egyedi génexpresszid méréssel megvizsgaltuk az ABA
jelatvitel €s bioszintézis génjeit €s megfigyeltiik, hogy az exprersszio szint folyamatosan
emelkedett a 15min, majd a 24h mintdban, azonban a 48h mintdban a kiindulasi szint ala
esett: ABA3, ABF2/3, NCED2/3 és a zeaxantin epoxidaz (zeaxanthin epoxidase - ZEP).
Az SnRK2 fehérjék génjei folyamatosan emelkedd szintet mutattak. A JA utvonalhoz
tartozd gének koziil a coronatine-insensitive protein 1 (COIl) és a lipoxigenaz
(lipoxygenase — LOX) mutat feliil expresszaltsagot az id6 mulasaval, a tobbi gén esetében
vagy nincs jelentds véltozas, vagy nincs a valtozasnak egyiranyu dinamikdja. Ugyanez

mondhat6 el a SA utvonalhoz tartozé gének esetében is (11. tdblazat).
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11. tablazat. Egyedi génexpresszi6 analizis szdmitott RPM értékei a 7. aestivum Garlic-
lipo magas dozisu kezelés utan. Referencia gének azonositoit az NCBI adatbazisban
talalhat6 ID alapjan tiintetjiik fel

Gén Referencia gén C 15 min 24h 48h

ABA-fiiggd

ABA3 XM _048690172.1 7,04261 7,527022 | 11,36506 | 5,552111
ABA3 XM 048690172.1

ABF3 AF519804.1 4332853 | 4,090111

ABF2 AB286054.1 13,04187 | 17,96052 | 23,17727 | 11,96126
NCED2 JX183986.1 259,496 344,678 710,1857 | 27,83508
NCED3 XM 048675717.1 36,82925 | 13,17154

SnRK2.2 KF688097.1 4,806861 | 6,334623 | 8,719422
SnRK2.8 KR611569.1 4993173 | 7,527022
SnRK2.9 MH844552.1 6,29736 | 9,501934
SnRK2.9 KF688097.1 6,947546
ZEP XM 048693465.1 | 168,0538 | 172,6115 | 2029111 | 147,4088
JA-fiiggo

AOS AY196004.1 41,73399 | 82,73407 | 51,64631 | 109,8014
Coll HM447645.1 63,04813 | 90,46295 | 121,6635 | 133,5137
IMTI XM _048692301.1

IMT2 XM _048686963.1

LOX1 GQ166692.1

LOX2 HQ913602.1
MYC4 MH063274.1

SA-fiiggé ] |
EPS1 XM _048688482.1

ICS2 NM 001405972.1

WRKYS DQ323885.1
WRKY28 | XM 044569122.1
WRKY46 EF368365.1

4.5.4. T. aestivum mintak idébeli-valtozas elemzése

Annak érdekében, hogy az alkalmazott biostimulator kezelést kovetden a buizdban zajld
¢lettani folyamatokr6l bovebb informéciot kapjunk, a mintdkat idébeli valtozas
elemzéssel vizsgaltuk. Az idobeli expresszid valtozas mérése megfeleld eszkoz az RNA-
seq technoldgiabol szarmazd adatok kiértékeléséhez, mely olyan géneket reprezentél,
amelyek expresszidja a kisérleti csoportok kozott jelentds eltérést mutat a vizsgélt
id6szakban. A TSA ¢és a CountTable adatok felhasznéalasaval 5287 kontigot teszteltiink
¢és szurtlink, amit kilenc klasztertbe soroltunk. A klasztereket négy csoportba osztottuk
valtozasi dinamikajuk szerint: az expresszid szint a) fokozatosan emelkedett, b)
fokozatosan csokkent, c) kezdetben ndtt, majd csokkent, és d) kezdetben csokkent és
majd visszatért az eredeti szintre (17. dbra). Az annotalt géneket a GO kifejezések és

bioldgiai folyamatok felhasznalasaval vizsgaltuk.
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17. abra. Id6beli-valtozas elemzés: az egyes géncsoportok median szintli expresszidjat
(szignifikancia szint 0,05; R-négyzet hatarértéke 0,7) mutatja az id6 fiiggvényében. A
sz6felhdk a génontoldgia (GO) kifejezést (biologiai folyamatot) képviselik, az egyes
csoportok annotalt génjeit 6sszegezve, a betiiméret a szekvenciaszamtol fiigg. A
szignifikansan eltéré expresszio szinttel rendelkezd géneket a valtozas dinamikaja
szerint 9 klaszterbe soroltuk: a) az expresszi6 szint fokozatosan emelkedett, b)
fokozatosan csokkent, ¢) kezdetben emelkedett, majd csokkent, d) kezdetben csdkkent,
majd visszatért az eredeti szintre
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A fokozatosan ndvekvd expresszid szinttel rendelkezd gének csoportja (a): 1. klaszter)
foként védekezési valaszfolyamatokhoz kapcsoloédik, mig a fokozatosan csokkend
expresszio szinttel rendelkez6 gének csoportjai (b): 3., 4., 6. és 7. klaszter) a sejt szintli
bioszintetikus és metabolikus folyamatokhoz kapcsolodnak ¢€s alul szabalyozottsagot
mutattak. A kezdetben emelkedett, majd csokkent expresszio szinttel rendelkez6 gének
csoportjai (¢): 2., 8. és 9. klaszter) részt vesznek a kiillonboz6 transzport- €s transzlacios
folyamatokban. A kezdetben csokkent, majd eredeti szintjiikre visszatérd expressziod
szinttel rendelkezé gének csoportja (d): 5. klaszter) transzkripcidé és anyagcsere-

folyamatokhoz kapcsolodik (Kutasy et al., 2022).

4.5.5. T. aestivum klaszterek utvonalelemzése

A kilenc klaszter génjeit KEGG elemzéssel is osztalyoztuk (Kutasy 2022). Ebben a
vizsgalatban a fokozatosan emelkedd expresszid szinttel rendelkezd gének védekezési

valasz asszociacidokat mutattak (18. abra).

Amino sugar and nucleotide sugar metabolism _— ' T

Glutathione metabolism

Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450
Phenylpropanoid biosynthesis

Ascorbate and aldarate metabolism

Stilbenoid, diarylheptanoid and gingerol biosynthesis
Tryptophan metabolism

Plant-pathogen interaction

MAPK signaling pathway

Polyketide sugar unit biosynthes

Diterpenoid biosynthesis

Nitrogen metabolism

Fructose and mannose metabolism
Monoterpenoid biosynthesis

KEGG tutvonalak

Carbon fixation in photosynthetic organisms B '5rmin
Porphyrin and chlorophyll metabolism J24n
Flavonoid biosynthesis [48h

Glycosphingolipid biosynthesis

0 10000 20000
kontigok szdma

18. abra. Az 1. klaszter KEGG elemzése a harom vizsgalt iddpontban a kontrollhoz
viszonyitva. A gének expresszio szintje fokozatosan emelkedett. A kontigok adatait az
annotalt TimeCourseTable (doi: 10.17632/xvvscxpz6w.1)
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Az idébeli-valtozas elemzés 24 KEGG utvonalat azonositott dsszesen 201 szekvencia
bevonasaval (Kutasy et al., 2022) az 1. klaszterben, a glutation metabolizmus, a
fenilpropanoid, flavonoid és terpenoid bioszintézis, a ndvény-patogén interakcio, a
MAPK jelatviteli itvonal €s a citokrom P450 altali metabolizmus utvonalakat (18. dbra).
Ezekhez az tutvonalakhoz olyan enzimek tartoznak, amelyek részt vesznek a
stresszvalaszra adott elsddleges védekezési reakciokban. Az elemzés soran detektalt PR1
fehérje részt vesz a novény-patogén kdlcsonhatasban, a névényi hormonok jelatvitelében
¢s a MAPK jelatvitelében, mig a disease resistance protein RPM1 a névény— patogén
kolcsonhatasban. A mono- és diterpenoid bioszintézis utvonalakhoz kapcsolodé enzimek
kozil megmutatkoztak a 7-dezoxiloganetin-gliikoziltranszferdz (7-deoxyloganetin
glucosyltransferase UGT85A23-24), az ent-kaurene oxidase (CYP701A3) és az ent-
sandaracopimaradiene 3-hydroxylase (CYP701A8) fehérjék. A fenil-propanoid
bioszintézis utvonalon a HCT, COMT és a peroxidaz fehérjéit azonositottuk. A citokrém
P450 ¢és a glutation metabolikus utvonalak is kiemelkedtek, els6sorban a glutation S-
transzferazok (GST23 és GSTUO) és az APX fehérjéi.

A masodik csoport b), a 3., 4., 6. és 7. klaszterek idébeli expresszid analizise soran a sejt
szintli bioszintetikus ¢€s metabolikus folyamatok emelkedtek ki: a fotoszintézishez
kapcsolodd folyamatok a peroxiszoma, glioxilat és dikarboxilat metabolizmus
folyamatai; linolsav anyagcsere; oxidativ foszforildcid és ribozomalis folyamatok. A
novény-patogén interakcids utvonalat tekintve hdsokkfehérjék aktivitdsa nétt meg
1d6szakosan.

A harmadik csoport ¢), a 2., 8. és 9. klaszter id6beli elemzése olyan enzimeket mutatott
ki, amelyek részt vesznek az endocitozis folyamataban, MAPK jelatviteli utvonalban,
valamint a cisztein és metionin metabolizmusban. Ezek a klaszterek a citoszolban zajlo
riboszoémalis folyamatokhoz is kapcsolodnak.

A negyedik csoport d), az 5. klaszter iddbeli elemzése az mRNS-feldolgozassal, az RNS-
foszfodiészterhez kotott hidrolizissel és a nukleinsav-metabolikus folyamatokkal

mutatott 0sszefiiggést. Az 5. klaszter KEGG elemzése nem adott eredményt.

55



4.5.6. T. aestivum mintak in silico elemzésnek validalasa RT-qPCR-rel

A fent mar targyalt Top50 DEG legfontosabb védekezési valasz génjeit a 19. abra foglalja
0ssze. A Garlic-lipo kezelés kovetkeztében jelentdsen novekedik a patogenezishez
kothetd (PR) gének (kontigok szama 9764-1603) és stressz indukalt gének expresszidja
(kontigok szama 2345-214).

10,000 a) Top50 DEG-PR gének b) fop30 DEG-ABA-fliggd gének
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19. abra. A legjobb 50 differencialisan expresszalt gén (Top50 DEG) in silico
meghatdrozasa a harom mintavételi alkalommal 7. aestivum. A DEG-ek numerikus
elemzését két 1d6 paronkénti 6sszehasonlitdsaban az RSEM ¢és edgeR programokon
alapulé OmixBox.BioBam segitségével vizsgaltuk. Ezeket a kvantitativ statisztikai

modszereket az egyes gének szignifikancidjanak értékelésére a) patogenezissel

kapcsolatos (pathogenesis-related PR) gének; b) abszcizinsav (ABA) utvonalhoz
kapcsolddo gének; és c) transzkripcids faktor (TF) gének expresszio szint valtozasanak
vizsgalata
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A DEG analizis segitségével meghatarozott gének expresszo szintjét RT-qPCR
modszerrel validaltuk. A PR1-5 megndvekedett expresszid szintet mutatott a teljes
kisérleti peridodus alatt, azonban a 48h mintaban volt a legmagasabb, amint azt a
transzkriptom analizis is mutatta. A validalas soran a PR1 gén expresszid szintje is
fokozatos emelkedést mutatott az in silico elemzéssel ellentétben, ahol a 24h mintaban
adott legmagasabb értéket. Az ABA utvonalhoz kapcsolodd gének (NCED3, HVA22,
PUB19 és LEA31) és a TF-ek (HOX24, ZAT12 és MYBS1) expresszio szintjében is
hasonl6 valtozasokat detektaltunk a validacio sordn, ahogyan azt az in silico elemzés
josolta. Ezek a gének altaladban 15min és 24h mintdkban mutattak maximalis expresszio
szintet. Csak a DREB1G TF expresszalodott magasan a 48h mintaban a DEG analizisben
¢s ezt RT-qPCR moddszerrel megerdsitettiik (20. 4bra).

a) RT qPCR-PR gének b) RT qPCR - ABA-fiigg6 gének
5 *Fx

70 2
I Cntri I Cntrl
60 I 15min B 15min
[24n 20 [J24n
50 I 48h I 48h

40

w
(=}

n
o

*****

relativ normalizalt expresszio
~
o

relativ normalizélt expresszid

o

NCED3 HVA22 PUB19 LEA31

PR1 PR3 PR4 PR5 PR6
¢) RT qPCR-TF gének
25
I Cntrl
I 15min
20 [7]24n
I 48h

- -
o o

relativ normalizalt expresszio
(4]

HOX24 DREB MYB ZAT12

20. abra. Az RT-qPCR reakciok eredményei harom mintavételi iddpontban a
kontrollhoz képest. a) patogenezissel kapcsolatos (pathogenesis-related PR) gének
expresszio szintjének valtozasai; b) abszcizinsav (ABA) utvonalhoz kapcsolodo gének;
¢s ¢) transzkripcios faktor (TF) gének. Cntrl: kezeletlen kontroll, 0 iddpont. 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 jelol a kezelt mintakészlet
atlaga és az 5%-ra bedllitott kontroll minta atlaga kozott; két csillag statisztikailag
szignifikans kiilonbséget jelez 1%-hoz képest; harom csillag statisztikailag szignifikans
kiilonbséget jelez 0,1%-ig
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4.6. EliceVakcina kezelés hatasanak kimutatasa genomszintii transzkriptomikai

profilozassal

4.6.1. EliceVakcina kezeles hatasanak kimutatasa DEG osszhasonlitassal

4.6.1.1. P. sativum mintak DEG ésszehasonlitasa

P. sativum EliceVakcina 20 és 240 g/ha dozis kezeléseket hasonlitottuk 6ssze a kezeletlen
mintaval paronként, ahol a Fitokondi kezelést hasznaltuk pozitiv kontrollként. Az
EliceVakcina 20 g/ha doézissal kezelt névényekben (p_C vs. p_E20) a stresszvalaszhoz
kothetd PR gének, pontosabban a PR2 és PR4 mRNS szintje novekedett a kontrollhoz
képest. A flavonoid bioszintézissel Osszefiiggésbe hozhatd gének koziil a kalkon szintaz
(chalcone synthase - CHS) és az izoflavon szintaz (isoflavone synthase - CYP93C)
mutatott jelentds feliill szabalyozottsagot. A kezelés noOvelte a secoisolariciresinol
dehydrogenase (SDH) enzim aktivitasat, mely hatdssal van a fitoalexin momilakton-A
szintézisére. Tovabbd a ndvényi sejtek méregtelenitési folyamataiban szerepet jatszo
GSTL3 aktivitasa is emelkedett. A sejtek védelmét szolgaldo CAT1 gén expresszio szintje
megndtt, mely segiti a hidrogén-peroxid lebomléasat igy csokkentve az oxidativ stressz
negativ hatasait, de mindemelett ABA kezelés hatdsaira is megndtt aktivitasat detektaltak.

Szamos HSP mutatott aktivitast a kezelés hatdsara (21. abra és melléklet M3. tablazat).

Condition
1284 uwms PR"‘ |6,5334
—‘ ; 138188 16.1587 LHSP
! 128925 157387 HSP22.7
82240 123357 CHS
‘ 9 125001 CYP93C
{ 9.4979 122892 HSP70
18154 13.4448 HSP17.5
‘ 10.7372 13.9063 HPSI17.6 0
{ 10,6564 147738 HPS17.9
11.2621 154211 10.9166 92264 secoisolari. dehidr.
1 124189 13.2490 9.6330 87616 CATI1
. [ 123012 14.7847 9.8439 65699 HPS70
14.1404 16.5334 82574 LLHSP
9.5546 13.1485 ATIJ11
1 ‘ 11.5187 14.5647 5.9307 HSP17.9
1 9.9204 126893 6.9425 poliubikvitin kont.7
124221 125622 6.2854 55236 PR2
[ 11.7645 13.7039 7.0768 57279 BAGI
t‘ { 9.0444 125280 7.4838 5523 HSP24
9.7830 128182 63399 58074 HSP22
[ 107398 13.2706 88978 68329 GSTL3
s 124670 sou NS ubikvitin10
p F p_E20 p_E240 p C

21. abra. P. sativum Top50 DEG hétérkép 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 talalatot adott gének expresszid szintjét az
EliceVakcina 240 g/ha (E240) és Fitokondi 4 1/ha (F) kezelt mintdkban is mutatja
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A bors6é novények EliceVakcina 240 g/ha dozissal torténd kezelése hatdssal volt a
fenilpropanoid ¢és flavonoid bioszintézis utvonalhoz tartozé enzim, a caffeoyl-CoA O-
methyltransferase (CCOAOMT) génjének feliil szabalyozottsagéara, amely részt vesz a
lignin ¢és a flavonoidok bioszintézisének redundans funkcidéiban. Ugyancsak
stresszvalaszban részt vevo enzim, az izoflavon 3'-hidroxildz (isoflavone 3'-hydroxylase
- CYPS1EY9) aktivitdsa is megnétt, ami hatdssal van a pterocarpin fitoalexinek
bioszintézisére. Valamint megfigyeltiik, hogy az ET képzddését eredményezd kémiai
reakciok ¢és utak enzimje, az S-adenozil-metionin szintetaz (S-adenosylmethionine
synthase - SAM) ¢s az ET-re reagdldo TF 5 (ERF5) mutatott feliil szabalyozottsagot a
kezelés hatasdra. Ez a TF olyan aktivatorként mikodik, mely a patogenezissel
kapcsolatos GCC-box promoter elemhez kotddik és részt vesz a génexpresszid
stresszfaktorok és a stressz indukalt jelatviteli utvonal komponensei 4altali
szabalyozasaban. Tovabba néhany HSP mutatott aktivitast a kezelés hatdsara (22. abra és

M3. tablazat).

