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GYAKRAN ALKALMAZOTT ROVIDITESEK

EcoRI és HindIII enzimekkel emésztett A-fag DNS méretmarker
2,4-diklérfenoxiecetsav

acetil-koenzim A karboxilaz enzim

hidroxiecetsav-szintetaz enzim

acetolaktat-szintetaz enzim

bialafosz rezisztencia gén

bazispar

arpa csikos mozaik virus — Barley stripe mosaic hordeivirus
arpa sarga torpiilés virus (PAV torzs) — Barley yellow dwarf luteovirus
kopia-DNS

kett6s antitest szendvics enzimhez ko6tott ellenanyag vizsgalat —
double antibody sandwich enzyme linked immunosorbent assay
etilén-diamin-tetraecetsav

5-enolpiruvilsikimat-3-foszfat

glutamin-szintetaz enzim

Nemzetk6zi Virustaxonomiai Tarsasag —

International Committee on Taxonomy of Viruses

kiloDalton (molekulaméret mértékegysége)
2-metil-4-klorfenoxiecetsav

multi klonozo hely — multi cloning site

MassRuler® DNS méretmarker

Murashige és Skoog altal kidolgozott tapkozeg

naftilecetsav

nopalin-szintetaz gén terminator régioja

nyitott leolvasasi keret — open reading frame
foszfinotricin-N-acetiltranszferaz enzim génje
foszfinotricin-N-acetiltranszferaz enzim

polimeraz lancreakcié — polymerase chain reaction

patogén eredetii rezisztencia — pathogene derived resistance
pound/inch? (héliumnyomas mértékegysége biolisztikus berendezésben)
L-foszfinotricin

foszfinotricin-tripeptid

RNS-indukalt csendesité komplex — RNA induced silencing complex
szobah6mérséklet — room temperature

CDNS-szintézissel indulé reverz-transzkriptaz polimeraz lancreakcio
kis interferald RNS — small interfering RNA

soil plant analysis development (a klorofilltartalommal aranyos
mértékegység nélkiili mutato)

transzformans dihaploid

dohany mozaik virus — Tobacco mosaic tobamovirus

buza torpiilés virus — Wheat dwarf mastrevirus

buza csikos mozaik virus — Wheat streak mosaic tritimovirus
sarga torpiilés virusok — yellow dwarf viruses
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1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

Magyarorszagon a gabonafélék kutatasanak nagy hagyomanyai vannak, hiszen
ezek a fajok foglaljak el mezdégazdasagi miivelésre alkalmas teriileteink jelentds
részét, igy nagymértékben hozzajarulnak a bruttd hazai termék Osszértékéhez.
Legfontosabb gabonank a buza, amelynek nemesitése masfél évszazadra tekint
vissza hazdnkban. A nemesités sikereit maguk a fajtak testesitik meg. Jollehet
egyre hatarozottabban érezhetd a kiilfoldi vetdmagforgalmazd cégek piaci
eléretorése, még mindig elmondhatd, hogy a magyar buzatermesztés foként hazai
nemesitésii genotipusokra tamaszkodik.

Az MTA Szegedi Biologiai Kozpont koordindlasaval a 2000-es években két
konzorcialis nagyprojekt is timogatast kapott a biza adaptacios képességének és
termésbiztonsaganak javitdsara, abiotikus és biotikus stresszekkel szembeni
ellenalloképességének  fokozasara, illetve a rezisztencia ~mechanizmusok
tanulmanyozasara, a legmodernebb modszerekkel torténé megismerésére. A két
konzorciumban tobb magyar kutatdintézet és egyetemi tanszék szakemberei vettek
részt. Genomikai, novényélettani, ndvénykortani, agrotechnikai és ndvénynemesi-
tési tudomanyteriileten sziilettek igéretes eredmények, amelyek hatdsa vélhetden
még tobb év mulva is érezhetd lesz, hiszen egy-egy Uj buzafajta eldallitdsa akar
évtizedes munkat is igényelhet (Dudits, 2006).

