A kutatas legf6bb eredményei részletezve

A kutatas eredményeit a tudomanyos kutatasok jegyzéke tartalmazza, amely
5 nemzetkdzi publikaciobol és 4 konferencia kiadvanybdl all. Rdviden,
pontokban osszefoglalom az egyes eredményeket és az abbdl sziletett
publikaciokat:
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A kukorica zOld novényéi részébbl szarmazo nonanal és dekanal 1:2,4
aranyu keveréke vonzza a kukoricamoly nd&stényeit laboratoriumi
korulmények kozaott.
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Egy korabban elkezdett vizsgalat folytatasaként sikerult feltarnunk
szélcsatornaban és fiziologiai mérésekkel alatamasztani a him
kukoricamoly  feromonra  repulésének  kulonbozé  lépéseit  és
megmagyaraznunk azt a jelenséget, hogy miért tévesztik el az illatforrast a
himek repulés kozben ha mar elindultak a nekik megfelel6 forras felé.
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Hazankban sikerult szabadfoldi korulmények kozott megoldani a
kukoricamoly himjeinek feromon csapdaba csalogatasat ugy, hogy
kilonbdz6 feromon dozisokat, csapdatipusokat és a két feromon
komponens aranyat hasonlitottam 0ssze.
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Sikerult a kukoricamoly (Ostrinia nubilalis Hbn.) mindkét vonalanak (E és Z)
tenyésztését négy éven keresztul fenntartani laboratoriumi koralmények
kozott. A Z feromon vonalhoz tartozd egyedek Kéty (Tolna megye)
kornyékerdl begyjtott kukorica szarakbdl szarmaztak, melyeket larva alakban
talaltunk. Az E-vonalhoz tartozé egyedek Szlovéniabdl szarmaznak szintén
kukoricabdl. A néstények tojocsovebdl feromon kivonatot készitettem és
gazkromatograf segitségével azonositottam a feromon Osszetételét
szintetikus standardok Osszehasonlitasaval. Ennek a modszernek a
segitségével sikerult megallapitani, hogy a begydjtott populaciok melyik
vonalhoz tartoznak. A tenyésztett allatok ugyanolyan modon viselkedtek és
szaporodtak, mint a vadon befogott példanyok és a késébb emlitett GC-EAD
vizsgalatok soran a csap élettani szempontbdl tokéletesnek bizonyult. Mivel a
laboratériumi korulmények kozott tenyésztett allatok élettani tulajdonsagai,
beleértve a feromon Osszetételét is megvaltozhatnak ezért folyamatosan
nyomon kovettem a két feromon komponens egymashoz viszonyitott aranyat.
Ezt a vizsgalatot gazkromatograffal egybekotott tomegspektrométerrel
végeztem el. Ezek alapjan megallapitottam, hogy a tenyésztés soran nem
tortént valtozas a vadon befogott allatokhoz képest azaz nem keresztez4dott
a két vonal. Ugyanakkor a négy év alatt folyamatosan fenntartottam a magrol
vetett kukorica (Zea mays, Pioneer P9578 fajta), komlé (Humulus lupulus) és
fekete Urom (Artemisia vulgaris) novényhazi nevelését annak érdekében hogy
a novenyek altal kibocsatott illatanyagokat 6ssze tudjam gydjteni.

Tapnovényekbol szarmazé lllatanyagok gyiijtése

Mint tudjuk a zold novények légterében olyan illékony anyagok vannak jelen,
melyek kulonbozé tipusu valaszreakcidt valtanak ki a rovarokbdl. Ezek az
anyagok lehetnek vonzo, vagy taszité hatasuak. Jelen munkamban ezeknek
az illatanyagoknak a szerepét és kémiai szerkezetét tanulmanyoztam a
kukoricamoly és tapnovényei esetében. Ehhez az egyik legfontosabb Iépés
ezen illatanyagok 0sszegyUjtése és tarolasa oldat formajaban.