]

Condition
12,7043 7.1898 7.9009 CCOAMT 16,5334
L{ 5.459 8.6110 F-box
10.2288 - 45850 | 8.1997 CYP5BI1
4.7004 9.5925 7.8009 BAG6
{ 9.6457 10.2668 8.3750 ERF3
{ 7.8642 8.3966 7.3837 CYPRIEY
14.1404 16.5334 8.2574 LLHSP
I 123012 14.7847 9.8439 65699 HSP70 0
{ 13.7597 122152 8.6970 5.0875 SAM
{ 11.2963 12.8570 8.9944 48580 ubikvitin10

p F p_E20 p_E240 p.C

22. abra. P. sativum Top50 DEG hétérkép részlet (p_C vs. p_E240), ahol a kezeletlen
minta (C kontroll) és az EliceVakcina 240 g/ha (E240) altal kezelt minta kertlt
Osszehasonlitasra. A teszt soran talalatot adott gének expresszio szintjét az EliceVakcina
20 g/ha (E20) és Fitokondi 4 I/ha (F) kezelt mintakban is mutatja.

Aktivalt hostresszvalasz gének nagy szamban mutatkoztak mind az EliceVakcina
alacsony és mind a magas do6zisu kezelését kovetden kontrollhoz képest. Szamos HSP és
hésokk faktor, chaperon (HSF) génje mutatott feliil szabalyozott expresszid szintet,
melyek eldsegitik a novények hdstressztiird képességének javitasat és a hdindukalt
transzkripcids kaszkadok szabalyozasat. Tovabba mindkét dozist kezelés kovetkeztében

szamos, az ubikvitindcidban szerepet jatszd gén expresszid szintje emelkedett meg,
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melyeket a novényi immunitds kulcsfontossagu szabalyozojaként irtak le. A részletes

Top50 DEG hétérképek elérhetéek megjelent publikacioban (Kutasy et al., 2023a).

4.6.1.2. B. napus mintak DEG o6sszehasonlitasa

A repce novényekbdl vett mintak DEG paronkénti Osszehasonlitdssal végeztiik el és
értékeltiik az egyes gének jelentdségét a stresszvalaszban két kisérleti koriilmény kozott,
a kezeletlen kontroll és EliceVakcina 240 g/ha ddzissal torténd kezelés kozott (b_C vs.
b_E240).

Az ABA n6vényi hormon alapvetd szerepet jatszik a szignaltranszdukcidban, a novények
biotikus és abiotikus stresszre adott valaszaiban a sztdmazarddas és a génexpresszid
szabalyozasa révén. A kezelés kovetkeztében megvaltozott aktivitasi ABA kapcsolatos
enzimeket detektaltunk, mint a LEA46, a PP2C3, a dehydrin Rab18 (RAB18) ¢s a low-
temperature-induced 65 kDa protein (LTI65). Tovabba megfigyeltiink egy masik
stresszel kapcsolatos ndvényi hormon, a JA kapcsolatos fehérjék megvaltozott
szabalyozottsagat. Az UDP-glycosyltransferase 74D1-like (UGT74D1) aktivitasa nott,
mely a JA és JA-szarmazékokat gliikozilalja. Valamint megnott a cytochrome P450 81F1
(CYPS81F1) gén expresszos szintje, mely metil-jazmonat (MeJA) kapcsolatos. A poliamin
szintézisben szerepet jatszo S-adenosylmethionine decarboxylase proenzyme 3
(SAMDC3) ¢és az ubukvitinacidban részt vevd enzimek génjei is szignifikans valtozast
mutattak expresszidjukan a kezelést kovetden. A CYP81F1 részt vesz az indol
glukozinatok metabolizmusdban, biotikus stresszvalaszban. Alul szabéalyozzottsagot
mutatott a peptide methionine sulfoxide reductase BS (MSRBS5) génje, egy elongécios
faktor és a protein COLD-REGULATED 15 (CORI15) (23. abra és melléklet M4.
tablazat). A részletes Top50 DEG hétérkép megtekinthetd a megjelent publikdcioban
(Decsi et al., 2022).
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23. abra. B. napus Top50 DEG hétérkép részlet a magas dozist kezelés
Osszehasonlitasa a kezeletlen mintaval: b C vs. b_E240

4.6.1.3. G. max mintak DEG 6sszehasonlitasa

G. max ndvényeket juvenilis vegetativ fazisban kezeltiik EliceVakcina 20 és 240 g/ha

dozissal, a mintdkat paronként hasonlitottuk Gssze a kontrollal. Az alacsony dozist

kezelés utan (g_525 C vs. g 525 E20) eltéréen expresszalodd TopS50 kontig (melléklet

MS5. tablazat) kozott kiillonbozo stresszvalasz gének mutattak aktivitast: a redox reakciod

katalizisében részt vevé CYP82A3, a heavy metal-associated isoprenylated plant protein

26 (HIPP26), valamint a nitrogén hiany stresszre reagald urea-proton symporter (DUR3)

¢s a baktérium tdmadasra reagaldé WRKY48 TF. A fenilpropanoid aromas szubsztrat,

kumarinszarmazék szallitasat végzoé specidlis UGT, a szkopoletin gliikoziltranszferaz

(TOGT) mutatott alul szabalyozottsagot (24. abra és melléklet M5. tablazat).
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GST
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7.7814 CYP82A3

6.8580 DUR3
7.3750 HIPP26 I
0

Condition

g 710_FE240 g 525.C g 710 F20 g 710.C g 525 F240 g 525 F20

24. abra. G. max Top50 DEG hotérkép részlet az alacsony dozisu kezelés
Osszehasonlitasa 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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A magas dozisu kezelés hatdsara megvaltozott expresszid szintet mutattak kiilonbozo
jelatviteli tvonalakat befolyasoldé gének: a SA ndvényi hormonhoz kotheté AAA-
ATPase, az auxinhoz kothet6 WALLS ARE THIN1 (WATI1) gén. Az ABA-fiiggd
galaktinol-szintaz 2 (galactinol synthase - GOLS2) ¢és a PUB19, valamint transzport
folyamatokhoz tartozd stresszvalasz gének (ABC transporter C family member 4 -
ABCC4, UDP-glycosyltransferase 79A6 - FG2) is megndvekedett aktivitast mutattak (25.
abra és melléklet M5. tablazat). Alul szabalyozottsagot tapasztaltunk a JA jelatvitelhez
kothetd protein argonaute 4 (AGO4) génje esetében.

Condition

4.5850 8.4221 AAA-ATPaz 10,1774
7.3399 7.5078 6.1293 7.8202 82095 ABCC4
7.3309 6.4594 5.3219 6.8704 8.1849 PUBI19

81849 8.4051 8.0334 7.8455 43069 8.5078 AGO4

9.7879 9.3264 9.4798 9.1163 10.1774 6.9773 GOLSZ
8.3966 8.2574 6.5850 6.7279 9.9787 5.8826 AAA-ATPaz
6.8580 7.6865 5.8329 7.4676 8.6366 5.0875 FG2/UGT79A6
g 710 E240 g 710 C g 525 BE20 g 710 E20 g 525 E240 g 525 C 0

25. abra. G. max Top50 DEG hétérkép részlet a magas dozisu kezelés 6sszehasonlitasa
a kezeletlen mintaval: g 525 Cvs. g 525 E240. A tobbi minta adatai is feltiintetésre
kertiltek (g 525 E240,¢g 710 E20,g 710 E240,¢g 710 C)

4.6.2. Utvonalelemzések

Az EliceVakcina kezelések utan az Gtvonalak genomszintli génexpresszid eredményeit
elsdsorban stressz védekezésre reagald gének szempontjabol vizsgaltuk. KEGG

elemzéssel vizsgaltuk a gének részvételét a kiilonbozo biokémiai folyamatokban.

4.6.2.1. Utvonalelemzés P. sativum mintdkban

Osszehasonlitottuk P. sativum ndvények EliceVakcindval torténd kezelését a kontrollal
¢s markans kiilonbséget kaptunk az alacsony és magas dozist kezelés utan is. A kezelések
utan a ndvényi stresszvalaszban részt vevo bioszintetikus utvonalak koziil magas szintli
kiilonbséget mutatott a glutation metabolizmus (glutation transzferazok, dehidrogenazok,

reduktazok és peroxidazok) és a fenilpropanoid bioszintézis (26. abra: fenilalanin
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ammonia-lidz (phenylalanine ammonia-lyase - PAL), fenilalanin/tirozin ammonia-lidz
(phenylalanine/tyrosine ammonia-lyase - PTAL), -cinnamil-alkohol-dehidrogenéz
(cinnamyl alcohol dehydrogenase - CAD), peroxiddz, 4-kumarat---CoA ligaz (4-
coumarate--CoA ligase - 4CL), cinnamoil-CoA reduktdz (cinnamoyl-CoA reductase -
CCR), HCT, CCOAOMT, transz-cinnamat 4-monooxigenaz (trans-cinnamate 4-
monooxygenase - CYP73A/C4H), coniferyl-aldehyde dehydrogenase (REF1), ferulate-
5-hydroxylase (CYP84A/F5H), UGT72E, caffeoylshikimate esterase (CSE), sinapate 1-
glucosyltransferase (BRT1) és a serine carboxypeptidase-like 19 (SCPL19).

Tovabba megfigyeltiik a Bl vitamin metabolizmushoz tartozé gének magas expresszid
szintjét (NTPCR, PHO, thiE, cysteine desulfurase (iscS/ NFS1), adenilat-kinaz (adenylate
kinase - adk), 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase (dxs) mellé¢klet M1. dbra). A
karotenoid bioszintézis bizonyos génjei (ZEP, NCED, fitoén-szintaz (phytoene synthase
- PSY), beta-carotene isomerase (DWARF27), abscisic acid 8'-hydroxylase (CYP707A),
beta-carotene 3-hydroxylase (CrtZ), 15-cis-phytoene synthase (CrtB)) mutattak

megelemkedett expresszio szintet.

A jelatviteli titvonalak k6ziil a MAPK jelatvitel (HSP70, CAT1, SnRK2, PR1, nucleoside
diphosphate kinase (NdK) és a basic endochitinase B (CHIB)) a ndvényi hormon
szignaltranszdukcié (SnRK2, ABF, PR1, jasmonate ZIM domain-containing protein
(JAZ) és a jasmonic acid-amino synthetase (JAR1)), valalmint a ndvény-patogén
interakcié (HSP90A/B, PR1, kalmodulin (CaLM) és az enhanced disease susceptibility 1
protein (EDS1)) folyamataiban részt vevo gének esetében figyeltiink meg eltéréseket (12.

tablazat).
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12. tablazat. KEGG utvonalelemzés sordn differencialt expresszidval rendelkezd gének
szdma a P. sativum novények EliceVakcina kezelése utan

Differencialtan
Gtvonal D Szekvencidk szama expresszélédfi szekvenciak
szama
E20 E240 E20 E240
Tiagie?a(bi }gﬁg‘in) map00730 170 170 125 52
Glutation metabolizmus | map00480 42 42 34 12
F i‘:ggﬁﬁ:;g‘d map00940 35 35 23 13
Flavonoid bioszintézis | map00941 18 18 14 6
Iﬁgﬂ;ﬁ‘e‘;’s map00943 13 13 13 3
Né?ﬁg{;ﬁ%gé“ map04626 13 13 1 4
Karotenoid bioszintézis | map00906 12 12 9 2
Flaﬁ‘;ggifn?éazvi‘s’nm map00944 11 11 8 5
MAPK jelatvitel map04016 8 8 6 1
M;’f(‘:::ﬁg;‘;‘d map009027 7 7 6 2
A I 7 7 2
E‘g‘;;‘l’ggﬁ map00904 1 1 1 1
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26. abra. P. sativum mintak KEGG utvonalelemzése soran a fenilpropanoid
bioszintézishez kapcsolddo differencidltan expresszalodo kontigok szines négyzetekben
vannak feltiintetve (KEGG map 00940 alapjan): fenilalanin ammonia-liaz (PAL,
Ec:4.3.1.24), fenilalanin/tirozin ammonia-liaz (PTAL, Ec:4.3.1.25), cinnamil-alkohol-
dehidrogenaz (CAD, Ec:1.1.1.195), peroxidaz (Ec:1.11.1.7), , 4-kumarat---CoA ligaz
(4CL, Ec:6.2.1.12), cinnamoil-CoA reduktdz (CCR, Ec:1.2.1.44), shikimat O-
hidroxicinnamoiltranszferdz (HCT, Ec:2.3.1.133), koffeoil-CoA O-metiltranszferaz
(CCOAOMT, E2.1.1.104), transz-cinnaméat 4-monooxigenaz (CYP73A/ C4H,
Ec:1.14.14.91), koniferil-aldehid-dehidrogenaz (REF1, Ec:1.2.1.68), ferulat-5-
hidroxildz (CYP84A/F5H Ec:1.14.-.-), koniferil-alkohol-gliikoziltranszferaz (UGT72E,
Ec:2.4.1.111), koffeoil-shikimat-észteraz (CSE, Ec:3.1.1 szinapat 1-gliikoziltranszferaz
(BRT1, Ec:2.4.1.120), szerin-karboxipeptidaz-szerti 19 (SCPL19, Ec:3.4.16.- 2.3.1.91)

Az tUtvonalelemzés sordn magas expresszio szinttel mutatkozo tiamin metabilzmust
validaltuk. EliceVakcina 20 g/ha kezelés utan bors6 névény termést tartalmazé hajtasok
tiamin és metabolitjai tartalmat HPLC-DAD késziilékkel mértiik (27. édbra). A kezelést
kovetd 5 nap alatt 8%, 10 nap alatt 14,3%-kal megndtt a hajtas tiamin és metabolitjait

detektal6 standard jel alatti teriilet nagysaga a kromatogram szerint.
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27. abra. Tiamin HPLC-DAD mérése borsondvényekben. Kezeletlen (a) és EliceVakcina

kezelt novények (b) tiamin és metabolitjai tartalom tiz nappal a kezelés utan

4.6.2.2. Utvonalelemzés B. napus mintikban

B. napus névényekben tortént valtozasokat az EliceVakcina magas dozisu kezelése utan
utvonalelemzésekekkel vizsgéaltuk (13. tabldzat). A ndvényi stressz védekezési
valaszokban részt vevé folyamatok koziil a glutation metabolizmus (GST, glutation
szintdz (glutathione synthetase - GSH)), ndvény-patogén interakcio (CaLM, PRI,
calcium-dependent protein kinase (CPK), delta3-delta2-enoyl-CoA isomerase (ECI3)), a
novényi hormon szignéltranszdukcio (PP2C, PRI, szerin/treonin-protein kindz
(serine/threonine-protein kinase - CTR1), auxin response factor (ARF)), a MAPK
jelatvitel (CaLM, CTRI, PR1) és a fenilpropanoid bioszintézis (CAD, COMT, BRTI ¢s
peroxidaz) mutatott szignifikans kiilonbséget (28. 4abra). Valamint kiemelkedd
szekvencia szamban jelentkezett a B1 vitamin metabolizmusa (NTPCR, PHO, thiE, thiC
¢s a thiaminase (thiD) mellé¢klet M2. abra).
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13. tablazat. KEGG elemzés a B. napus novények magas dozisu EliceVakcina kezelése

utan
; Szekvencidk Differencialtan
Utvonal ID szAma expres.s’zzil()d'()
szekvenciak szama
N I 5
Glutation metabolizmus map00480 21 12
Novény-patogén interakcid map04626 16 8
hgmiltnsdukeo | P40 6 4
MAPK jelatvitel map04016 6 6
Fenilpropanoid bioszintézis map00940 5 2
Izoflavonoid bioszintézis map00943 4 3
Flavonoid bioszintézis map00941 2 2
Monoterpenoid bioszintézis map009027 2 2
Karotenoid bioszintézis map00906 2 -
Flavon és flavonol bioszintézis | map00944 1 1
Diterpenoid bioszintézis map00904 | -

[FeexvirROPANOID BIOSYNTHESIS |

IXE] [NTRET

00940 1211021
() Kanehasa Laborstories

28. abra. B. napus mintak KEGG utvonalelemzése soran a fenilpropanoid
bioszintézishez kapcsolddo differencidltan expresszalodo kontigok szines négyzetekben
vannak feltiintetve (KEGG map 00940 alapjan): cinnamil-alkohol-dehidrogenaz (CAD,

Ec:1.1.1.195), kédvésav-3-O-metiltranszferdz (COMT, Ec:2.1.1.68), peroxidaz
(Ec:1.11.1.7), szinapat 1-gliikoziltranszferaz (BRT1, Ec:2.4.1.12
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4.6.2.3. Utvonalelemzés G. max mintdkban

G. max novények EliceVakcindval tortént kezelésének kontrollhoz viszonyitott
eredményei szerint a glutation metabolizmus (GST, glutation reduktédzok és peroxidazok,
PGD)), a
fenilpropanoid bioszintézis (29. abra) (PAL, PTAL, CAD, peroxidaz, CCR, HCT,
CCOAOMT, CYP73A) és a karotenoid bioszintézis (ZEP, NCED3, PSY, CYP707A,

6-foszfogliitkonat-dehidrogendz  (6-phosphogluconate dehydrogenase -

zéta-karotin-deszaturaz (zeta-carotene desaturase - ZDS) €s a violaxantin-de-epoxiddz
(violaxanthin de-epoxidase - VDE)) folyamataiban részt vevd gének mutattak
megemelkedett expresszido szintet. Az el6z6 mintdkhoz hasonléan a szdjaban is
megmutatkozott a Bl vitamin metabolizmuséhoz tartoz6 gének aktivalddasa (IscS/NFS1,
dxs, thiE melléklet M3. abra). A jelatviteli utvonalak koziil a MAPK jelatvitel (mitogén
altal aktivalt protein kinaz kinaz kinaz 1/2 (mitogen-activated protein kinase kinase
kinase 1 - MEKK1/2), MPK3, ABA receptor PYL, PP2C, SnRK2, ABF, respiratory burst
oxidase (Rboh), CaLM ¢és a WRKY33) és ndvényi hormon szignéltranszdukcié (PYL,
PP2C, SnRK2, ABF) egyes génjei feliilszabalyozottak. A ndvény-patogén interakcio
(CaLM, HSP90, ESD1, MPK3, suppressor of G2 allele of SKP1 (SGTI) és a

szerin/treonin-protein kindz (serine/threonine-protein kinase - PTO)), aktivitdsa

markansan nétt a kezelések utan gytiijtétt mintdkban (14. tdblazat).