Dolgozatom témaja is e konzorcialis palyazatok munkatervébe illeszkedett. Amint
a cimben is szerepel, kutatocsoportunk két részfeladatba kapcsolodott be.
Mindketté kozéppontjaban olyan mechanizmusok kidolgozasa, illetve jellemzése
allt, amelyek a buza termésstabilitasat hivatottak novelni. Napjaink szélsdséges
évjaratai miatt ugyanis egyre fontosabba valik kultirndvényeink alkalmazkodo-
képessége. Bluzaban a legnagyobb termésveszteséget ma is az aszdly okozza, de
jelentds karok forrasai lehetnek a gyomok ¢és a betegségek is. Kisérleteinket e két
utobbi témakdrben végeztiik. A biotechnologia és a vegyipar fejlodésével Gjabb ¢€s
ujabb vegyiiletek kapnak szerepet a gabonafélék gyomirtasaban. Kozottiik olyanok
is, amelyek ugynevezett széles spektrumu szerek, tehat hatasuk a kultGrnévényekre
is kiterjed, amit abiotikus stresszként értelmeziink. Léteznek azonban
rezisztenciagének, amelyekkel kivédheté a hatasuk, igy ezek a herbicidek
szelektivvé tehetdk. Munkank sordn egy ilyen gén hatdsat vizsgaltuk meg egy
modell buzatorzsben iiveghédzi koriilmények kozott. Ezzel parhuzamosan a g6dolloi
Mezbgazdasagi  Biotechnologiai Kutatokdzponttal — egylittmiikodésben egy
ugyancsak fontos kisérletsorozatba kezdtiink. Koéztudott, hogy évjarattol fiiggden a
virusok mint biotikus stresszfaktorok jelentds karokat tehetnek a buzavetésekben.
Rezisztenciat kialakitani velilk szemben igen nehéz, mert a szoba johetd gének
szama kevés és azok daltalaban vad fajokban taldlhatok. A kenyérbuza és vad
rokonainak keresztezésekor szamos hatranyos tulajdonsdg keriilhet at a
tenyészanyagba, bonyolulttd téve a szelekcid folyamatat. Mindez kikiiszobolhetd a
korokozok genomszekvencidinak felhasznéaldsaval, amelyek indukaljak a ndvényi
sejt 6si géncsendesitd mechanizmusat, az RNS-interferenciat. Munkank masodik
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szakaszdban e rendszer hatékonysagat tanulmanyoztuk modell buzatorzseken
ugyancsak tiveghazi koriilmények kozott.

Ertekezésemben szamos ndvény, kartevé és virus tudomanyos neve szerepel. Mivel
a taxondémia épp a modern biotechnologiai modszereknek koszonhetéen gyakran
kényszeriil egyes fajok atnevezésére vagy mas csoportba soroldsara, e helyen
megemlitem, hogy a novényfajok tudomanyos neveit Priszter (1999) kézikonyve
szerint hasznaltam a disszertacioban. A virusvektor szervezetek megnevezésekor az
ITIS (Integrated Taxonomic Information System — http 1) adatbazisara
tamaszkodtam, a virusok esetében pedig az ICTV (International Committee on
Taxonomy of Viruses — http 2) adatbazisat vettem alapul.

Eredményeink remélhetdleg hozzédjarulnak a buzaban miikodé rezisztencia
mechanizmusok alaposabb megismeréséhez.

Célkitizések:

1. Egy széles spektrumu gyomirtdszer-rezisztenciagént hordozo buzatorzs
tényleges herbicid-ellenallosaganak megallapitasa a vad tipusi bulza
genotipushoz képest.

2. Az extrém magas koncentracioban alkalmazott glufozinat-ammonium
terméskialakito komponensekre gyakorolt komplex hatasanak megismerése.