A kukorica, koml6é és fekete urom altal légtérbe kibocsatott illatanyagok
gyUjtéséhez nyilt rendszerl illatanyag gyuijté berendezést hasznaltam mely a
kukorica koruli zart légtéerbél gyljtotte Ossze az illatanyagokat. A készulék
segitségével tObbszor 4 oran keresztul gydjtottem az illatanyagokat. Az
illatanyagokat SuperQ adszorbenssel kotottem meg, majd errdél 200 ul n-
hexan segitségével elualtam. Az igy elkészitett oldatokat nitrogén
segitségével tomeényitettem be 50 ul-re, azért, hogy a mintak kimutathatésaga
pontosabb legyen, mivel a tOményités soran az oldatban lévé anyagok
koncentraciéja megné és csak az oldoszer tavozik. Az igy elkészitett és
betoményitett kivonatokat hasznaltam fel az elektrofiziologiai vizsgalatokhoz
(GC-EAD), hogy megtudjam pontosan melyek azok az aktiv illatanyag
komponensek a kivonatban, amelyekre a lepke csapja valaszol, vagyis
erzekeli azokat.

Periférias elektrofiziolégia (GC-EAD)
A gazkromatograffal (GC) egybekotott elektroantennograf (GC-EAD)

segitségeével olyan illatanyag komponenseket lehet meghatarozni, amelyeket
a lepke a csapjan elhelyezked6 érzékszorok segitségével fog fel. A miszer



segitségével olyan illatanyag komponensek retencids idejét hataroztam meg,
melyek bioldgiai aktivitast mutatnak.

Ebben a munkafazisban 2 napos, parosodott Z- -vonalhoz tartozé néstények
levagott csapjat hasznaltam fel. A vizsgalat elején a két elektréda kozeé
befogott csapot fenil-acetaldehid illatanyaggal (pozitiv kontroll) ingereltem,
annak érdekében, hogy megtudjam a csap fizioldgiai allapotat, azaz, hogy a
csap életben van és a levagas soran nem sérult meg. Ha erre az anyagra
pozitiv valaszt adott, akkor injektaltam be a gazkromatografba a mar
korabban elkészitett, kukoricabol, vagy komlobol, vagy feketeurombdl
szarmazo illatanyag kivonatokat “on-column” injektalasi eljarassal. Ekkor a
gazkromatografban lév6 oszlop tdmeg és polaritas alapjan szétvalasztotta a
keveréket komponensekre, amelyek a csaphoz érkeztek. Majd a csapvalasz
alapjan kivalasztottam azokat a komponenseket, amelyek biol6giai aktivitast
mutattak, vagyis a csap reagalt ra. Ezt a vizsgalatot 5 ismétlésben végeztem
el.

Végeredményként sikerult az Z- és E vonalhoz tartozé néstény lepkeék
csapjaval megallapitani azoknak a komponenseknek a retencios idejét,
melyek bioldgiai aktivitast mutattak. A kulonb6z6 tapnovéenyekbdl szarmazo
kivonatok mas-mas illat komponenseket tartalmaztak ezaltal a csap is mas-
mas komponensekre valaszolt. Ebbd6l arra kovetkeztethetink, hogy a
kulonb6z6 novények illatanyag 0sszetétele masként hat a néstényekre ezaltal
jobban, vagy kevésbé vonzza O&ket. A kukoricabdl szarmazo illatanyag
kivonatbdl 3 aktiv komponens talaltam, melyek retencios ideje 1: 4.10, 2:
7.94, 3: 9.46. A komldbdl szarmazé illatanyagok kozul 5 bizonyult aktivnak,
melyek retencios ideje: 1: 4.10, 2: 5.66, 3: 7.08, 4: 7.94, 5: 9.46. A fekete
urombdél szarmazd kivonatbdl a kovetkezd aktiv retencios idoket tudtam
meghatarozni: 1: 4.10, 2: 7.94, 3: 9.46. A szamokbdl is jol latszik, hogy sok
atfedés van a kulonb6z6 tapnovéenyekbdl szarmazd kivonatok komponensei
kozott, legféképpen a kukorica és a fekete urom esetében. Valoszinlleg ezek
a komponensek és a megfelel6 aranyu keverékuk vesznek részt a néstények
tapnovényvalasztasaban ahol is nem csak a komponensek jelenléte, de azok
egymashoz viszonyitott aranya is nagyon fontos. A kdvetkezé munkafazis az,
hogy ezen komponensek kémiai szerkezetét meghatarozzuk
gazkromatograffal egybekotott tomegspektrométer (GC-MS) segitségével.