14. tablazat. KEGG utvonalelemzés soran differencialt expresszidval rendelkezd gének
szdma a G. max novények EliceVakcina kezelése utan

Differencialtan
z Szekvenciak szama expresszalodo
Utvonal 1D szekvenciak szima
E20 E240 E20 E240
Tiamin (BI vitamin) -\ 50730 170 170 30 54
metabolizmus
Novény-patogén map04626 30 30 7 10
interakcio

Glutation metabolizmus | map00480 27 27 7 8

MAPK jelatvitel map04016 21 21 4 10
Noveényi hormon. map04075 17 17 3 7

szignaltranszdukcio
Fenilpropanoid map00940 15 14 2 8
bioszintézis
Flavonoid bioszintézis map00941 14 15 2 6
Karotenoid bioszintézis | map00906 12 12 3 5
Izoflavonoid bioszintézis | map00943 7 7 5 5
Flavon & flavonol map00944 2 2 1 1
bioszintézis

Diterpenoid bioszintézis | map00904 2 2 2 1
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29. abra. G. max mintak KEGG tutvonalelemzése soran a fenilpropanoid
bioszintézishez kapcsolddo differencidltan expresszalodo kontigok szines négyzetekben
vannak feltiintetve (KEGG map 00940 alapjan): fenilalanin ammonia-liaz (PAL,
Ec:4.3.1.24), fenilalanin/tirozin ammonia-liaz (PTAL, Ec:4.3.1.25), cinnamil-alkohol-
dehidrogenaz CAD (Ec:1.1.1.195), koffeoil-CoA O-metiltranszferaz (CCOAOMT,
Ec:2.1.1.104), peroxidaz (Ec:1.11.1.7), cinnamoil-CoA reduktaz (CCR, Ec:1.2.1.44),
shikimat O-hidroxicinnamoiltranszferdz (HCT, Ec:2.3.1.133), transz-cinnamat 4-
monooxigenaz (CYP73A/C4H, Ec:1.14.14.91)

4.6.2.4. Utvonalelemzések dsszefoglaldsa a harom kultiirdban

Mindharom mintdban a szignifikdns kiilonbséggel reprezentalt utvonalakat
hasonlitottunk Ossze. Kiemeltiik a ndvényi hormon szignaltranszdukcid, a ndvény-
patogén interakcid és a MAPK jelatvitel utvonalakhoz kapcsolédd gének megvaltozott
szabalyozottsagat (30.-32. abra).

A noévényi hormon szignaltranszdukcidé elemei kozil az egész ABA-fliggd utvonal
expresszalodott szojaban (PYL, PP2C, SnRK2, ABF), borsdban az utvonal vége (SnRK2,
ABF), repcében viszont inaktiv maradt. A JA-fliggd gének a borséban mutattak feliil
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expresszaltsagot (JAR1, JAZ). Tovabba SA-fiiggd Gtvonal a borsoban aktivalodott (PR1).
A ET-fiiggd CTR1 gén repce mintdkban, az ERF1/2 sz6ja mintdkban mutatott alul
szabalyozottsagot. A GA utvonal génje (phytochrome-interacting factor 4 - PIF4)
szojaban alul expresszalodott. Az AUX-fiiggd gének a borsd (auxin responsive GH3,
small auxin up-regulated RNA - SAUR) ¢és repce mintdkban (ARF) feliil
szabalyozottsagot mutattak, a szdjaban lefelé szabalyozottsagot (IAA). Citokinin-fiiggd
gének aktivitasa nott borsoban (histidine-containing phosphotransfer protein - AHP) ¢és

szojaban (GARP family transcription factor - B. ARR) (30. dbra).

Sejtmegnylas
Novénynovekedés

o

\ 1% )
Auxin L;A ‘ ARF ‘/‘£F3 ]

["SauR |

Citognin [ anp | [B ARR |A ARR | Sejtosztodas

Magas Gibberellin DELLA PIF4 Szarndvekedés
" o i Indukalt csirdzas
ABA tartalmi . . . .
Abszmzmsﬂv PYR/PYL PP2C _SnR _ABF | Sztoma

biostimulator A ¥ f ’ zirodasa

g g Etilén ~ 2
EliceVakcina a CTRI ERF12

g e

Szalicilsav
kg W _ERL

Hajtiskezdemény megjelenése

Betegségellenallosag

Gén
P sativum B. napus ‘ Felil szabalyozott *Alul szabdlyozott

30. abra. EliceVakcina kezelést kovetden a ndvényi hormon szignaltranszdukcio
utvonalhoz tartozo gének expresszidja a harom kulturdban. Zo6ld nyil P. sativum, sarga
nyil B. napus, kék nyil G. max (KEGG map 04075 alapjan)

A novény-patogén interakcid folyamat génjei mindhdrom kultira mintdiban erds
aktivitdst mutattak. A sejtfalerdsodéshez vezetd gének (CDPK, CalLM, CNGCs)
mindharom névény esetében feliil szabalyozottsagot mutattak a kezelések utan. Tovabba
a védelmi valaszhoz (Pto, MEKK1, MAPK3/6, PR1, EDSI, cathepsin F - CTSF, ECI3)
¢és hiperszenzitiv reakcidohoz (HR) (disease resistance protein - RPM1, RPS2, SGT1,
HSP90) kapcsolddo gének aktivitasa is megnott a vizsgalt harom kultira mintaiban (31.

abra).
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| oM | _ CDPK | Rboh ROS HR/
f ] ~ Sejtfalerdsodés
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elfl | [ MEKKI | MAPK3/6| | PRI |
* [ Po | Védelmi valaszhoz
kotheté génindukcio

Magas

ABA tartalmt LRPM1 | _

biostimulator | RPS

| HSP90 |

QDS 1 \ Programozott sejthalal
T Védelmi valasz
| CTSFY ?‘“9 e ( Védelmi vilasz
[ ECI3/HCDI | HR/
Védelmi valasz

Gén
Pl sativum . B. napus d “Fe]ii] szabdlyozott *AIU] szabilyozott

EliceVakcina

31. abra. EliceVakcina kezelést kovetden a ndvény-patogén interakcioban részt vevo
gének expresszidja a harom kulturdban. Zold nyil P. sativum, sarga nyil B. napus, kék
nyil G. max (KEGG map 04626 alapjan)

A jelatviteli utvonalak koziil a MAPK jelatvitel szoja mintdkban nagyfoku aktivitast
mutatott (MEKK1/2, MPK3/6, ChiB, PYL, PP2C, SnRK2, ABF, Rboh, CalLM,
WRKY33) a kezelések utan. A MAPK kaszkad egyes részei mutattak aktivitast borsoban
(PRI, ChiB, ndk, SnRK, CAT). Viszont repcében alul szabélyozottsagot figyeltiink meg

az utvonal génjeit illetden, kivéve a CaLM aktivitasa n6tt (32. dbra).
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32. abra. EliceVakcina kezelést kovetden a MAPK jelatvitel ttvonalban részt vevo
gének expresszidja a harom kulturdban. Zold nyil P. sativum, sarga nyil B. napus, kék
nyil G. max (KEGG map 04016 alapjan)

4.6.3. Hormon szignaltranszdukcio utvonalhoz tartozo gének RPM elemzése

Az elicitorok indukalta jeltovabbitds megvaltoztatja a sejt génkészletének expressziod
szintjét és szabalyozé folyamatokat indit el, melynek komponensei tobbek kozott a
novényi hormonok, MAPK kaszkad. Az egyes komponensek gyakran egymasra hatnak,
halozatot hoznak Ilétre. Ezért vizsgaltuk a ndvényi hormon szignaltranszdukcid
komponensei, az ABA, a SA és a JA bioszintézis és metabolizmus tGtvonal érdeklédésre

szamot tartd génjeinek egyedi génexpresszio analizisét az RPM szamitéssal.

4.6.3.1. Hormon szignaltranszdukcio utvonalhoz tartozo gének RPM elemzése P.
sativum mintakban

P. sativum mintakban az alacsony do6zisu kezelés utan az ABA-fliggd gének koziil az
SnRK?2 ¢s ABF2/3 mutattak aktivitast, valamint a negativ szabalyozé PP2C. A magas
dozist kezelés utan pedig a negativ szabalyozd PP2C, az SnRK?2.6, a ZEP, valamint az

ABA indukalt LEA gén. JA utvonal génjei koziil az alacsony dozisu kezelés utan feliil
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expresszaltak JAR4, COI1, suppressor of kinetochore protein 1 génje (SKP1) és a MYB2
TF, a magas dozisu kezelés utan az allene oxide cyclase (AOC) génje mutatott aktivitast.
Ezen utvonal génjei koziil mindkét kezelés utan a LOX és 12-oxo-fitodiénsav-reduktaz
(12-oxophytodienoate reductase - OPR) gének aktivizalodtak. A SA utvonalban szerepet
jatszd gének koziil az alacsony dozisu kezelés utan aktivitdst mutatott az abnormal
inflorescence meristem 1 (AIM1), kalmodulin-kot6 transzkripcios aktivator (calmodulin-
binding transcription activator - CAMTAZ2), enhanced pseudomonas susceptibility 1
(EPS1), prohibitin3 (PHB3), NPR1 és a TF-ek koziil a TGA2, WRKY 15/40/70. A magas
dozist kezelés utan kevesebb gén aktivalddott ezen az utvonalon a ciklin-fliggd kinaz
(cyclin-dependent kinase G-2 - CDKG2), NPR1, WRKY 15/40 és az aktivitas mértéke is
alacsonyabb, mint az alacsony ddzisu kezelés utan megfigyelhetd volt (15. tablazat).

15. tablazat. Egyedi génexpresszio analizis szamitott RPM értékei a P. sativum
EliceVakcina alacsony és magas do6zisu kezelés utan.

Gén Referencia gén C E20 E240
ABA fiiggo
PP2C XM_051029700.1 21,96548 | 1841876 | NINS0405400
SnRK2.3 XM 051015805.1 9,633983 116,4374 7,72537
SnRK2.4 XM 051019333.1 8,799037 | 26,53331 | 5,400922
SnRK2.6 XM 051031525.1 17,00193 13,94668
SnRK2.8 XM 051037259.1
ZEP XM _051015777.1
ABF2/3 XM 051029046.1 6,118118
LEA XM 051022218.1 211,0484 262,1156
JA-fiiggé ]
LOX XM _051017954.1
AOC AB095986.1 4,922359
OPR XM _051051551.1 258,571 40,67783
JAR4 XM 051061014.1
CoIl XM_051048364.1
SKP1 XM _051050509.1 101,3495 | 5202976 | 89.49123
SKP1 XM_051050509.1 56,64782 | 1373034 | 19,00578
MYB2 XM_051032495.1
SA-fiiggé
AIM1 XM 051047401.1 22,54043 | 3,896868
CAMTA2 XM _051025100.1
CDKG2 XR_007785918.1
EPSI XM _051037883.1
NPR1 XM _051017238.1
PHB3 XM _051026705.1
TGA2 XM 051017137.1 7514506 | 4057278 | 4,648895
WRKY15 XM 051015736.1 11,65662 | 8,135566
WRK Y40 XM_051028558.1
WRKY70 XM _051021125.1

Referencia gének azonositdit az NCBI adatbazisban talalhaté ID alapjan tiintetjiik fel
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4.6.3.2. Hormon szignaltranszdukcio utvonalhoz tartozo gének RPM elemzése B. napus
mintakban

A B. napus EliceVakcina magas dozisi kezelés utan az egyedi génexpresszio analizis
szerint az ABA utvonalhoz kothetd gének részben expresszid véltozast mutattak, az
ABF2, ZEP, MYC2 és az SnRK?2.6 aktivitasa volt megfigyelhetd. A JA tvonalat illetéen
a a LOX, jazmonsav-karboxil-metil-transzferaz (jasmonate O-methyltransferase - JMT)
¢s bHLH3 gének mutattak feliil szabalyozottsagot. Alul szabalyozottsagot a JAR1, AOC,
allén-oxid-szintdz (allene oxide synthase - AOS), valamint a MYC TF-ek esetében
szamoltunk. A SA Tttvonal génjei kevés expresszid valtozast mutattak. Lefelé
szabalyozott az EPS1, izokorizmat szintaz 1 (isochorismate synthase 1 - ICS1), TGAI és
a WRKY48. Egyediil a WRKY70 TF mutatott felfelé szabalyozottsagot (16. és 17.
tablazat).

16. tablazat. Egyedi génexpresszio analizis szamitott RPM értékei a B. napus
EliceVakcina magas dozisu kezelés utan, ABA és JA-fliggd gének esetében

Gén Referencia gén C E240
ABA-fiiggo
ABA3 XM 013805036.3 1,633584 2,915639
ABA XM 013831057.3
ABF2 NM 001333256.1 4,882001
MYC2 XM 048779544.1 3,390278
PP2C JX122896.1 70,89753 229,454
SnRK2.6 KT236164.4 2,221674 8,204474
SnRK2.10 KT236169.4 4,966094 7,594224
ZEP FJ606830.4 42,14646 53,43079
JA-fiiggo
AOC XM 013801891.6 5,031437 2,915639
AOS JQ771611.4 3,593884 1,762945
AOS XM 013807203.6 21,17124 7,119585
bHLH3 XM 013888137.6 3,33251 8,340085
COI1 GU263836.4
JARI XM 013856052.6
IMT GR725923.4 4,068334
LOX AY162142.4 2,613734 7,051779
LOX AY162143.4 163,9464 189,1775
MYC2 MK571811.4
MYC3 MK571812.4 11,63111 9,831808
MYC4 XM 0487821054 12,87264 7,865446
MYC5 MK571815.4 3,13648

Referencia gének azonositdit az NCBI adatbéazisban taldlhat6 ID alapjan tiintetjiik fel
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17. tablazat. Egyedi génexpresszid analizis szamitott RPM értékei a B. napus
EliceVakcina magas dozisu kezelés utan, SA-fliggd gének esetében

SA-fiiggé gén Referencia gén C E240
AIM1 GR728231.4
EDS5 XM 013765301.4 2,090987 1,898556
EPSI XM 013830783.6 5,358154 3,593695
ICS1 XM 013845172.6 4,312661
NPRI MN646953.4 \
TGA1 XM 013787636.6
TGA4 XM 013823164.6 |
WRKYS KF430031.4 1,894957
WRKY18 FJ210288.4 17,57736 16,68017
WRKY28 KF430045.4 3,72457 4,678584
WRKY40 FJ384109.4
WRKY48 MH345837.4 5,554184
WRKY70 KF430076.4 10,38959 14,84942

Referencia gének azonositoit az NCBI adatbazisban talalhaté ID alapjan tiintetjiik fel

4.6.3.3. Hormon szignaltranszdukcio utvonalhoz tartozo gének RPM elemzése G. max
mintakban

G. max mintakban végzett egyedi génexpresszido mérések adatai kevés talalatot adtak az
ABA qutvonal génjeire, az ABA2 mutatott megemelkedett expresszid szintet. A JA
utvonalhoz kapcsolodo géneket illetden a mért adatok felfelé szabalyozottsdgot mutattak
a AOC3, AOS2, COII1 és a MYC2 gének esetében, alul szabalyozottsdgot pedig a LOX,
az AOC2/6 és a MYB75 gének esetében. A SA Utvonalhoz tartozé tobb gén is mutatott
aktivitdst, mint a NPR1, EDSS5, a trihelix TF (GTL1), TCP8/9 ¢és az ICS1. Alul
szabalyozottsagot figyeltiink meg az ethylene insensitive 3 (EIN3) gén esetében (18.
tablazat).
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18. tablazat. Egyedi génexpresszio analizis szamitott RPM értékei a G. max

EliceVakcina alacsony és magas dozisu kezelés utan.