3. Olyan DNS-szekvenciak beépitése buzaba, amelyek az RNS-interferencia
indukalasa révén rezisztenciat eredményezhetnek egy vagy tobb,
Magyarorszagon gyakran eléfordulé gabonavirussal szemben.

4. A kialakitott virusrezisztencia hatékonysaganak bizonyitasa legalabb egy
korokozoval szemben.

5. Annak megallapitasa, hogy a DNS-konstrukciok nyomon kdvetésére
kifejlesztett primereink alkalmasak-e szant6foldi virusfert6zések kimutatasara.
A polimeraz lancreakcio és a klasszikusnak szamito szerologiai virusdetektéalas
érzékenységének, hatékonysaganak dsszehasonlitasa.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A buizatermesztés jelentosége

A kozonséges buzat (Triticum aestivum L.) az emberiség évezredek Ota ismeri, a
legelterjedtebb ¢és a legrégebben termesztett kulturndovények egyike. Mar a
torténelem hajnalan felismerte az ember, hogy sziikség esetén egyediil kenyéren is
fenntarthatja magat, mivel a buza tapértéke nagyobb az Osszes gabonaénal
(Jolankai, 2005). E16-Azsidban talalhato a bliza géncentruma, ahonnan a torténelem
elstti idokben terjedt el Azsidban, Eurdpaban és Afrikaban. Amerikdba és
Ausztraliaba az ujkorban keriilt. Szabo és Bocz (1996) ugy vélik, hogy a buza
gazdasagi jelent6sége nagyfoku 6kologiai alkalmazkodoképességében rejlik, hiszen
termdtertilete a tropusoktdl majdnem a sarkvidékig terjed. Sokoldalusagat fokozza,
hogy vannak 6szi ¢és tavaszi valtozatai is. Magyar (1987) a faj népszeriiségének
okai kozott emliti, hogy jo egyensulyban van szénhidrat- és fehérjetartalma, teljes
gépesitettséggel termeszthetd és hosszl idon keresztiil jol tarolhatd. Termelésének
szinvonalat 1ényegében hdrom tudomanyteriilet: a gépesités, az agrokémia ¢€s a
novényi genetika egyiittes eredményei hatarozzak meg. FAO-adatok szerint (http 3)
napjainkban a legjelentésebb buizatermesztd orszagok India, Kina, Oroszorszag,
USA, Ausztralia és Kazahsztan.

Magyarorszagon a gabonatermesztés természeti adottsag, sot nemzeti kincsként
kell ra tekinteni. Alternativaja semmilyen tarsadalmi vagy gazdasagi megfontolas
alapjan nem lehet (Balla, 2002). Els6sorban belfoldi élelmezési céllal termesztjiik a
gabonaféléket, ugyanakkor a termés jelentds mennyiségét értékesitjilk export
formajaban, illetve az allatok takarmanyozasara hasznaljuk fel. Hazankban az
orszagos szantoteriilet kétharmadat foglaljak el az ebbe a csoportba tartozo fajok.
Koziiliikk legnagyobb vetésteriilete a buzénak van, az elmult évszdzad sordn
egymillié hektar koriil alakult évente. A Kozponti Statisztikai Hivatal adatai szerint
2012-ben 1.070.021 hektarrol 4.010.991 tonna buzatermést takaritottak be (http 4),
2013-ban pedig 1.092.087 hektarrél 5.089.125 tonnat (Nemzeti Elelmiszerlanc-
biztonsagi Hivatal, 2013).