Kémiai szerkezet azonositas (GC-MS)

Gazkromatograffal egybekotott tomegspektroszkop (GC-MS) segitsegével
azonositottam az el6zbleg biologiailag aktivnak talalt komponensek
szerkezetét. A mérésekhez az OTKA altal biztositott 6sszegbdl megvasarolt
GC-MS miszert hasznaltam. A mérés soran HP-5-0s, apolaris oszlopot
hasznaltam a komponensek elvalasztasahoz, amely teljes mértékben
megegyezett a korabbi periferikus mérésekhez hasznalt GC-EAG miszerben
alkalmazott oszloppal. Ezen kivul a gazkromatografban beallitott
hémérsékletprogram is azonos volt. Ezekre azért volt szikség, hogy a két
meérést pontosan 0ssze tudjam hasonlitani az aktiv komponensek retencios
ideje alapjan.

A mérések soran sikerult az aktiv komponensek szerkezetazonositasat
elvégezni, melynek soran a kukoricabol szarmazo kivonatban a ciklohexan,
heptan, béta-mircén, szulkaton, dekan, cisz-béta-ocimén, linalool, metil-



szalicilat és a gernail aceton, nonanal és dekanal a komlé kivonatban a 1-
oktén, kamfén, béta-mircén, szulkaton, dekan, Z-3-hexenil-butirat, cisz-béta-
ocimén, dodekan és a gernail-aceton végul a feketelrom kivonatban a
heptan, Z-3-hexenol, béta-mircén, cisz-béta-ocimén és a Z-3-hexenil acetat
hozta ingerultebe a néstény csapot a nonanal és a dekanal mellett. A
szerkezetazonositast a tomegspektrométerhez tartozé NIST elektronikus
konyvtar alapjan végeztem.

Rovar szélcsatornas viselkedési vizsgalatok

Egy korabban elkezdett kisérlet befejezéseként rovar szélcsatornas
vizsgalatokat végeztem kukoricamoly Z-vonalhoz tartoz6 himeken, annak
érdekében, hogy feltarjam a him kukoricamoly feromonra repulésének
kulonb6z6 Iépéseit €és megmagyarazzam azt a jelenséget, hogy miért
tévesztik el az illatforrast a him lepkék repulés kdzben ha mar elindultak a
nekik megfelel6 feromonkeverék felé. Ugyanakkor az el6z6leg GC-EAD és
GC-MS segitségével meghatarozott két novényi illatanyag (nonanal és
decanal) viselkedési hatasat rovar szeélcsatornaval vizsgaltam. A vizsgalat
soran a GC-MS mérések eredményeire épitve a két anyag 1:2,4 aranyu
szintetikus keverékét hasznaltam. A komponenseket asvanyi olajban
higitottam fel 1ug/ul-es koncentraciora. Kibocsatoként 1,5 ml-es Uveg fiolat
hasznaltam és pamut kandc segitségével juttattam az illatanyagokat a
szélcsatorna légterébe. Munkam soran 2 napos, parosodott Z vonalhoz
tartozé néstényeket hasznaltam. A mérések soran sikerult igazolni, hogy a két
vegyulet keveréke aktivnak bizonyult, a n6stények pozitiv anemotaxist, majd
forras érintést mutattak. Ez bizonyitja, hogy a szintetikus novényi illatanyag
keverék vonzo hatasu a néstények szamara. A kovetkezd 1épés a szabadfoldi
vizsgalatok elvégzése volt rovarcsapdak segitségével, mely bebizonyithatja,
hogy szabadfdldi kérulmények kozott is vonzd hatast mutat a meghatarozott
keverék.

Szabadfoldi rovarcsapdazasos viselkedési vizsgalatok

Ebben a vizsgalatsorozatban célom az volt, hogy olyan vonzo, szintetikus
illatanyag keveréket (kairomon) talaljak, mely képes a kukoricamoly
néstényeit csapdaba csalogatni. Az el6z6ekben kémiailag meghatarozott
vegyuletek szabadfoldi viselkedési hatasanak vizsgalatat kezdtem el. Els6
lépésként a nonanal és dekanal hatasat vizsgaltam. A Kkisérleteket
Torokszentmiklos és Kéty hataraban egy kettdés hasznositasu (Acaro fajta)
silo kukoricatabla szélén végeztem. A nonanal és dekanal 1:2,4 aranyu
keverékét egy uj tipusu kibocsatoba (,kandcos” kibocsatd) helyeztem és két
kilénb6z6 csapdatipust (delta és vertikalis mianyag ragacslap) hasonitottam
0ssze 5 ismétlésben. A csapdak Osszesen 3 db néstény lepkét fogtak. Az
alacsony fogasnak tobb oka is lehet: 1.) nagyon alacsony volt a populacio
sUriség, ezért kevés lepke volt a terlleten, 2.) az 6sszeallitott keverék meég
nem megfelel6 a ndstény lepkék csalogatasara. Folytatasként az ujonnan
kukoricabdl, komlébdl és feketeurombél azonositott vegyuletek keveréekét
prébaltam ki hozzaadva a korabban azonositott nonanal és dekanal
keverékhez. A kisérleteket Bicske hataraban is elvégeztem, a komponenseket
1:1:1 aranyban kevertem 0ssze, kibocsatoként ismét a kanocos diszpenzert