Referencia gének azonositoit az NCBI adatbazisban talalhat6 ID alapjan tiintetjiik fel
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Gén Referencia gén C E20 E240
ABA3 XM_003516638.5 4,115847102 3,05332
ABA2 XM _006591097.3 1,543442663 | 2,336361 2,632172

ABI5 NM_001358742.1 4,424535635

AOC2 HMS803107.1 1,543442663 | 1,699172

AOC3 HMS803108.1 3,716938 2,316312
AOC6 HMS03111.1 3,601366214 2,948033
AOS2 DQ288261.1 2,105738

LOX U26457.1 768,1199654 | 643,4551 358,3966
MYB75 DQ822894.1 4733224167 | 1,699172

MYC2 XM_003548147.5 2,017767 8,001804

coll NM 001251661.1 4,354128 1,579303

EDS5 FJ528665.1 11,42147571 | 21,13345 1421373

EIN3 NM_001348943.1 12,24464513 | 2,654956 4,527337

GTL1 XM 003547243.5 2,366612084 | 3,823137

NPRI FJ418595.1 3560207743 | 51,61234 89,91501
PCRKI1 XM 0035213525 3,704262392 | 541611 2,211025

TCP8 XM 0035486315

TCP9 XM 003549819.5 2,572404439 | 8071066
WRKYS NM_001361257.1 4733224167 | 6,690489
WRKY28 EU375345.1 1,592974 1,68459
WRKY46 | NM 001354170.1 112,0539374 | 102,1627 93,81063
WRK Y48 EU019584.2 1,955027373 | 3,716938 12,21328

ICS1 XM_003522145.4 2,867352 1,68459




5. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

Vilagszerte a tudomanyos kozosség ¢és a kereskedelmi vallalkozasok olyan
kornyezetbarat modszerek kifejlesztésére 0Osszpontositanak, amelyek eldsegitik a
novények novekedését és védelmét. A novényi biostimuldtorok hatékonyak lehetnek e
célok elérésében, mivel alapanyagaik magas immunkémiai tartalmi természetes
anyagok, igy fiziologiai €s molekularis folyamatokat generadlnak a novényekben a
stressztlirés, valamint a termésmindségi jellemzok fokozasa érdekében (Beckers and
Conrath, 2007; Calvo et al., 2014; Du Jardin, 2015). A ndvényi-alapti biostimulatorok
hasznalata szdmos eldnnyel jar, mint példaul a jobb terméshozam és a termésmindség, az
emberekre és a kornyezetre gyakorolt alacsony toxicitds, a ndvények fokozott ellenalld
képessége az abiotikus és biotikus stresszekkel szemben, valamint a peszticidek és
asvanyi mitragyak kijuttatasanak csokkenése (Godlewska et al., 2021; Rouphael and
Colla, 2020). Féleg masodlagos novényi metabolitokbdl allnak, amelyek tobbek kozott
fitohormonok, flavonoidok, antixidansok, az abiotikus stressz elleni védelemben
jatszanak szerepet, valamint mikrobaellenes vegyiiletek, amelyek védelmet nyujtanak a
novények szdmadra a biotikus stressz esetén. Kiilonbozd csaladokhoz tartozo névények
(Amaryllidaceae, Brassicacae, Ericaceae, Fabaceae, Fagaceae, Moringaceae,
Plantaginaceae, Poaceae, Rosaceae, Solanaceae, Theaceae, Vitaceae) magvait,
gyokereit, leveleit sikeresen alkalmaztdk biostimuldtor nyersanyagaként (Makkar et al.,
2007; Sernaité, 2017; Yakhin et al., 2017). A vizes fokhagymakivonat igéretes novényi-
alapi biostimulatornak bizonyult javitva a kezelt névények fiziologiai allapotat, a
novényi hormonok szintjét (Elzaawely et al., 2018; Hayat et al., 2018b; Mohamed et al.,
2020), valamint stressz védelmi mechanizmusait Fusarium, Botrytis, Verticillium és
Phytophthora fitopatogének tdmadasa utan (Hayat et al., 2018b; Hayat et al., 2016). A
z0ld technologian alapuld, 11 ndvényi kivonatot (f6 Osszetevd a fokhagymakivonat)
tartalmazo EliceVakcina és a csak fokhagymakivonatot tartalmazd Garlic-lipo ndvények
vitalitasara gyakorolt jotékony hatasat vizsgéltuk. Az alacsony raforditast igényld
fenntarthatd mezégazdasagra dsszpontositva a gyogynovénykivonatok hatékonysaganak
megerdsitését szolgaldo SC-CO: extrakcid és liposzoma nanotechnologiai formulazast

alkalmaztunk a jobb hatés érdekében.

Az EliceVakcina 11 hatéanyagkomplex és a Garlic-lipo fokhagymakivonata 100-150 nm

atmeérdjii multilamellaris vezikuldkba keriilt. Ezeket a liposzomakat aktiv csapdazasi
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technikdk alkalmazasaval Aallitottuk eld. Transzmisszids elektronmikroszkopiat és
Zetasizert hasznaltunk a liposzomak méretének, szerkezetének ¢és stabiltdsanak
jellemzésére. A liposzoéma méret meghatarozasat és a kolloid jellemzdk monitorozasat
dinamikus fényszoras segitségével végeztikk. A liposzomak mérete 134,2 és 164,2 nm
kozott volt, a kolloid stabilitdsa pedig magasnak bizonyult, a Zéta potencial -40,66 és -
40,53 mV kozott volt. A liposzomak ezen fizikai-kémiai tulajdonsagai nagy stabilitast és
nagy bioaktivitast biztositanak a készitményeknek (Hanachi et al., 2022). Egy ilyen
termék mezdgazdasagi gyakorlatban torténd alkalmazasarol azonban csak néhany

kozlemény 1étezik.

A fokhagymakivontbdl késziilt biostimulatorok gombaellenes hatdsat detektaltak
Fusarium fajokon, tobbek kozott F. graminearum (Pinilla et al., 2019), F. oxysporum
novekedését gatolta a kezelés (Hayat et al., 2016). Novényi-alapi biostimulatorok, az
EliceVakcina, a Garlic-lipo és a Fitokondi, valamint a Garlic-oil antifungélis hatasat
teszteltiik Fusarium fajokon. A mikrodilucié toxicitési teszt szerint a F. graminearum, F.
oxysporum, F. proliferatum és F. verticilloides fajok novekedését alacsonyabb térfogat
szazalékban (0,625 V/V%) a liposzomazott termékek, a Garlic-lipo (-0,1612) és az
EliceVakcina (0,11755) gatolta legjobban. A vizsgalat szerint 2,5-10 V/V% méréseknél
a formuldlt és a formuldzas nélkiili fokhagymakivonat gatldo hatdsa kozott nem volt
szignifikans kiilonbség a Fusarium fajok novekedésére. A papirkorongos gatlasi zona
meghatarozasa szerint a négy Fusarium faj eltérd antifungalis hatdst mutatott a vizsgalt
biostimulatorokkal szemben. A F. proliferatum érzékeny volt liposzoma formulalt
szerekre, kiilondsen erdsen reagalt a Garlic-lipo kezelésre, a kiterjedt gatlasi zonaban nem
volt sporaképzdédés. A Garlic-oil hasznélata sordn a F. graminearum konidiumtartoi
kizarolag a taptalaj szélén voltak megfigyelhetdek, valamint a Garlic-lipo is jelentésen
csokkentette a konidiumtartok képzddését. F. verticillioides és F. oxysporum
micéliumképzddését mindharom kivonat gatolta, azonban a sporaképzddésre nem
mutattak géatld hatds. A 0,5-1%-os EliceVakcina és a Garlic-lipo készitmények
csirazasgatld hatasat detektaltuk, azonban a F. oxysporum sporaszuszpenzioval kezelt
bors6 magok csirdzéasat az 1%-os Garlic-lipo kezelés eldsegitette.

A liposzoma formulalt Garlic-lipo készitménnyel kezelt 7. aestivum ndvényekbdl,
valamint az EliceVakcina készitménnyel kezelt P. sativum, B. napus és G. max
novényekbdl levélmintdkat gyiijtottink NGS konyvtarak létrehozasa céljabol, hogy

megvizsgaljuk a kezelés utdn végbemend valtozasokat transzkripcid szintjén. A
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megfeleld abundancia értékekkel rendelkezd annotalt kdnyvtarakat hasonlitottuk Ossze
kiilonb6z6 bioinformatikai modszerekkel. A genomszintii transzkripcids profilozast DEG
elemzéssel, KEGG utvonalelemzéssel ¢s RPM analizissel végeztilk el mind a négy

kultaraban.

Garlic-lipo hatdsat biza novények kezelése utani két napon kovettiik figyelemmel, hogy
vizsgaljuk a ndvényi stresszvalaszban részvevo folyamatokat. A DEG elemzés és a RT-
gPCR eredményei alapjan az ABA utvonalhoz kapcsolddo gének expresszio szintjének
novekedése kiilondsen a kezelés utan 15 perccel volt megfigyelhetd, de 24 ora elteltével
is fennmaradt aktivitdsuk. Parhuzam vonhat6 a fokhagymakivonatokban leirt nagy
mennyiségli fitohormon mennyiséggel, kiilondsen a magas ABA szinttel, mely 10-25x
magasabb, mint a citokinin, az AUX és a JA szintje (Arguello et al., 1991; Atif et al.,
2021). HPLC-DAD mérésiink szerint a Garlic-lipo ABA szintje 81,4+2,2 ug/g. A magas
ABA-tartalmu fokhagymakivonattal végzett Garlic-lipo kezelés serkentheti a novények
biotikus vagy abiotikus stresszre adott valaszait és novelheti a termésszintet, amint azt
szakirodalomban publikalt exogén ABA-kezelések is mutattdk (Aroca et al., 2008; Chan,
2012; Travaglia et al., 2010). Valamint fontos megemliteni, hogy az ABA ¢és a chaperon
jelatviteli utvonalak a novényi stressz elleni védekezés kdzponti szabalyozoi (Bulgakov
et al., 2019). Ezen informacidk alapjan azt feltételeztiik, hogy a magas ABA-tartalmt
Garlic-lipo stimulalhatja az ABA utvonalhoz kapcsolodo géneket. A 15 vs. C TopS0 DEG
kozott szerepel a stressz és ABA altal kivaltott NCED3 homolog fehérje, mely
kulcsfontossagu sebességkorlatozd enzim az ABA bioszintetikus utvonaldban, valamint
a HVA22 és LEA fehérjék, melyek a multi-abiotikus stressztlirést szabalyozzak (Hao et
al., 2009; Huang et al., 2018; Tuchi et al., 2001; Shen et al., 2001; Zhang et al., 2014). A
sostresszre (Bergler and Hoth, 2011) és a szarazsag stresszre (Seo et al., 2016) reagald
fehérje a PUB19 (Azevedo et al., 2001) is feliil szabalyozottsagot mutatott, amely ismert
ABA altal szabalyozott fehérje az A. thaliana-ban (Liu et al., 2011). Mintainkban a lefelé
szabalyozott gének a fotoszintézishez, valamint a riboszoémalis RNS-génekhez
kapcsolodtak. A fotoszintézisben részt vevd gének ABA Aaltali leszabalyozottsagat
figyeltiik meg, mely Osszefiiggésbe hozhatd az ABA altal kozvetitett klorofill lebomléssal
¢s a levelek oregedésével (Gao et al., 2016; Staneloni et al., 2008).

Az ABA jelatvitel Gtvonal gének szabéalyozéasa a TF-ek tulzott expresszidjaval fliggott
0ssze, melyek a HD-ZIP, bZIP, C2H2 és AP2 csalddok tagjai: HOX22, HOX24, MYBSI,
ZAT12, DREBIG. A legmagasabb értekeket 15min mintdban figyeltilk meg. A HOX22
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részt vesz a patogénekkel kapcsolatos stresszvalasz védekezd mechanizmusaban
(Gonzélez-Diéguez and Orozco, 2020), valamint a szarazsag ¢és a hdstressztiird
képességben (Pasini et al., 2014). A HOX24 (Chaudhary et al., 2021) és a MYBSI1
(Mohanty, 2022) az a-amildz gén promotert szabalyozd cukor szignalizacios Utvonal
alapvetdé komponensei (Lu et al., 2007). A ZAT12 részt vesz a hideg akklimatizacioban,
a hidegre reagald és az oxidativ stressz gének indukcidjaban és elnyomésaban (Fujita et
al., 2006). A ZATI12 transzkripcidés represszor C-ismétlést kot faktorokkal (C-
repeat/dehydration-responsive element binding factors CBF/DREB) indukalhato (Vogel
et al.,, 2005) és az ethylene-responsive element binding-factor-associated amphiphilic
repression (EAR) domént tartalmaz (Xie et al., 2019). Az el6z6 TF-ektdl eltéréen a
kezelés utan 48 ordval magas expresszio szintet mutatott a DREB1G, amely egy tipikus
hideg stresszvalaszt szabalyoz6 CBF/DREB TF (Moon et al., 2019; Sakuma et al., 2002)
az Arabidopsis thaliana-ban is (Maruyama et al., 2004; Medina et al., 2011). Kimutattk,
hogy a CBF2 és CBF3 tulzott expresszidja szamos hidegre reagalo COR gént indukal
(Gilmour et al., 2004; Guo et al., 2018).

A feliil szabalyozott PR gének mind a kezelést kovetd 24h, mind 48h mintdban
megtalalhatok voltak, amelyek koziil a 48h mintdban magasabb expresszid szintet
mutattak. A PR1 védekezd fehérjeként miikodik a ndvény-patogén kolcsdonhatasokban
buza kisérletekben (Lu et al., 2011; Naz et al., 2014), valamint SA markergén. A PR2
részt vesz a buza sargarozsda (Puccinia striiformis f. sp. tritici) rezisztencidjaban (Kemp
et al., 1999; Liu et al., 2010), a PR3 a gombaellenes fehérjék masodik legnagyobb
csoportjat alkotja (Kasprzewska, 2003). A PR4 gombaellenes hatassal rendelkezik
szamos patogén gomba (Fusarium sp., Botrytis sp.) ellen (Bertini et al., 2009; Caporale
et al., 2004), a PRS pedig leginkabb az abiotikus stresszekre, kiilondsen a szarazsagra és
az ozmotikus stresszekre adott valaszokhoz kapcsolodik (de Jesus-Pires et al., 2020). A
proteinaz inhibitor PR6, a Bowmin-Birk fehérje viszont lefelé szabalyozott expresszid
szintet mutatott (Rakwal et al., 2001; Wu et al., 2014). Tovabba az F3H fokozottan feliil
szabalyozottsdga volt tapasztalhato, amely egy ABA-indukalt abiotikus stressz gén és
katalizalja a kozponti flavonoid bioszintetikus utvonal harmadik 1épését (Han et al., 2017;
Owens et al., 2008).

Tehat a Top50 DEG tobbsége az ABA tutvonal és PR gének csoportjaba sorolhatd,
indukcidjuk azonban erdsen Osszefliggott az idovel. A kezelésre adott gyors vélaszt
figyeltiink meg az ABA jelatvitelben a 15min mintaban, ezzel ellentétben a PR indukciot
24-48 oraval a kezelés utan észleltiik. A PR gének megtfigyelt idéeltolodasi hatasa
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jellemzd az olyan induktorokra, amelyeket gomba fert6zés vagy kémiai kezelések
valtanak ki (Pasquer, 2005; Wu et al., 2014).

Ezen tulmenden a biotikus ¢és abiotikus stresszvalasz gének a 48h mintdban felfelé
szabalyozottak voltak, mint példdul az ATI, amely védekez6 mechanizmussal
rendelkezik a rovarok tdmadéasaval szemben (Carbonero et al., 1999); ClpB1, amely egy
nagy molekulatdomegli chaperon fehérje, a HSP 100 csalad része (Erdayani et al., 2020);
a WIRIB, amely egy kis mennyiségli, glicinben és prolinban gazdag fehérje,
kulcsszerepet jatszik a Fusarium graminearum gomba altal okozott fert6z0 betegség
elleni védekezési reakciokban (Biselli et al., 2018), valamint a ndvény-koérokozod
kolcsonhatasokban Blumeria graminis fertézéskor (Douchkov et al., 2011); tovabba a
HIPP27, amely egy metallochaperon, fontos szerepet jatszik a kadmium
méregtelenitésében (Zhao et al., 2013) és a fonalférgek fertézésére adott valaszban (de
Abreu-Neto et al., 2013). A 48h mintaban a kiilonboz6 transzferazok felfelé szabalyozott
szinteket mutattak, mint példaul a GT7, amely elsdsorban cukormolekulékat szallit az
aglikonokba, hogy javitsa az oldhatdsadgot és stabilitast a flavonol bioszintézis sordn
(Dooner et al., 1991); OMT, amely a flavon-tricetin harom egymast kdvetd metilezését
katalizdlja; és az ASMTI1, amely az N-acetil-szerotonin és a melatonin szintéziséért
felelds. A melatonin triptofanbol szintetizalodik és fontos szerepet jatszik a novények
biotikus és abiotikus stresszekkel szembeni rezisztencidjanak fokozasaban (Tan et al.,
2012), jelentdsen javitja a buza palantak szarazsagtiiré képességét a membrankarosodas
csokkentésével (Cui et al., 2017).