Hazank vetésszerkezete mar-mar talzottan gabonakozpontl, a blza vetésteriilete
meg is haladta az optimalis vetésszerkezet adta lehetdségek maximumat. Mégis
minden évben célként fogalmazddik meg a minél tobb €s minél jobb mindségi
buzatermés elérése. Rossz stratégiat valasztanank, ha ezt a vetésteriilet tovabbi
novelésével akarnank megvalositani, ugyanis Jolankai (2005) szerint mar jelenleg
is vetésvaltasi- és eldvetemény-problémaval kiizdiink. Az ebbdl kovetkezdleg
Ohatatlanul kialakul6 monokulturds gazdalkodas pedig szdmos ndvénytaplalasi,
novényvédelmi és talajmiivelési nehézség forrasa lehet. Igy tehat az egységnyi
teriileten elérhetd hozam fokozasat kell célul kitliznlink, ami korantsem lehetetlen
vallalkozas, hiszen a jelenlegi atlaghozamok szintje jocskan elmarad a buzafajtak
genetikai termoéképességétél. Terméspotencial alatt a novényfajok, illetve fajtak
genetikailag meghatarozott legnagyobb termdképességét értjiikk, amely optimalis

9
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id6jarasi, talajadottsagi, agrotechnikai, valamint viz- €s tapanyagellatasi feltételek
teljesiilése esetén érhetd el olyan foldrajzi teriileten, amelyhez az adott genotipus
adaptalodott, és ahol a kartevokkel, gyomokkal, koérokozokkal ¢és mas
stresszfaktorokkal nem kell szdmolni. Mértéke altalaban szimulaciés modellekkel
szamszersitheté (Evans és Fischer, 1999). A NEBIH adatai szerint a jelenleg
forgalmazott buzafajtak termoképessége hektaronként meghaladja a 10 tonnat.

A kiilonb6zo abiotikus és biotikus stresszek a genetikailag meghatarozott
terméspotencial és a realizalt termésatlagok kozotti kiilonbséget novelik, amit
nemcsak a termeldknek, hanem a novénynemesitéknek is szem el6tt kell tartaniuk.
Biotikus stressz alatt értjilk a gyomok, kartevok és korokozok kulturnévényekre
gyakorolt hatasat. Abiotikus stresszként tekintiink a hdsokkra (fagy vagy forrésag),
1égkori- és talajaszalyra, 1€égmozgasra, tdpanyaghianyra vagy -tébbletre, nehézfém-
szennyezésre, stb. Specialis abiotikus stressznek foghatok fel a biotikus stresszeket
okozo6 szervezetek elleni peszticidkezelések is. A stresszek altalaban Osszetett
formaban jelentkeznek. Hatasuk ereddje okozza a termdhely- és évjarathatasként
definialt jelenséget, ami az egyes kultirnovény-genotipusokra jellemz6 termés-
stabilitasban, illetve termésingadozasban 6lt testet.

2.2. Gyomproblémak és gyomszabalyozasi lehetdségek a buzatermesztésben

A kozelmultban befejez6dott vilagfelmérés alapjan mintegy 76 faj sorolhato6 a vilag
legveszélyesebb gyomndvényei kozé (Hunyadi és mtsai, 2011). A gyomok
kiilonosen a kulturndvények fiatal allapotdban okoznak fejlédési elmaradasban
megnyilvanulo, irreverzibilis karokat. Térparazitizmusukkal elfoglaljak a
haszonnévények eldl a helyet, ami a termdteriiletek csokkenésével jar. A
gyomndvények tomegei, hatalmas példanyai az amugy is sziikdsen rendelkezésre
alldé vizet elparologtatjdk a vetett novények eldl. Nagy levélfeliiletiik
transzspiracioja tobbszordsen felillmilhatja a kultGrnévények vizfelhasznalasat,
mivel ugyanakkora tomeggyarapodashoz sokkal tobb vizre van sziikségiik. Egyes
fajok akar 30-szor tobb nitrogént is felvehetnek a talajbol, mint a buza. A siriin
gyomos vetésben kompeticié alakul ki a fényért, emiatt a novények az optimalisnal
magasabbak, de gyengébbek lesznek. Mivel a tapanyag nagy részét felemészti a
versengeés, kevesebb lesz a termés. Az arnyékolas kovetkeztében a napfény nem
hatol be a vetésbe, igy a kultirnévény szara nem erdsodik meg, és az ilyen vetés
konnyebben megddl. Kozvetetten azaltal is kdros a gyomnovények jelenléte, hogy
szamos korokozo és kartevd koztes gazdai lehetnek. A gyomok tenyészideje
altalaban joval hosszabb, mint a kultirnovényeké. Kaldszos gabonafélékben még
80 % koriili a viztartalmuk, amikor a termesztett novény mar teljes érésben van. A
magas nedvességtartalmi biomassza betakaritasa oridsi nehézséget okoz és lassitja
a munkat. A gyommagvakkal szennyezett termés mindig kisebb értékii, mint a
tiszta. Végso soron a gyomok megdragitjak a termelést, mert a fert6zott tablan
eldallitott kevesebb termésre rendszerint sokkal tobb munkat és koltséget kell
forditani, mint a gyomok nélkiil elérhetd tobbre (Ujvarosi, 1973).