és delta csapdatipust hasznaltam. Sajnos ezek a csapdak sem csalogattak a
néstény kukoricamolyokat. Ugyanakkor a kairomont tartalmazé csapdak
kiprébalasa mellett sikerult egy megbizhatd feromon csapdat kidolgoznom,
ami képes a him egyedeket csapdaba csalogatni. Ennél a kisérletnél
kulonb6z6 csapdatipusokat, a két, mar korabban meghatarozott feromon
kompobens kulonb6zé aranyit és kulonb6z6 dozisokat hasonlitottam Ossze.
Ez azért fontos, mert kés6bb egy kombinalt kairomonnal és feromonnal
kozosen csalétkezett csapda alkalmas lehet mind a két nem csalogatasara.
Ezek alapjan megismételtem a kisérleteket 2016 nyaran is, mivel az el6z6
évben valoszinlleg nagyon alacsony volt a populacié siriség. Sajnos a 2016
évi szabadfoldi kisérletek sem hoztak pozitiv eredményt, vagyis a kulonbozd,
kukoricabdl, komlébdl és feketlulébmbdl szarmazo illatanyagok sem mutattak
vonzo hatast a kukoricamoly néstényire.

Neuroanatémiai vizsgalatok

Célom az volt, hogy a kukoricamoly két vonala kozti neuroanatdomiai
kulonbséget feltarjam. Ebben a vizsgalatban Z- és E-vonalhoz tartozo
ndstények szaglolebenyében elhelyezkedd glomerulusok térfogatbeli
kilonbségeit terveztem Osszehasonlitani. Ezt azért csinaltam, mert az agyban
ez a terultet felelds az illatanyagok felfogasaért és itt talalhatok olyan
kulonbséget ami alatamaszthatja a kulonb6zé vonalakhoz tartozé néstények
eltéer6 tapnovényekhez vald, illatanyagokon alapulé vonzddasat.
Feltételezésem szerint nem az egyes glomerulusok szamaban, azaz egy
esetlegesen Uj glomerulus feltinésében biztam, hanem a mar meglévo
glomerulusok eltéré térfogatbeli kulonbségéeben. Ha méretbeli kulonbséget
talalok a két azonos térbeli helyzeti glomerulus kozott akkor ebbdl arra
kovetkeztethetek, hogy periférikus szinten kulonbség van a receptor neuronok
szamaban, mivel tobb receptor neuronnak tobb axonja érkezik ugyanazon
glomerulusba ezaltal tobb a szinapszis és nagyobb a térfogat. Elsé lépéskeént
formaldehides fixalas utan az agyat kiboncoltam a fejb6él majd alfa-synapsin
els6dleges antitesttel, majd anti-egér Ig (kecske) masodlagos antitesttel
jeloltem. Az agyakakat l|ézer-konfokalis mikroszkoppal vizsgaltam. Az
eredmények alapjan sajnos nem talaltam térfogatbeli kulonbséget a Z- és E-
vonalhoz tartozé ndéstények szagldlebenyében elhelyezked6é glomerulusai
kozott. Ezzel parhuzamosan megprobaltam a Z-vonalhoz tartozo
néstényeknél a nonanalra és a dekanalra valaszol6 receptor neuronok
jelolését is, annak érdekében, hogy azonositani tudjam azokat a
glomerulusokat amelyek ezekért az illatanyagokért felel6sek. A jelolést
neurobiotin-avidin jeldl6anyaggal végeztem, majd ez el6zbekben leirt
modszerrel vizsgaltam a szagldlebenyt konfokalis mikroszkdp segitségével.
Sajnos ez a modszer nem hozott sikert, mivel nem sikerult a jelolés, nem
lattam semmiféle jelolt neuront a szaglolebenyben.