Mivel a Garlic-lipo hatdsai erds idobeli 0Osszefiiggést mutattak, iddébeli-valtozas
génexpresszio elemzést végeztiink a kezelési hatasok altal kivaltott egyéb génklaszterek
meghatdrozasara. A vizsgalat kilenc klasztert eredményezett, a besorolt géneket GO
kategéridk meghatarozasaval és KEGG analizissel tanulméanyoztuk tovabb. A
fokozatosan emelkedd aktivitast mutatdo gének mind a GO, mind a KEGG elemzések
szerint a védekezési valaszfolyamatokhoz kapcsolddnak. A kisérleti idészakban a PR1-5
gének, a terpenoidok és a fenilpropanoidok bioszintézisében részt vevd gének
folyamatosan magas szinten miikodtek, melyek protedz inhibitorok, gliikandzok,
kitinazok és taumatin fehérjék (Jain and Khurana, 2018). Ezenkiviil a stresszvalaszban
részt vevd CYP450 és glutation transzferaz (GSTU6, GST23) gének magas szintii
expressziot mutattak. A GST gének erdsen indukélhatok stresszhelyzetek széles
skaldjaval, beleértve a biotikus stresszt is. Ismert szerepiik a glutationnal vald

konjugaciojuk révén torténd méregtelenitésben, az oxidativ stressz mérseklésében és a

81



hormonszallitisban (Gullner et al., 2018). Valamint megfigyelt¢k a Fusarium
pseudograminearum patogén fertézéskor a GSTU6 védelmi mechanizmusban betoltott
szerepét (Qiao et al., 2021).

A fotoszintézisben részt vevo gének lefelé¢ szabalyozottsagat a DEG, GO és KEGG
elemzés alapjan is megfigyeltik. A KEGG elemzés kimutatta, hogy a fotoszintézis
helyreallitdsanak folyamata mar elkezd6dott a kezelést kdvetd 48 oraban: a porfirin- és
klorofill anyagcsere-uitvonal (map00860), a fotoszintetikus organizmusok szénmegkotd
utja (map00710), a klorofillaz (CLH) és a malat-dehidrogenaz (MDH) expresszidja
megemelkedett.

Az Osszes in silico elemzést attekintve elmondhatd, hogy a Garlic-lipo kezelés utan olyan
novényfejlodést és a stressz védelmi mechanizmust befolyasolo gének aktivalodtak,
melyek az ABA utvonal és a rezisztencia-mechanizmus erds szabalyozasara utalnak. Az
ABA ndvényi hormon szintézisének kulcsszerepe van a ndvény fejlodésében, a sztoma
zarodasaban és a jelatvitelben kiilonbozd ndvényi stresszek esetén. A Garlic-lipo kezelés
gyorsan befolydsolhatja a ndvények ABA jelatviteli utvonalat a nanorészecskék
valaszhoz vezet. Kimutattuk, hogy a Garlic-lipo feltételezett fitopatogén aktivitasa
szisztémas szerzett rezisztenciat (PR1, PR2 és PRS) és lokalis szerzett rezisztenciat (PR3,
PR4) magaban foglalo PR géneket is kivalt. Ezen tilmenden, a vizsgalt mintdk KEGG
utvonal analizise (33. abra) soran megallapitottuk, hogy az altaldnosan feliil szabalyozott
Top50 DEG gének a monoterpenoid, fenilpropanoid, diterpenoid és sztilbenoid
bioszintézisében, valamint a glutation és fenilalanin metabolizmusaban jatszottak

szerepet.
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33. abra. Osszefoglald a Garlic-lipo kezelés hatdsarél buzaban KEGG tutvonalelemzés
alapjan. Az aktivalédott utvonalak sargéaval, gének kékkel, folyamatok pirossal jelolve

szarnovekedés
novényfejlodési sejtciklus
indukalt csirazas

stresszvédelmi
vilasz

Ezeknek az Gtvonalaknak kulcsszerepiik van a ndvények fejlddésében, a sejtciklusban, a
szar noOvekedésének szabdlyozésdban, az indukalt csirazasban, a védekezési
mechanizmusokban és a betegségekkel szembeni ellenallasban. Mindezen eredmények
alapjan megallapithatd, hogy a tobb megkozelitéssel vizsgalt transzkriptomikus
valtozasok egyontetlien azt jelzik, hogy a Garlic-lipo hasznélata javithatja a ndvények
egészségét ¢és fejlodését azaltal, hogy erdsiti a biotikus és abiotikus stresszre adott

reakciokat.

Mivel az tiveghazi kisérletben igazoltuk, hogy a ndvényi védekezd valaszban szerepet
jatsz6 folyamatok vizsgalatara alkalmas a kezelés utan két nappal torténd mintavételezés,
ezért a kisparcellas kisérletekben csak ebben az idOpontban vettiink mintat. P. sativum,
B. napus és G. max mintdkon elvégzett in silico elemzések (Top50 DEG, KEGG tutvonal
¢s RPM) olyan génindukciokat mutattak ki, amelyek az abiotikus és biotikus
stresszhatdsokban egyarant szerepet jatszo, megerdsodott stresszvalaszokra utalnak. Ez
magaban foglalja a PR, a GST, a fenilpropanoid utvonal, a tiamin metabolizmus, a
hormonalis jelatvitelhez kapcsolodd gének, valamint ndovény-patogén interakcid é€s a

MAPK kaszkad génjeinek feliilszabalyozasat.
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Bors6 mintdk utvonalelemzései soran az EliceVakcina kezelés utan szembetiind
valtozasok kozé tartozik az erdsen indukalodott tiamin bioszintézis, 125 differencialtan
expresszalodd szekvenciat detektaltunk a NTPCR, adk, thiE, iscS/NFSI1, dxs gének
esetében. A B1 vitamin tartalom kiilonosen jelentds a hiivelyesekben, igy a borsoban is
(Marshall et al., 2021; Siitonen et al., 2024), ami humanegészségiigyi szempontbo6l fontos
B1 vitamin forrds. Felelés a gerincveld és az agy kozotti idegi jelatvitelért,
elengedhetetlen azon enzimek muikodéséhez, amelyek eldsegitik az energia
szénhidratokbol torténd eldallitasat, valamint serkenti a memoriat, megakadalyozza az
idegkarosodast (Mrowicka et al., 2023). A ndvényekben a tiamin koenzimként szolgél
szamos anyagcsere-utvonalban, koztiikk a glikolizisben, a Krebs-ciklusban és a pent6z-
foszfat-itvonalban (Goyer, 2010). Részt vesz tovabba az abiotikus stressz enyhitésben,
példéaul a hideghez, a s6 és a paraquat-expozicidhoz, valamint a biotikus stressz esetében
az oxidativ stresszhez vald ndvényi alkalmazkodassal kapcsolatos folyamatokban (Tunc-
Ozdemir et al., 2009). Rapala-Kozik et al. (2012) kiemelték az ABA potencialis
szabalyozd szerepét a tiamin bioszintézisében, kiilondsen so- €és ozmotikus stressz
koriilmények kozott Arabidopsisban. Mintainkban az EliceVakcina kezelést kovetd 5 nap
alatt 8%, 10 nap elteltével 14,3%-kal megndétt a hajtas tiamin és metabolitjait detektalo
standard jel alatti teriilet nagysaga a kromatogram szerint.

Tovabba a fenilpropanoid és a hozza kapcsolodo flavonoid és izoflavonoid utvonal egyes
génjei mutattak feliil szabalyozottsagot (CHS, CYP93C, CYP8I1E9, CCOAOMT). A
fenilpropanoidok széles korben jelen vannak a novényekben, létfontossagi szerepet
jatszanak a novények fejlédésében azaltal, hogy a sejtfal alapvetd alkotdelemeiként
szolgalnak, védenek a karos fény- és UV-sugarzas ellen, tovabbd mint fitoalexinek a
kartevok és a korokozok ellen (Deng and Lu, 2017).

Borsé mintainkban indukalodtak a PR1/2/4/5 gének, melyek alapvetd szerepet toltenek
be a novényekben a biotikus/abiotikus stressz koriilményekhez valo alkalmazkodasban
(Alietal., 2018; Jain and Khurana, 2018). Ismert a Fusarium fertzés elleni védekezésben
betdltott szerepiik is, mivel promotereik ndvényi hormonokra, stresszre reagalo elemeket
tartalmaztak és a novényi parazita tdmadds valaszaként aktivalodnak fokhagymaban
(Anisimova et al., 2021). A GST-k koziil a GSTL3 és a GSTF9, melyek a Verticillium
hervadéassal szembeni rezisztencia kulcsfontossdgi szabalyozojaként azonositottak
(Gong et al., 2018).

Az utvonal elemzések soran eldtérbe keriilt a ndvény-patogén interakcio. E folyamat

génjei (CDPK, CaLM, PR1, SGT1, HSP90, EDS1) mutattak feliil szabalyozottsagot a
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kezelések eredményeként, melyek koziil az EDS1 enzim jol ismert szabalyozoé mind az
alap-, mind a rezisztencia (R) gén altal kozvetitett rezisztencianak. Patogén-novény
jelatvitelben betoltott szerepét leirtdk A. thaliana-ban (Rustérucci et al., 2001), szo6jaban
(Wang et al., 2014), valamint csicseriborsé Fusarium oxysporum f. sp. ciceri fertdzés
elleni rezisztencia kialakuldsanal. A folyamatban részt vesz a WRKY70 homolog
WRKY64 TF, mely az EDS1 promoterhez ktddik és serkenti annak transzkripciojat, igy
az ektopias sejthalalt indukalja (Chakraborty et al., 2018). Az EDS1 gén, mely részt vesz
az SA utvonal szabalyozasdban a HR jol ismert szabalyozoja, amely komplexeket képez
a PAD4 fehérjével, amely a PR1 transzkriptek felhalmozodasdhoz vezet (Venugopal et
al., 2009). A novény-patogén interakcid Gtvonalon a nitrogén-monoxid szintet a CaLM
fehérjék szabalyozzak, amelyek megerdsithetik a sejtfalat. A kalciumionok szabalyozzak
a CDPK kifejezddését és annak downstream génjét (Rboh), ezaltal befolyasoljak a ROS
tartalmat, majd a MAPK utvonal aktivalodik, ami olyan védelmi gének kifejezodését
indukélja, mint a PR1 ¢és e folyamat er6siti a Fusarium oxysporum elleni védelmet (Guan
et al., 2023). SGT1 altal kozvetitett jelatviteli kaszkad sziikséges az A. thaliana biotrof
koérokozokkal szembeni rezisztencidjdhoz, valamint okozati szerepet jatszik a Fusarium
culmorum betegség tiineteinek enyhitésében is (Cuzick et al., 2009).

A novényi hormon szignaltranszdukci6 elemei koziil az ABA (SnRK2, ABF), JA (JARI,
JAZ) és SA (PR1, WRKY70) jelatvitel folyamatban részt vevd gének mutattak
differencialt expresszio kiilonbséget a KEGG tutvonal elemzés soran. Az ABA hatédsara
az PYR/PYL/RCAR receptorok egy szabalyozasi utvonalat kezdenek miikodtetni a PP2C
foszfatazok, az SnRK2 kin4zok, majd az ABF szabalyozasaval (Cutler et al., 2010). Az
ABA kozvetve részt vesz a biotikus stresszvalaszban az ABA, SA, JA ¢és ET jelatviteli
halézaton beliili atfedd génkészletek jelzésével, mint a szinergikus és antagonista
kolesonhatasok komplex héalézatanak része (Mauch-Mani and Mauch, 2005). Ezért e
hormonok jelatvitel folyamatai és bioszintéziséhez kapcsolodd génjeit egy masik
bioinformatikai modszer, az egyedi génexpresszid elemzéssel is megvizsgaltuk. Az RPM
szamitas alatamasztotta az titvonalelemzés eredményeit. Az ABA-fliggd gének (SnRK2,
ABF2/3,PP2C, ZEP, LEA) aktivalodtak EliceVakcina alacsony és magas d6zisu kezelése
utan is. Az JA (JAR4, COIl, SKP1, MYB2, AOC) ¢és SA jelatvitel és bioszintézishez
(AIM1, CAMTA2, EPS1, PHB3, NPR1, TGA2, WRKY15/40/70) kdthetd gének inkabb
az alacsony doézisu kezelés utan mutattak feliil expresszaltsagot. A kezelés hatasara az
ERF5 feliil szabalyozottsagat figyeltiik meg, amely fontos a patogén tdmadasra adott

molekularis vélasz szabalyozasaban (Miiller and Munné-Bosch, 2015).
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A MAPK kaszkad egyes részei mutattak aktivitast, igy, mint a patogén tdmadasra reagélo
PR1 gén ¢és az ndk (NDPK2), mely a H2O;-medidlt MAPK jelatvitelhez kapcsolodik
(Moon et al., 2003). Tovabba az ET jelatvitel soran szabalyoz6 szerepet jatszé ChiB (Liu
et al., 2004), valamint az ABA valaszként ismert SnRK2 ¢s CATI.

A ndvényi HSP-k, mint chaperonok, donté szerepet jatszanak a biotikus és abiotikus
stressztiirés biztositasaban. Ezenkiviil a HSP noveli a membranstabilitast és szabalyozza
a ROS tartalmat azaltal, hogy pozitivan befolyasolja az antioxidans enzimrendszert.
Ezenkiviil a ROS molekulakat hasznalja jelként, igy indukalja a HSP aktivitasat. A HSP
a PR fehérjék felhalmozddasaval és stabilitdsaval is fokozza a ndvényi immunitést
kiilonféle biotikus stresszek alatt (ul Haq et al., 2019).

Osszegezve a P. sativum mintdk elemzéseit megallapithatd, hogy a kezelések
kovetkeztében a tiamin metabolizmus, fenilpropanoid bioszintézis, a ndvény-patogén
interakci6, PR gének, hdsokk fehérjék, MAPK kaszkad és a ndvényi hormon
szignaltranszdukci6 (ABA, JA, SA) mutatott aktivitast.

A repce novények EliceVakcina kezelése utan a névényi stressz védekezési valaszokban
részt vevo folyamatok koziil a tiamin metabolizmus (NTPCR, thiD, thiE, PHO, thiC), a
glutation metabolizmus (GST, GSH) ¢és a novény-patogén interakcid (CaLM, CDPK,
ECI3, RPM1, PPS2, SGT, CNGCs) mutatott nagyfoku aktivitast. A tobbi mintdhoz képest
kevesebb gén expresszid szintjében tapasztaltunk valtozast a fenilpropanoid bioszintézis
(CAD, COMT) és MAPK kaszkad (CaLM, CTR1, PR1) folyamataiban.

A novényi hormon szignaltranszdukci6 folyamataiban részt vevd ABA utvonal részben
aktivizalodott, felfelé szabalyozottsagot mutattak az ABF2, ZEP, MYC2 SnRK2.6 és
ABA kapcsolatos gének (LEA46, RABI1S8, LTI65). A masik stresszel kapcsolatos
fitohormon, a JA indukalt gének megvaltozott szabalyozottsagat figyeltilk meg a DEG
elemzés soran. Az UGT74D1, mely a JA és JA-szarmazékokat gliikozilalja, valamint a
CYP81F1, mely MeJA kapcsolt és a gliikobrasszicin felhalmozodasban vesz részt
Brassicaceae csalad tagjaindl (Yi et al., 2016). A gliikobrasszicin a gliikozinolatokhoz
tartoz6 masodlagos védekezési vegyiilet, mely szarazsag stressz €s a novényevok okozta
karok utan termelddik (Gutbrodt et al., 2012). A tovabbi in silico elemzések szerint a
LOX, JMT ¢s bHLH3 gének feliilszabalyozottak, viszont alul szabalyozottak JARI,
AOS, AOC ¢és MYC TF-ek. Ellenben a SA utvonal esetében tobbnyire lefelé
szabalyozottsagat detektaltuk (PR1, EPS1, ICS1, TGAl ¢és a WRKY4S8), de
feltilszabalyozott volt a WRKY70.
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Osszességben elmondhatd, hogy repce névények EliceVakcina magas dozisu kezelése
nem inditotta be a MAPK kaszkadot. A novényi hormon jelatvitel folyamatok koziil az
ABA ¢és a JA utvonal aktivizalodasa lathato volt. Tovabba markans expresszid szint
valtozast tapasztaltunk a novény-patogén kolcsonhatds folyamataiban és a tiamin

metabolizmusban.