10
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Oszi kalaszosokban korai vetés és csapadékos oktober esetén mar Gsszel
megindulhat az er6teljes gyomosodas, mig késoi vetésben vagy szaraz idGjarasi
koriilmények kozott a gyomok csirdzasa az enyhébb téli napokra és a kora tavaszi
id6szakra esik. Vetés utdni csapadékos idojaras esetén az Osszel keld, atteleld
egyéves fajok, illetve az Gsszel és tavasszal egyarant csirazod nyar eleji egyévesek
tomegesen jelenhetnek meg az Oszi vetésii gabonatabldkon. Ezeket altalaban
kiegészitik a tavasszal csirazo nyarutoi egyévesek, valamint az éveld fajok.

Egy hatékony gyomszabalyozéasi programnak egyarant része a megeldzés €s a
védekezés 1s. A megelézés modszerei példaul a gyommagmentes vetémag
hasznalata, a vetésforgd minél precizebb megtervezése, vagy az okszerli
talajmiivelés. Megeldzéssel altalaban csak részben sikeriil elérni a kitizott célt,
ezért valamilyen formaban célzott védekezésre is sor keriil a gyakorlatban. A
védekezés célja a gyomok egyedszdmanak a kartételi kiiszob ald csokkentése, vagy
akar a gyompopulaciok teljes kiirtasa egy adott teriiletr6l. Megkiilonboztetiink
agrotechnikai, mechanikai, biologiai és vegyszeres védekezési -eljarasokat
(Berzsenyi 2011a). A gyomnovények elleni kiizdelemben a mezégazdasag egészen
az 1940-es évek derekaig az agrotechnikai és a mechanikai védekezési
modszerekre volt utalva. Franciaorszdgban, Amerikdban és Németorszagban mar
az 1880-as években torténtek probalkozasok bizonyos kemikaliak felhasznalasara
ezen a teriileten. Rézszulfat hig oldataval példaul sikeresen irtottak ki vadrepcét a
gabonavetésekbdl. Vasgalic, kénsav és asvanyolaj készitményekkel is végeztek
kisérleteket, de széleskortien egyik modszer sem terjedt el. A korszerii vegyszeres
gyomirtasi kutatasok az 1940-es évek elején kezdddtek, amikor megallapitast nyert,
hogy az alfa-naftilecetsav natriumsojanak oldataval permetezett kisérleti
zabvetésben a kétszikii gyomok elpusztultak, a zab viszont nem karosodott.
Zimmerman ¢és Hitchoock vizsgalatai pedig arra az eredményre vezettek, hogy a 2-
metil-4-klorfenoxiecetsav (MCPA) és a 2,4-diklorfenoxiecetsav (2,4-D) vizben
oldhaté soi szelektiv herbicid hatastak (Rao, 2000). Az MCPA ¢és a 2,4-D
gyakorlati sikere nyoman lazas kutatomunka kezdddott a vegyipari lizemek és a
tudomanyos intézetek laboratoriumaiban. Kiilonbozd vegyiiletek tizezreit
szintetizaltdk ¢€s probaltdk ki. Szamtalan felfedezés sziiletett, Ujabb és ujabb
gyomirtoszerek hasznalatat téve lehet6vé. Az egész vilagon 2004-ben forgalmazott
45 milliard USD értéki peszticid kozel fele herbicid volt, ennek pedig 83 %-at
nyolc noévénycsoportban (kalaszosok, gyapot, gylimdlcs- és zoldségfélék, kukorica,
repce, rizs, szoja, cukorrépa) hasznaltak fel (Kéadar, 2010). Magyarorszagon a
gyomirtoszerek 1953-t6] vannak forgalomban. Az 1969. ¢évi hivatalos
novényvédoszer-jegyzékben 45 forgalomba hozatalra és kisérleti felhasznalasra
engedélyezett készitmény szerepelt, amelyekben hatéanyagként 24 herbicid fordult
el6. Napjainkban a kémiai Uton torténd gyomszabalyozas hazai volumenére
jellemzd, hogy a ndvényvédd szereket gyart6 magyar vallalatok és kiilfoldi
cégképviseletek cimjegyzékében 2013-ban 56 db cég szerepelt, amelyek
kindlatabol Gsszesen 104 db vegyszer volt engedélyezett kaldszos kultirakban
végzend6 kémiai gyomirtasra (Ocsko és mtsai, 2013).
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A herbicidek széles korli haszndlatanak tobb oka van. Lehetévé teszik a gyomok
szabalyozasat a sorokon beliil és a keskeny sortavi kulturak sorkodzeiben. Tobb
veszélyes, vegetativ uton szaporodd éveld gyom is hatékonyan szabalyozhato
veliik. Hasznalatuk nagyobb rugalmassagot tesz lehetévé az agrotechnikai
rendszerben. Kevesebb novénybdl allhatnak a vetésforgdk és lehetdség van egy
vagy tobb talajmiivelési eljaras elhagyasara. Gyorsan hatnak, és nagymértékii
gyomboritottsag esetén is eredményesek (Berzsenyi, 2011a).

2.3. Széles spektrumi herbicid-hatéanyagok és szelektivitasuk hattere

A széles spektrumi herbicidek egyes novényi anyagcsere utak — példaul a
fotoszintézis, pigment bioszintézis, mitdzis vagy esszencialis aminosav-
bioszintézis — gatlasa révén fejtik ki hatdsukat. Gyakran egyidejlileg tobb élettani
folyamatot is befolyasolhatnak (Mulwa és Mwanza, 2006). Elsdként a novekedést
befolyasold, hormonszer(i hatdbanyagok — mint a 2,4-D vagy a dicamba — kertiltek
kereskedelmi forgalomba, amelyek gabonafélékben ma sem veszitettek
jelent6ségiikbol. A triazin és bromoxinil hatéanyagt szerek a fotoszintetikus
elektrontranszport-lanc egyik elektronakceptora, a plasztokinon megkotddésének
akadalyozasaval fejtik ki hatasukat a II. fotoszintetikus kaszkadrendszerre (Szigeti
¢és Lehoczki, 2003). Korabban ez a vegyszercsoport dominalt, mara kissé veszitett
jelent6ségébdl. A legujabb fejlesztésti herbicidek a novényi pigmentek (klorofillok
vagy karotinoidok) bioszintézisének gatlasaval érik el a kivant hatast. A triketon,
difenil-éter, vagy ciklikus imid hatéanyagok a protoporfirinogén-oxiddz enzim
gatlasa révén az oxigéngyokok abnormalis felhalmozddasa miatt okozzak a névény
pusztulasat (Wakabayashi és Boger, 2002). A sejtosztodast blokkolo hatdéanyagok
kozé tartozd dinitro-anilinek a csirandvények osztédoszoveteinek mitdzisat
zavarjak meg. A tubulin fehérje alegységekhez kotddnek, amelyek igy nem tudnak
mikrotubulusokka alakulni. Uj sejtek nem képzédnek, s a ndovény mar korai
fejlodési stadiumban elhal (Nyporko és mtsai, 2009). Az aminosav-bioszintézis a
herbicidek altal az egyik leggyakrabban tamadott anyagcsereut. Az elagazo
szénlanci aminosavak, mint a leucin, az izoleucin vagy a valin az ALS
[acetolaktat-szintetaz; nevezik hidroxiecetsav (AHAS) -szintetaznak is] enzim
segitségével alakulnak ki a novényi sejtekben. Az ALS miikodését szamos
hatéanyag képes blokkolni: szulfonilurea, imidazolinon, pirimidin-szulfonamid,
pirimidinil-szalicilat (Green, 2007). A gyiriis szénlanci aminosavak, mint a
triptofan, a tirozin és a fenilalanin is elengedhetetlenek a fehérje-, hormon-, lignin-,