Szo6ja novények EliceVakcinaval torténd kezelése utan az in silico elemzések abiotikus
¢és biotikus stresszvalaszhoz kothetd gének expresszid szintjében mutattak valtozast.
Kimutattuk a HIPP26 fehérjét kodold gén expresszio szint valtozasat, melyet a hideg és
a sostressz indukal, valamint fontos szerepet tolt be a fehérjék prenilacidjaban, az
egyébként hidrofil fehérjék periférias lipidmembranfehérjeként valé miikodésében (Barr
et al., 2023; Hala and Zérsk}'l, 2019). Tovabba a DUR3 gén mutatott aktivitast, mely a
nitrogén hiany stresszre reagald aktiv karbamid transzporter (de Souza et al., 2020).
Szdjaban a redox folyamatokat katalizal6 CYP82A3 aktivitasat figyeltilk meg, melyrdl
ismert, hogy erds rezisztenciat eredményez a Botrytis cinerea és a Phytophthora
parasitica ellen, valamint fokozott toleranciat so- és szdrazsag stresszel szemben. Ez a
megnodvekedett rezisztencia a JA/ET jelatviteli utvonalhoz kapcsol6dd gének fokozott
expressziojaval jar egyiitt (Yan et al., 2016).

G. max mintdinkban kiemelkedd a fenilpropanoid és karotinoid bioszintézis, a tiamin
metabolizmus, a MAPK kaszkad, ndvényi hormon jelatvitel, valamint ndvény-patogén
interakcid utvonal aktivitasa.

A fenilpropanoid bioszintézis szamos szabalyoz6 enzime (PAL, PTAL, CAD, peroxidaz,
CCR, HCT, CCOAOMT, CYP73A) mutatott feliil expresszalt szintet, amelyek részt
vesznek a lignin és a flavonoidok bioszintézisének redundans funkcidiban (Vogt, 2010).
Valamint megfigyeltiik mintadinkban a karotenoid bioszintézis egyes génjeinek aktivitasat
(ZEP, ZDS, NCED3, VDE, PSY, CYP707A), melyek belsd és kiilsd stresszhatasokat
enyhitd bioaktiv vegyliletek képzésére szolgalnak (Uarrota et al., 2018). A glutation
metabolizmus (GST, PGD, glutation reduktdzok és peroxiddzok) is megemelkedett
expresszio szintet mutatott.

A tiamin nemcsak mint kofaktor miikodik az alapvetd anyagcsere-utvonalakban,
beleértve a glikolizist, a pentoszfoszfat-utat €s a trikarbonsavciklust, hanem hatékony az
abiotikus ¢s biotikus stresszhatasokra adott valaszban, foként oxidativ stresszhez vald
alkalmazkodasanak  hatterében  all6  folyamatokban.  Jelzémolekula, mivel

anyagcseréjének modulacigja fontos a ndvények valtozd kornyezetre adott valaszai

87



szempontjabol (Goyer, 2010; Tunc-Ozdemir et al., 2009). Az ABA szignifikdnsan
befolyasolta a tiamin bioszintézis expresszidjat, a tiamin-difoszfat szintjét, valamint a {6
tiamin-difoszfat-fliggd enzimeket kodold gének expresszidjat sostressz alatt 4. thaliana-
ban (Rapala-Kozik et al., 2012). Mintadinkban a Bl vitamin metabolizmusahoz tartozé
gének aktivalodasa (IscS/NFS1, dxs, thiE) volt megfigyelhetd.

A jelatviteli titvonalak koziil a MAPK jelatvitel (MEKK1/2, MPK3, PYL, PP2C, SnRK2,
ABF, Rboh, CalLM, WRKY33) mutatott nagyfoku aktivitdst a kezelések utan.
Arabidopsis-ban leirtdk, hogy a MPK3/MPK6 altali foszforilaci6 az ERF6 fehérje
felhalmozodasat eredményezi in vivo, ami pozitivan szabalyozza a védekez6
génexpressziot és a ndveényi rezisztenciat a Botrytis cinerea nekrotrof gombakérokozoval
szemben (Meng et al., 2013). MEKKI1/2 pozitivan szabalyozzdk a velesziiletett
immunvalaszokat mind a Pseudomonas syringae bakterialis és a gombakorokozo Botrytis
cinerea szemben (Asano et al., 2020). WRKY33 részt vesz a Fusarium oxysporum
okozott stressz javitdsdban ¢és mas metabolikus folyamatokban a fertdzés soran
lignifikacid fokozasaval (Aamir et al., 2018).

A ndvényi hormon jelatviteli itvonalakat befolyasold gének koziil az AUX-fiiggd WAT1
gén, JA jelatvitelhez kotheté AGO4 és a SA ndvényi hormonhoz kotheté AAA-ATP-az
gén mutatott megndvekedett expresszio szintet a DEG elemzések soran. Mintainkban
feliil szabalyozott a WRKY48, az SA altal szabalyozott PR1 gének expresszidjanak és a
Pseudomonas syringae baktériumos korokozdval szembeni bazalis rezisztencidnak a
negativ szabalyozoja (Jiang et al., 2017; Xing et al., 2008a). Tovabba az ABA valaszhoz
kotheté GOLS2 (Urano et al., 2009), a PUB19 is megndvekedett aktivitast mutattak,
valamint az ABA bioszintézis elemei (PYL, PP2C, SnRK2, ABF).

A ndvény-patogén interakcié (CaLM, HSP90, PTO, ESD1, SGT1, MPK3) aktivitasa
markéansan nétt a kezelések utan gyiijtott mintdkban. PTO-interakcids fehérjék sokréti
funkciot toltenek be a novények fejlédésében és kiilonbozd biotikus €s abiotikus
stresszekre adott valaszban. TF-ként modulaljak a SA, JA és ET jelatviteli utvonalakat,
szabalyoztak a védekezéssel kapcsolatos génexpressziot, hogy noveljék a Pseudomonas

syringae betegséggel és a rovar okozta sebzéssel szembeni rezisztencidt (Sun et al., 2022).

Osszeségében a kisparcellas kisérleteket vizsgalva a magas ABA tartalma ndvényi-alapt
biostimulatorok kezelése utin mindharom kultaraban a Bl vitamin metabolizmus,
glutation metabolizmus, a ndvényi hormon jelatvitel (ABA, JA, SA) és a ndvény-patogén

interakcid Utvonalak aktivitasa volt megtigyelhetd (34. dbra).
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34. abra. Osszefoglal6 az EliceVakcina kezelés hatdsarol a hdrom kisparcellds
kisérletben KEGG utvonalelemzés alapjan. Az aktivalodott utvonalak sarga, gének kék,
a folyamatok piros téglalapban vannak feltiintetve. Az Gtvonal téglalapokat szegélyezd
szinek jelzik, hogy melyik kultaraban aktiv az adott utvonal: z6ld - borso6, sarga - repce,

kék — szdja

A novényt érd stresszhataskor az ABA endogén felhalmozodasaval potencialis kozponti
szabalyozd szerepet jatszik az abiotikus stressztolerancidban (Sah et al., 2016), a tiamin
bioszintézisében (Rapala-Kozik et al., 2012), valamint a ndvényi hormonok
miikodésében. Az ABA ¢és az AUX egyiitt szabalyozza a novények novekedésének és
fejlodésének szamos aspektusat, a magok csirdzasat, a primer gyokérndvekedést (Sun and
Li, 2014); az etilénnel kolcsonhatasban a sztomazarddas szabalyozasat (Harrison, 2012);
a jazmonatokkal a novényi védekezést €s a génexpresszidt (Anderson et al., 2004).

Azonban kiilonbségeket is tapasztaltunk. Csak a borso és szdja novények kezelése utan
erds0dott meg a MAPK kaszkad, a fenilpropanoid bioszintézis, a hésokk proteinek, SA
hormon és PR gének aktivitdsa. AZ ABA komplex jelatviteli halozata révén mas
jelatviteli utvonalakkal is integralodik (Kumar et al., 2019a). A MAPK kaszkad szamos
ABA-fiiggd valaszban vesz részt, mint a magok csirdzasaban, a véddsejt-jelatvitelben és
az antioxidans védekezésben (Jammes et al., 2009; Xing et al., 2008b; Zhang et al., 2012).
Tovabba az ABA szerepet jatszik biotikus stresszfaktorok, pl. a gombak elleni védekezési

stratégidban is. A novények antioxidans masodlagos metabolitokat termelnek
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(fenilpropanoidok, terpenoidok), melyek az ABA szubsztratjai, eldsegitik szintézisét. Az
ABA megnovekedett szintézise korrelal Fusarium oxysporum rezisztenciajaval, mint a
novény fertézésre adott korai valaszanak pozitiv szabalyozoja (Boba et al., 2020). A
korokozokkal szembeni reakcido magéaban foglalja a PR fehérjék, koztiik a gliikanazok,
kitindzok ¢és peroxidazok, pektinaz inhibitorok termelddését, valamint a sejtfal
valtozasait, kiilondsen a pektin metilészterezése és lignifikaciora fizikai akadalyt képezve
a gomba novekedése ellen (Wojtasik et al., 2011). A korokozok fertdézése soran kiilondsen
fontos szerepet jatszik a SA csokkentve a ndovények korokozok fertdézésére valo
érzékenységét (Di et al., 2016).

biostimulator kezelés noveli a ndvények abiotikus és biotikus stressztiirését, valamint

tapértéktulajdonsagait.
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6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Liposzoma formulalt biostimulansok eléallitasa és jellemzése

Eléallitasra keriilt két 1j, szuperkritikus szén-dioxid kivondssal késziilt ndévényi
kivonatokat tartalmazo liposzéma formuléciod, az EliceVakcina és a Garlic-lipo, melyek
biostimuldtor aktivitassal rendelkeznek. A készitmények magas abszcizinsav-
tartalommal rendelkeznek: Garlic-lipo esetében 81,4+2,2 ug/g, mig EliceVakcina

esetében 6,3 + 1,2 png/g érték keriilt meghatarozasra.

2. Gombaellenes hatés igazolasa Fusarium fajokkal szemben

Kimutatdsra keriilt, hogy az abszcizinsavban gazdag, liposzoma 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%
koncentracidban az optikai denzitas (ABSe00) értéke EliceVakcina esetében 0,11755, mig

Garlic-lipo esetében —0,1612 volt, ami jelentds gatld hatdsra utal.

3. Stresszvalaszutak preventiv aktivalasa

Bizonyitast nyert, hogy az EliceVakcina és a Garlic-lipo preventiv mdédon aktivaljak a
novényi stresszvédekezési mechanizmusokat. A hatds taxonomiailag eltérd
novényfajokon (Triticum aestivum, Pisum sativum, Brassica napus €s Glycine max) is

megfigyelhetd volt, ami a készitmeények széles korli alkalmazhatosagat tdmasztja ala.

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

A Garlic-lipo kezelést kdvetéen Triticum aestivum ndovényekben jelentds mértékben nott
a patogenezishez kothetd gének (97641603 kontig) €s a stressz-indukalt gének (2345—
214 kontig) expresszidja, ami a védekezési €s stresszvalasz gének transzkripcids

aktivalodasat igazolja.

5. A Bl-vitamin szintézisének serkentése szant6foldi ndvényekben
Megallapitast nyert, hogy az EliceVakcina eldsegiti a kornyezeti stresszel szembeni
ellendlloképességet olyan szant6foldi novényekben, mint a Pisum sativum, Brassica

napus €s Glycine max a tiamin (B1-vitamin) bioszintézisének aktivalasa révén. A tiamin-
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bioszintézissel kapcsolatos differencidltan expresszalt szekvencidk szdma (P. sativum:
125; B. napus: 57; G. max: 54) jelentdsen meghaladta a klasszikus fitohormon-
utvonalakhoz kapcsolodo gének szamat (P. sativum: 11; B. napus: 8; G. max: 7), ami egy

Uj, abszcizinsav-alapu stresszadaptacié mechanizmus lehetdségét vetiti eldre.

6. A Bl-vitamin szintjének emelkedése borsoban

Pisum sativum esetében kimutatasra kerllt, hogy a magas abszcizinsav-tartalmi
biostimuldns kezelés hatasara 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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7. GYAKORLATBAN ALKALMAZHATO EREDMENYEK

A vizsgalt novényi-alapt biostimulatorok gyakorlati alkalmazisa az agrariumban tobb

tertlileten is elényos:

1. Termésmindség €s beltartalom javitasa: Az EliceVakcina noveli a B1 vitamin (tiamin)

mennyiségét a borsdban, ami taplalkozas-¢€lettani szempontbol elényds.

2. Stressztlird képesség fokozasa: A biostimulatorok aktivaljak az abszcizinsav-fiiggd
jelatviteli utvonalakat, igy segitik a novényeket az abiotikus (szarazsag, hdstressz) és
biotikus (korokozok) stressz lekiizdésében. A biostimulatorok kijuttatdsa, mint exogén
abszcizinsav kezelés alkalmazhat6, mely az abszcizinsav -fiiggd jelatviteli utvonalakon

keresztiil aktival mas jelatviteli utvonalakat fokozva a novény stressztolerancidjat.

3. Biofungicid hatés: A liposzéma formulalt fokhagymakivonatok hatékonyan gatoljak a
Fusarium fajok novekedését, csokkentve a termésveszteséget. A mikrodiliicid toxicitasi
teszt szerint F. graminearum, F. oxysporum, F. proliferatum és F. verticilloides fajok
novekedését visszaszoritottak. A vizsgdlt gombafajok kozil a F. proliferatum
micélimnovekedését gatoltak legjobban, kiillondsen erdsen reagalt a Garlic-lipo kezelésre

kiterjedt gatlasi zonat mutatva.

4. Hat¢konyabb hatéanyag-kijuttatas: A nanoliposzoma technologia noveli a
hatoanyagok stabilitasat, csokkenti a parolgast €s fokozza a felszivodast, igy kisebb
mennyiségll extraktum is elegendd lehet a kivant hatas eléréséhez. E formulalas segiti az
alacsony vizoldékonysag, a kornyezet okozta oxidacio elkeriilését, tovabba a bioaktiv
anyagok felszabadulasi sebessége szabalyozhatova valik a hdmérséklet, a pH, a kibocsato
kozeg ionerssége vagy Dbiotikus és/vagy abiotikus stresszorok altal.  Ujszerii
megkdzelités a  bioaktiv  Osszetevokkel kapcsolatos negativ  fizikai-kémiai
tulajdonsagokkal rendelkez6é gydgyndvénykivonatok kijuttatasara, melynek helye van az

agrar célu felhasznalasban.

5. Széles korti alkalmazhatosag: A kisérletek tobb novénykultiraban (Triticum aestivum,
Pisum sativum, Brassica napus és Glycine max) is pozitiv hatdsokat mutattak, igy a

technologia tobbféle termesztési rendszerbe beilleszthetd.

93



6. Osszességében az elballitott biostimulatorok alkalmazasa hozzajarulhat a fenntarthato
mezdgazdasaghoz, csokkentheti a kémiai ndovényvédd szerek hasznalatat és novelheti a

termésbiztonsagot.
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8. OSSZEFOGLALAS

A novényi-alapu biostimulatorok hasznalata eldsegiti a novények stressztiirését, a termés
mindségi paramétereinek javitasat, tovabba csokkenti a kornyezetterhelést. A vizsgalt
EliceVakcina ¢és Garlic-lipo nanoliposzéma formulalt szuperkritikus szén-dioxid
extrakcidval kivont gyodgyndvénykészitmények fizikai-kémiai tulajdonsagai stabilak,
magas koncentracioban abszcizinsavat (ABA) tartalmaznak. Négy Fusarium faj (F.
graminearum, F. oxysporum, F. proliferatum és F. verticilloides) bevonasaval késziilt
mikrodiluci6d toxicitasi teszt és gatlasi zona meghatdrozas szerint a készitmények

mutatnak antifungalis hatast, de nem nevezhetdek biofungicideknek.

EliceVakcina és a Garlic-lipo készitményekkel torténd kezelés hatasat vizsgaltuk
kiilonb6z6 bioinformatikai modszerekkel, hogy a kezelések kdvetkezményeként fellépd
ujgeneracidos  szekvenalds (Next-generation sequencing NGS) sordn késziilt
konyvtarakbol de novo referencia transzkriptomokat hoztunk létre, majd paronkénti
differencidlis expresszid (Differentially expressed genes DEG) elemzéssel a legnagyobb
szignifikans kiilonbséggel expresszalddd 50 gén (Top50 DEG) kontigjat annotaltuk és
meghataroztuk az aktivalodott titvonalakat (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
KEGQG), valamint az egyedi génexpresszid analizis értékeit (Reads Per Million mapped

read RPM).

A vizsgaéltaink alapjan megallapithatjuk, hogy a hasznalt biostimuldtorok mind a négy
kultarédban aktivaljak a ndvények ABA jelatviteli utvonalat, ami fokozott ABA-fiiggd
génaktivitashoz és védekezési valaszhoz vezet. Az ABA, mint a ndvényi stressz elleni
védekezés kozponti szabalyozoja aktival mas jeldtviteli utvonalakat, a novényi hormon
szignaltranszdukciot, a tiamin metabolizmust. A kezelések utan megndtt a fenilpropanoid
bioszintézis, a glutation metabolizmus génjeinek expresszid szintje is. A hormon
szignaltranszdukcidt tovabb vizsgdlva megallapitottuk, hogy mindegyik kultardban
aktivalodott a jazmonsav (JA) ttvonal, és a repce kivételével a szalicilsav (SA) utvonal
1s, melynek kovetkezményeképpen a patogenezishez kothetd (PR) fehérjék génjeinek
expresszo szintje megndtt. Valamint mutatkozott a MAPK jelatvitel aktivitasa is a borso
¢és a szoja novényeken végzett kezelések utan. Tehat feltételezhetd, hogy a magas ABA

tartalmu novényi-alapti biostimuldtorok altali kezelés e bioszintetikus ¢és jelatvitel
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utvonalak aktivalodasat eredményezi. Ennek kovetkeztében megnd a ndvényben stressz
védelmi vélasz és betegség-ellenallosaggal kapcsolatos gének indukcidja. A stressz
adaptacid, sejtfalerdsodés, reaktiv oxigénfajtak (ROS) homeosztazis fenntartasa mellett
megmutatkoztak a ndvény fejlodését és novekedését fokozd gének aktivitasa, és példaul
a B1 vitamin metabolizmusa is. Igy e két hatas egyiittes miikodése elésegitheti a novény

kornyezeti stresszre adott valaszait.
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9. SUMMARY

The application of plant biostimulants (PBs) has been demonstrated to enhance plant
tolerance to abiotic stress, improve various crop quality parameters, and mitigate
environmental impacts associated with agricultural practices. In the present study, two
plant conditioners, EliceVakcina and Garlic-lipo, were evaluated for their potential
biostimulant properties. These PBs are based on supercritical carbon dioxide herbal
extracts encapsulated in nanoliposomes. The formulations exhibited stable
physicochemical characteristics and contained elevated concentrations of abscisic acid
(ABA).

The antifungal efficacy of the formulations was assessed against four Fusarium species
(F. graminearum, F. oxysporum, F. proliferatum, and F. verticillioides). Antifungal
activity was evaluated using the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) broth
microdilution method and a solid agar plate assay. The results indicated that, although the
biostimulants exhibited measurable antifungal activity, their effects were insufficient to
classify them as biofungicides.

The effects of EliceVakcina and Garlic-lipo treatments were investigated using a range
of bioinformatic approaches to assess whether the induced physiological state leads to
alterations in the plant’s defence response. De novo reference transcriptomes were
assembled from next-generation sequencing (NGS) libraries. Subsequently, a pairwise
differential gene expression (DEG) analysis was conducted, and the 50 genes exhibiting
the most statistically significant changes in expression (Top50 DEGs) were selected for
annotation. Functional characterization of these contigs was performed, and pathway
enrichment analysis was conducted based on Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(KEGG) annotations. Expression levels were further quantified using Reads Per Million
(RPM) normalization to identify activated signalling and metabolic pathways.

Our findings indicate that treatment with EliceVakcina and Garlic-lipo led to the
activation of the ABA signalling pathway across all four investigated plant species,
resulting in enhanced expression of ABA-responsive genes and associated defence
mechanisms. As a key regulator of plant responses to abiotic and biotic stress, ABA was
found to orchestrate the activation of additional signalling cascades, including plant
hormone signal transduction and thiamine (vitamin B1) metabolism. Transcriptomic
analysis revealed elevated expression levels of genes involved in phenylpropanoid

biosynthesis and glutathione metabolism following treatment.
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Further examination of hormone signalling pathways demonstrated that jasmonic acid
(JA) signalling was upregulated in all four species. Salicylic acid (SA) signalling was
activated in three of the four species, with the exception of rapeseed, and was associated
with increased expression of pathogenesis-related (PR) protein genes. Additionally,
mitogen-activated protein kinase (MAPK) signalling was detected in response to
treatment in both pea and soybean.

These results suggest that the high ABA content in EliceVakcina and Garlic-lipo may
serve as a primary trigger for the activation of multiple biosynthetic and signalling
pathways. The treatments appear to enhance the expression of stress-responsive and
disease resistance genes, contributing to improved adaptation to environmental stressors.
Beyond stress defence, transcriptomic data also indicated upregulation of genes involved
in cell wall reinforcement, reactive oxygen species (ROS) homeostasis, plant
development, and vitamin B1 metabolism. Collectively, the activation of these processes
supports the hypothesis that these biostimulant treatments promote a coordinated

physiological response that enhances both stress resilience and overall plant growth.
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13. MELLEKLETEK

M1. tablazat. Egy egységnyi dozis a négy Fusarium faj dtlagdban. Novényi-alapt

biostimulatorok (Garlic-lipo, EliceVakcina és Garlic-oil) antifungélis hatasa
mikrodiluci6 toxités teszt szignifikancia vizsgéalata

Négy Fusarium faj atlagolt értéke:

Garlic-oil
atlag 0,9437510,627450,80125]0,87235| 0,9022|0,91608
szOras 0,05441{0,051720,02125]0,03727]0,05116 | 0,05916
elemszam 4 4 4 4 4 4
megbizhatosag 0,05332{0,05068|0,02082 |0,03653|0,05013 |0,05798
konfidencia intervallum |0,89043]0,57677|0,78043|0,83582|0,85207 | 0,8581
0,9970710,67813 | 0,82207|0,90888 | 0,95233 | 0,97405
Garlic-lipo
atlag 0,909 -0,1612| 0,503 | 0,7759|0,88675|0,87405
SZOras 0,0402710,03403| 0,0394]0,05138]0,06311|0,07253
elemszam 4 4 4 4 4 4
megbizhatosag 0,0394710,03335|0,03861 |0,05035]0,06184 (0,07107
konfidencia intervallum |0,86953 | -0,1946|0,46439|0,725550,82491|0,80298
0,94847| -0,1278|0,54161 | 0,82625]0,94859 (0,94512
EliceVakcina
atlag 0,954 10,11755]0,5901510,97285| 0,9852| 0,9419
SZOras 0,0359410,05129{0,06107|0,08626 | 0,04708 | 0,06756
elemszam 4 4 4 4 4 4
megbizhatdsdg 0,0352210,05026|0,05985|0,08453 |0,04613 | 0,06621
konfidencia intervallum |[0,91878]0,06729| 0,5303]0,88832(0,93907 | 0,87569
0,9892210,16781 0,65]1,05738|1,03133|1,00811
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Ma2. tablazat. T. aestivum Top50 DEG Garlic-lipo magas dozisu kezelés
Osszehasonlitasa a kezeletlen mintaval

Kontig azonositd Enzim leirasa Referencia
(Contig ID) (Gén neve) GO nevek (Uniprot)
Feliil szabalyozott 15 min
TRINITY DN699 c0 gl he;xg;)gg;ﬂ-ézsgﬁitted P:response to stimulus; F:metal ion Q67ZW1
= - = protein 27-like (HIPP27) binding; C:plasma membrane ARATH
homeobox-leucine . -
. . P:transcription, transcription QO1IKO
TRINITY_DN4723_c0_gl “p p(e};g;(();ezl)n 2 regulation, F:DNA-binding ORYSI
homeobox-leucine . . o
TRINITY DN7677 c0 gl | zipper protein HOX24- P’tmrllsc.“pt“’fl’ transcription A2X7U1
like (HOX24) regulation, F:DNA-binding ORYSI
P:cellular response to hypoxia,cold
acclimation,hyperosmotic salinity
response, photosynthetic
acclimation,response to
zinc finger protein chitin,response to cold, response to
TRINITY DN5332 c0 gl ZAT12-like . heat, response to light Q42410
- — (ZAT12) stimulus,response to oxidative stress, ARATH
response to UV-B,response to
wounding; F:DNA-binding
transcription factor
activity,transcription cis-regulatory
region binding; C:nucleus
U-box domain- P:protein ubiquitination, regulation of
TRINITY DN897 0 gl containing protein 19- seed germination; F:ubiquitin-protein 080742
- - like (PUB19) transferase activity, ARATH
C:nucleus,cytoplasm
P:positive regulation of DNA-
_ templated transcription,response to
TRINITY DN2432 c0 gl ;rg}ggf?ﬁlﬂ(fgg?; gibberellin, response to sucrose; %%;ISS J9
F:DNA-binding transcription factor
activity; C:nucleus,cytoplasm
9-cis-epoxycarotenoid . .
dioxygenase P:9-cis epoxycarotenoid cleavage QOLRR7
TRINITY _DN2829 c0 gl chloroplastic-like activity, ABA biosynthesis from ARATH
(N CED3) carotenoids,response to water stress
Feliil szabalyozott 24h
P:defense response,response to
. vitamin B1,response to water
Pathogenesis-related Lo . . P33154
TRINITY DN10251 c0 gl protein 1.1 (PR-1.1) errlva.tlorll,systemlc acquired ARATH
resistance; C:apoplast,extracellular
space,secretory vesicle
P:response to ABA, response to
aldehyde dehydrogenase desiccation, response to salt stress; QI9SYG7
TRINITY_DN425_c0_gl family 7 member Al F:aldehyde dehydrogenase (NAD+) ARATH
activity
Feliil szabalyozott 48h
P:defense response, carbohydrate
TRINITY_DN1325 c0 gl metabolic process; F:glucan endo-1,3-
TRINITY_DN1150 c0 gl gluclar;g:i((ii(;—sle,?)—;);ta— beta-D-glucosidase activity, 23?3?3
TRINITY_DNS595_¢0_gl gl C:extracellular region, plasma
membrane
TRINITY_DN4265_c0_gl path(;gr(e)rtl:isr:sl— leated P:defense response
P:defense response to bacterium,
TRINITY DNS2 ¢0 ol wheatwin-2 defense response to fungus, killing of 064393
C i 1 -
— _cU_g (PR4B) cells of another organism, plant-type WHEAT

hypersensitive response; F:RNA
nuclease activity
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Enzim leirasa

Kontig azonositd Referencia
(Contig ID) (Gén neve) GO nevek (Uniprot)
TRINITY_DN967_c0_gl thaumatin-like protein P:defense response, response to biotic P27357
TRINITY _DN1844 c0 gl PWIR2 PR5 stimulus, WHEAT
P:defense response to fungus,
acetylserotonin O- response to osmotic stress, response to
TRINITY_DNG601_c0_gl methyltransferase 1-like mannitol, regulation of stomatal 219{1/;91951
(ASMT) closure; F:O-methyltransferase
activity
P:aromatic compound biosynthetic
process, flavonoid biosynthetic
tricetin 3',4',5'-O- process, lignin biosynthetic process,
TRINITY_DN7152_¢c0_gl trimethyltransferase methylation, F:O-methyltransferase \SI%I%ISX(}F
(OMT2) activity, protein dimerization activity,
S-adenosylmethionine-dependent
methyltransferase activity
P:flavonoid biosynthetic process, F:L-
TRINITY DN287 ¢0 gl flavanone 3-hydroxylase ascorbic acid binding, metal ion Q7XR84
- - (FH3) binding, naringenin 3-dioxygenase ORYSJ
activity
UDP-glucose flavonoid
TRINITY_DN3137_c0_gl 3-O-glucosyltransferase F:transferase activity A%;il:%n
7-like (GT7)
P:negative regulation of peptidase
TRINITY DN1195 ¢0 g2 alpha-amylase/trypsin activity, F:alpha-amylase inhibitor P32936
- - inhibitor (ATI) activity, serine-type endopeptidase HORVU
inhibitor activity
TRINITY_DN8284 ¢0_gl | chaperone protein ClpB1
Alul szabalyozott 48h
. P:negative regulation of
Bowman-Birk type . .S o P81713
TRINITY DN2226 c0 gl trypsin inhibitor-like endopeptidase activity, F:serine-type WHEAT

endopeptidase inhibitor activity

Osszehasonlitott kdnyvtarak t G240 C vs.t G240 15/24/48. A kontigok annotacidja
az Omicsbox BioBam program, NCBI blast program ¢és az UniProt referencia fehérjék
alapjan lett meghatarozva

Ma3. tablazat. P. sativum Top50 DEG 0sszehasonlitasa az EliceVakcina kezelt és a
kezeletlen mintaval

Kontig azonositd Enzim leirasa GO nevek Referencia
(Contig ID) (Gén neve) (Uniprot)
Feliil szabalyozott E20
P:carbohydrate metabolic process;
glucan endo-1,3-beta- F:glucan endo-1,3-beta-D- 065399
TRINITY_DN146_c0_gl glucosidase PR2 glucosidase activity; C:anchored ARATH
component of plasma membrane
P:defense response to bacterium;
pathogenesis-related P:defense response to fungus; P50698
TRINITY_DN9_c0_gl protein-4-like PR4 P:RNA phosphodiester bond AVESA
hydrolysis; F:ribonuclease activity
. P:glutathione metabolic process;
TRINITY_DN416_c0_gl glutathione S-transferase P:protein glutathionylation; QILZ06
- - L3 (GSTL3) . L. ARATH
F:glutathione transferase activity
P:flavonoid biosynthetic process;
F:naringenin-chalcone synthase P13114
TRINITY DN70 c0 gl chalcone synthase (CHS) activity: Fchalcone synthase ARATH
activity
secoisolariciresinol F:(+)-borneol dehydrogenase C6TEBS
TRINITY_DNI33_c0_gl dehydrogenase activity SOYBN

128




Kontig azonositd
(Contig ID)

Enzim leirasa
(Gén neve)

GO nevek

Referencia
(Uniprot)

Feliil szabalyozott E20

TRINITY DN99 ¢0 gl

isoflavone synthase
(CYP93C)

P:cellular oxidant detoxification;
F:peroxidase activity; F:iron ion
binding; F:oxidoreductase activity,
acting on paired donors, with
incorporation or reduction of
molecular oxygen, NAD(P)H as
one donor, and incorporation of
one atom of oxygen; F:heme
binding; F:2-hydroxyisoflavanone
synthase activity; C:membrane

Q7XAUS
PEA

TRINITY_DNI131 c0 gl

catalase 1
(CATI)

P:response to hydrogen peroxide;
P:hydrogen peroxide catabolic
process; P:cellular oxidant
detoxification; F:catalase activity;
F:heme binding; F:metal ion
binding; C:peroxisome; C:plasma
membrane

Q96528
ARATH

TRINITY_DN417 c0 gl

heat shock cognate
70kDa protein 2-like
(HSP70)

P:cellular response to unfolded
protein; P:protein refolding;
P:chaperone cofactor-dependent
protein refolding; F:ATP binding;
F:ATP hydrolysis activity; F:heat
shock protein binding; F:protein
folding chaperone; C:cytoplasm

P22954
ARATH

TRINITY DN6931 c0 gl

heat shock factor 24
(HSF24)

P:regulation of transcription by
RNA polymerase II; P:response to
heat; P:negative regulation of
DNA-templated transcription;
F:RNA polymerase II cis-
regulatory region sequence-
specific DNA binding; F:DNA-
binding

P22335
SOLPE

TRINITY_DN6136_c0_gl

heat shock 22kDa
protein, mit. (HSP22)

C:mitochondrion

QIFWI7
ARATH

TRINITY_DN53 c0 gl

17.6kDa class I heat
shock protein-like
(HSP17.6)

P:protein folding; P:response to
heat; P:response to salt stress;
P:response to hydrogen peroxide;
P:protein complex
oligomerization; F:protein self-
association; F:unfolded protein
binding; C:cytoplasm

QYXIE3
ARATH

TRINITY_DN66_c0 gl
TRINITY DNI4 c0 gl

17.9kDa class II heat
shock protein
(HSP17.9)

P:protein folding; P:response to
heat; P:response to salt stress;
P:response to hydrogen peroxide;
P:protein complex
oligomerization; F:protein self-
association; F:unfolded protein
binding; C:cytoplasm

081822
ARATH

TRINITY_DNI25 ¢0 gl

17.5kDa class I heat
shock protein (HSP17.5)

AS5A8T6
TRIDC

TRINITY DN17 ¢0 gl
TRINITY DNI19 c0 gl

class I heat shock protein

P:protein folding; P:response to
heat; P:response to salt stress;
P:response to hydrogen peroxide;
P:protein complex
oligomerization; F:protein self-
association; F:unfolded protein
binding

QYXIE3
ARATH
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Kontig azonositd Enzim leirasa GO nevek Referencia
(Contig ID) (Gén neve) (Uniprot)
P:protein folding; P:protein
phosphorylation; P:response to
heat; P:response to salt stress;
22 7 kDa class IV heat P:responée to hydrogen peroxide;
TRINITY_DN20 c0 gl shock protein _ Piprotein complex P19244 PEA
(HSP22) thomerlz_atlog, F protein
serine/threonine kinase activity;
F:protein self-association;
F:unfolded protein binding;
C:endoplasmic reticulum lumen
P:cellular response to unfolded
protein; P:protein refolding;
. P:chaperone cofactor-dependent
TRINITY DN443 c0 gl heat shocl;lgl(:)};lo)a protein protein refolding; F:ATP binding; /I;]?(%A?]S"?—I
( ) F:ATP hydrolysis activity; F:heat
shock protein binding; F:protein
folding chaperone;
TRINITY_DN258 c0 gl ubiquitin 10 F:mRNA binding FaR137
- - ARATH
polyubiquitin containing F:mRNA binding; C:nucleus; A6NOES
TRINITY_DN197_c0_gl 7 ubiquitin monomers C:cytoplasm ORYSI
BAG family molecular ) . S
TRINITY DN281 c0 gl chaperone regulator 6 P:protein folifhlég, F:chaperone [(SEZA:?EI
(BAG6) inding
chaperone protein dnaJ11 AOA1J6KZTS8
TRINITY_DN7231_c0_gl (ATI11) - NICAT
Feliil szabalyozott E240
P:lignin biosynthetic process;
caffeoyl-CoA O- P:metl%ylation; ??caffeogl-CoA o- 049499
TRINITY DN1185 c0 gl methyltransferase o .
methyltransferase activity; F:metal ion ARATH
(CCOAMT) binding
ethylene-responsive P:ro:;tgllllation of DNA-te}mplated
TRINITY_DN484 c0_gl transcription factor 5 traI.ISCI.'lptIOIl; F:I.)N.A binding; FDNA_ 082339
binding transcription factor activity; ARATH
(ERF5) .
C:nucleus
F:iron ion binding; F:heme binding;
isoflavone 3'-hydroxylase F:isoflavone 3'-hydroxylase activity; Q6WNQ9
TRINITY_DN6614_c0_gl (CYPSI1E9) C:endoplasmic reticulum membrane; MEDTR
C:integral component of membrane
BAG family molecular 082345
TRINITY DN451 c0 gl chaperone regulator 6- P:protein folding ARATH
like (BAG6)
P:protein stabilization; F:identical QOXIE3
TRINITY_DNI19 c0 gl class I heat shock protein protein binding; C:cytoplasm; ARATH
C:protein-containing complex
P:cellular response to unfolded protein;
P:protein refolding; P:chaperone
heat shock cognate 70 cofactor-dependent protein refolding; P22954
TRINITY DN417 c0 gl kDa protein 2-like F:ATP binding; F:ATP hydrolysis ARATH
(HSP70) activity; F:heat shock protein binding;
F:protein folding chaperone;
C:cytoplasm
P:S-adenosylmethionine biosynthetic
.. process; P:one-carbon metabolic
S-adenosylmethionine 7o, . S
TRINITY DN1188 c0_gl synthetase p.rocess., P:proteln ubiquitination; P23686
F:methionine adenosyltransferase ARATH
(SAM) O
activity; Frubiquitin protein ligase
activity; C:cytoplasm
TRINITY_DN258_¢c0_gl u](jll?]la.n(t:?oio F:mRNA binding igﬁ;

130




C:integral component of membrane

Kontig azonositd Enzim leirasa GO nevek Referencia
(Contig ID) (Gén neve) (Uniprot)
P:protein ubiquitination; F:ubiquitin-
protein transferase activity; F:calcium
ion binding; F:kinase activity;
Faouiotiagen | P iy aolitse |
TRINITY_DN4090_c0_gl P ;gi[lealn activity; C:chloroplast; C:photosystem ARATH
(KIB) II; C:chloroplast thylakoid membrane;
C:thylakoid; C:photosystem II oxygen
evolving complex; C:membrane;
C:extrinsic component of membrane
Alul szabalyozott E240
F:monooxygenase activity;
flavonoid 3'- F:oxidoreductase activity, acting on QYSD85
TRINITY DN2678 c0 gl monooxygenase paired donors, with incorporation or ARATH
(CYP5BI) reduction of molecular oxygen;

Osszehasonlitott konyvtarak p_C vs. p_ E20/E240. A kontigok annotacidja az Omicsbox
BioBam program, NCBI blast program ¢és az UniProt referencia fehérjék alapjan lett
meghatdrozva

M4. tablazat. B. napus Top50 DEG 6sszehasonlitasa az EliceVakcina kezelt és a
kezeletlen mintaval

Kontig azonositd
(Contig ID)

Enzim leirasa
(Gén neve)

GO nevek

Referencia
(Uniprot)

Feliil szabalyozott

TRINITY_DN3516 c0 gl

chaperone protein dnal
A6
(DJA6)

P:response to stress, response to abiotic
stimulus, P:response to light stimulus;
F:methyltransferase activity; F:O-
methyltransferase activity C:chloroplast;

Q98JZ7
ARATH

TRINITY DN544 c0 gl
TRINITY_DN267 c0 gl

late embryogenesis
abundant protein 46
(LEA46)

P:response to stress, response to abiotic
stimulus, response to cold, osmotic
stress, water deprivation, response to
ABA, response to chemical

QYFG31
ARATH

TRINITY DN3823 c0 gl

S-adenosylmethionine
decarboxylase proenzyme
3 (SAMDC3)

P: adenosylmethionine decarboxylase
activity, spermidine and spermine
biosynthetic process, polyamine
biosynthesis

QYLSU6
ARATH

TRINITY DN3257 c0 gl

UDP-glycosyltransferase
74D1-like (UGT74D1)

F: transferase activity, glucosylates JA
and JA derivatives, activity of indole-3-
acetic acid (IAA), 4-coumrate, cinnamate
and caffeate

QYSKC5
ARATH

TRINITY DN21 ¢c0 gl
TRINITY_DN7896 c0 gl
TRINITY_DN6363 c0 gl

dehydrin Rab18-like
(RAB18)

P:response to stress, response to abiotic

stimulus, response to chemical, response

to endogenous stimus, response to water
deprivation, cold acclimation

P30185
ARATH

TRINITY_DNI150 c0 gl

protein phosphatase 2C 3
(PP2C3)

P: signal transduction, negative
regulation of ABA-activated signaling
pathway, response to chemical, response
to endogenous stimus

QILNWS3
ARATH

TRINITY_DN3427 c0 gl

low-temperature-induced
65 kDa protein-like
(LTI65)

P: signal transduction: ABA-activated
signaling pathway, response to stress,
response to abiotic stimulus, response to
ABA, cold, salt stress, water deprivation,
response to chemical, response to
endogenous stimus

Q04980
ARATH
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Kontig azonositd

Enzim leirasa

Referencia

(Contig ID) (Gén neve) GO nevek (Uniprot)
F:monooxygenase activity; F:iron ion

binding; F:oxidoreductase activity, acting
TRINITY _DN1139 c0 gl cytoghrome P450 81F1- on paired donors, with incorporation or 065790
like (CYPSIF1) . ARATH

reduction of molecular oxygen; F:heme
binding
Alul szabalyozott
rubber elongation
factor/stress related p- to st to abiofi 082246
TRINITY DN3116 ¢0 gl protein particle like response to stress, response to abiotic
. stimulus, response to chemical ARATH
superfamily
(REF/SRPP)

. P:response to stress, response to external
TRINITY DN6094 c0 gl Rgg)[tjeliiggg?-SB st.imulus, response to biotic and abiotic QOSINS
stimulus, response to ABA, response to ARATH

(COR15B) . .

endogenous stimus, response to chemical
methionine sulfoxide P:response to stress, defense response F4IGYO
TRINITY_DN4614 c0_gl reductase B5-like against funghi induced by methyl JA; ARATH

(MSRB5)

response to oxidative stress

Osszehasonlitott konyvtarak b C vs. b_E240. A kontigok annotacioja az Omicsbox
BioBam program, NCBI blast program ¢és az UniProt referencia fehérjék alapjan lett
meghatdrozva

MS. tablazat. G. max Top50 DEG 6sszehasonlitasa az EliceVakcina kezelt és a
kezeletlen mintaval

Kontig azonositd
(Contig ID)

Enzim leirasa
(Gén neve)

GO nevek

Referencia
(Uniprot)

Feliil szabalyozott E20

TRINITY _DN9412 c0 gl
TRINITY_DN1758 c0 gl

Cytochrome P450 82A3

P:defense response to other
organism; F:monooxygenase
activity; F:iron ion binding;
F:oxidoreductase activity,
acting on paired donors, with
incorporation or reduction of
molecular oxygen; F:heme
binding; C:membrane

049858
GLYMA

TRINITY_DN4084 c0 gl

(GST)

glutathione S-transferase

P:glutathione metabolic
process; P:response to heat;
P:response to auxin;
P:response to cytokinin;
P:response to abscisic acid;
P:response to gibberellin;
P:response to metal ion;
F:glutathione transferase
activity; C:cytoplasm

Q6NLBO
ARATH

TRINITY DNI8512 ¢0 gl

(DUR3)

urea-proton symporter

P: response to stress, cellular
response to nitrogen
starvation, urea
transmembrane transport;
F:urea transmembrane
transporter activity; C:plasma
membrane

F4KD71
ARATH

TRINITY DN9491 c0 gl

26 (HIPP26)

heavy metal-associated
isoprenylated plant protein

P: response to stress, response
to abiotic stimulus, heat
acclimation, response to

stimulus; F:metal ion binding

Q9SZN7
ARATH
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Kontig azonositd Enzim leirasa GO nevek Referencia
(Contig ID) (Gén neve) (Uniprot)
P:regulation of DNA-
templated transcription,
response to biotic stimulus,
. defense response to bacterium,
TRINITY DNI12162 c0 gl WRKZ;?;?E%?&S factor response to external stimulus; X%ZGTZI—‘I‘
F:DNA-binding transcription
factor activity; F:sequence-
specific DNA binding;
C:nucleus
Alul szabalyozott E20
. F:UDP-glycosyltransferase
Scopoletin activity (aromatic substrates of QI9AT54
TRINITY DN16361 c0 gl glucosyltransferase .
(TOGT) the phenylpropapmd), NICTA
resistance to virus
Feliil szabalyozott E240
P:response to stress, response to
abiotic stimulus, response to cold, to
TRINITY _DN15169 c0 gl AAA-ATPase salt stress, to water deprivation, Q9FLD5
TRINITY DN8812 c0 gl response to endogenous stimulus, ARATH
response to abscisic acid; F:ATP
binding; F:ATP hydrolysis activity
P:transmembrane transport;
ABC tnsporter C | oot | ABAC
TRINITY_DN7113_c0_gl famlR/Bnéecr:r:‘ber 4 wounding, F:ATP binding; F:ABC- ARATH
( ) type transporter activity;
C:membrane,
. P:protein ubiquitination, response to
U-box domain- . .
TRINITY DN18369 c0 gl containing protein 19 ABA; F:ubiquitin-protein - 080742
(PUB19) transferase activity; C:nucleus; ARATH
C:cytoplasm
UDP-glycosyltransferase | F:UDP-glycosyltransferase activity, 11LCIS
TRINITY _DN18382 c0 gl 79A6 flavonol-3-O-glucoside L- GLYMA
(FG2) rhamnosyltransferase activity
P:galactose metabolic process;
P:response to stress, response to
galactinol synthase 2 ABA, cold, oxidative stress, salt QI9FXB2
TRINITY_DN3846_c0_gl (GOLS2) stress, water deprivation; F:inositol ARATH
3-alpha-galactosyltransferase
activity; C:cytoplasm
P: response to stress, defense
response to bacterium and virus,
regulation of DNA-templated
protein argonaute 4 transcription; P:brassinosteroid Q9ZVDS5
TRINITY_DN18556_c0_gl (AGO4) mediated signaling pathway; ARAH

F:nucleic acid binding; F:DNA-
binding transcription factor activity;
C:ribonucleoprotein complex

Osszehasonlitott kdnyvtarak g 525 C vs. g 525 E20. A kontigok annotacidja az
Omicsbox BioBam program, NCBI blast program és az UniProt referencia fehérjék
alapjan lett meghatarozva
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THIAMINE METABOLISM |

Vitamine BS metabolism J-———£>0 Pyridoxal phosphate

145" Phospho-ribosy1)-

S-aminoimidazole
Purine metabolism f——— >

5719 - 77 oy d-Amino-3-hydroxymethyl-
A ] L= i - L=/2 0 1 2-methylpyrimidine diphosphate
4-Amino-5-hydroxymethyl- 4-Amino-3-hydroxymethyl-
2-methylpyrimidine phosphate

2-methylpyrimidine
Tyrosine

biosynthesis

—>0 L-Cysteine
[sc8]-SSH
2817 —9O |

[1s¢8]-SH

O 777

[Thi8]-COOH [ThiS]-CO-AMP
Pyruvate

F————=>0

I-Deoxy-D-xylulose
5-phosphate

——+0

Glycer-
aldehyde-3P

ysis

2 (2-Carboxy-4-methyl-
thiazol-5(2Hj-yliden
ethyl phosphate

Glycine

ADP-5-ethyl-4-methyl-

i ) ¥
24260 thiazole-2-carboxylate
2513

O > -
NAD+ 24.2.59 2-(2-Carboxy-4-methyl-
fhiazol-5-yljethyl phosphate
Thiamine

2743
‘ Thiamine

triphosphate

-(2-Hydroxyethyl)- ¢
-methyl ole i-(l-Hydmx}‘elhy\}-

5
A
4-methylthiazole phosphate

35992

3.5.992
TENA_E

om0

Thiamine Ihiamine
aldehyde acetic acid

-

2 4-Amino-5-aminomethyl-
2-methylpyrimidine

00730 821118 )
(¢) Kanehisa Laboratories

M1. abra. Tiamin metabolizmus utvonalhoz tartozo6 differencidltan expresszalodo
gének az EliceVakcina kezelés utan borséban (KEGG map00730)
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THIAMINE METABOLISM |

Vitamine B6 metabolism |-———p>0 Fyridosal phosphate

1-(5'-Phospho-ribosyl)-

S-aminoimidazole
e

4-Amino-5-hydroxymethyl-

>
R 1 2.7.1.49 ALY >0 2-methylpyrimidine diphosphate
4-Amino-3-hydroxymethyl- 4-Amino-3-hydroxymethyl-
2-methylpyrimidine 2-methylpyrimidine phosphate
Tyrosine
biosynthesis
IscS]-SH =
[1scs] [THiS|-COSH
2,7,7,73|—> 2814 |—b
[ThiS]-COOH [ThiS]-CO-AMP
Pyruvate
r————"0 1-Deoxy-D-xylulose
5-phosphate
Glycolysis f——-—
Glycer-
al&ehyde—}?
2(2-Carboxy-4-methyl-
o thiazol- 5(2H)-ylidene ])
ethyl phosphate
Glyeine -
ADP-3-ethyl-4-methyl- L——
CE 24.2.60 thiazole-2-carboxylate
e, - L 2513
NAD+ 24.2.59 2-{2-Carboxy-4-methyl- Salkil
ﬂuazol-“-_\,ljelh»lphnsphale 361-
Thiamine
5 (2 Hydrosyethyl)- phnspharc
yaroxyethyl O—b
A-methylthiazole 2 ATy ©
3-2-Hydroxyethyl Iﬂ Thiamine Thiamine
4-methylthiazole phosphate diphosphate triphosphate
3.1.3.100
2512
3.5.00.2
3.5.99.2 =
1
TenA_E O e}
TH? TenA E Thiamine Thiamine
4-Amino-5-aminomethyl- aldehyde acetic acid
2-methylpyrimidine

00730 8/21/18 )
(c) Kanehisa Laboratories

M2. abra. Tiamin metabolizmus utvonalhoz tartozé differencidltan expresszalddo
gének az EliceVakcina kezelés utan repcében (KEGG map00730)
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THIAMINE METABOLISM |

Vitamine B6 metabolism |-——->0

1«(5'-Phospho-ribosyl)-

S-aminoimidazole

Pyridoxal phosphate

4-Amino-5-hydroxymethyl- 4-Amino-3-hydroxymethyl- - i pRosP
2-methylpyrimidine 2-methylpyrimidine phosphate

—>0 L-Cysteine
[lscS]-SSH
28.1.7 O

[IscS]-SH
[ThiS]-COOH [ThiS]-CO-AMP
Pyruvate

b 1-Deoxy-D-xylulose
S-phosphate

Glycolysis J———> 2217 —»0O

Glycer-
aldehyde-3P

2-[(2-Carboxy-4-methyl-
ﬂuazol-i[lH)-ylidene]‘-
ethyl phosphate

Glycine 539910

ADP-5-ethyl-4-methyl-
thiazole-2-carboxylaie
O—PO

NAD+ 2-(2-Carboxy-4-methyl-
thiazol-5-yljethyl phosphate

Thiamine
hosnh

2
O————P»0

32 Hydroryetiyl)- o 27150 ~{2513 B0 2.7.4.16
Y 5+ Z-Hy'd.rquethylﬂ- Thiamine Thiamine
4-methylthiazole phosphate diphosphate triphosphate
[5e12 ]
2512
35009}
3.5.99.2
TenA_E O 3.2 O
TH2 Thiamine Thiamine
= 4-Amino-5-; omethyl- aldehyde acetic acid

2-methylpynmidine

007308/21/18
(¢) Kanehisa Laboratories

M3. abra. Tiamin metabolizmus utvonalhoz tartoz6 differenciltan expresszal6do
gének az EliceVakcina kezelés utan szdjdban (KEGG map00730)
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