flavonoid- és alkaloid-bioszintézis soran, am mikodésiik nem lehetséges az EPSP
(5-enolpiruvilsikimat-3-foszfat)-szintetaz enzim hianyaban. Ennek szubsztratja a
foszfoenol-piruvat, amelynek megkdtése révén az EPSP-szintetaz blokkolhato.
Ilyen elven fejtik ki hatdsukat példaul a széles korben alkalmazott glifozat
hatéanyagut herbicidek (Duke és Powles, 2008).

Néhany évtizeddel ezeldtt a Streptomyces viridochromogenes és a S. hygroscopicus
gombak altal termelt specialis peptid antibiotikumrol szamoltak be Bayer és mtsai
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(1972), illetve Lea és mtsai (1984). Ez a PTT-nek (foszfinotricin-tripeptid)
elnevezett antibiotikum két molekula L-alanint és egy molekula PT-t (L-
foszfinotricin)  tartalmaz.  Feltételezések szerint a PT két molekula
foszfoenolpiruvat, egy molekula acetil-koenzim A és a metil-kobalamin egy
metilcsoportja felhasznalasaval keletkezik tizenhdrom lépésben (Schwartz és mtsai,
2004; Schinko és mtsai, 2009). A PTT molekula bioaktiv komponense a PT, amely
a glutaminsav szerkezeti analogjaként belépve az aminosavszintézis folyamataba
irreverzibilisen gatolja a nitrogén-metabolizmus kulcsenzimét, a GS-t (glutamin-
szintetaz). A GS tobb alegységbdl all, ammonia felhasznalasaval katalizalja a
glutaminsav—glutamin atalakulast. Gatlasa révén a kontroll sejtekhez viszonyitva
a glutaminsav-szint és az ammonium-ion felhalmozodas akar szazszoros értéket is
elérhet (Tachibana és mtsai, 1986). Berzsenyi (2011b) ugyanakkor ismerteti, hogy
a glutamin hianyan és a toxikus ammoniaakkumulacion kiviil a PT hatassal van
szamos mas anyagcsereutra is: modositja a membrantranszport-folyamatokat,
csokkenti a protein- és nukleotidkoncentraciot, valamint hatasara foszfoglikolat,
glikolat és glioxalat halmozodik fel. Utobbi gatolja a ribuldz-1,5-bifoszfat-
karboxilaz-oxigenaz (Rubisco) aktivitasat, ami a fotoszintézis csokkenéséhez vezet.
Mindezek kovetkeztében a PT-nek baktericid, fungicid és herbicid hatasai vannak.
Novények esetében a PT-kezelést kovetéen 2-4 oraval lelassul a fotoszintézis, 2-5
napon beliil levélklorozis, deszikkacid és nekrdzis figyelhetd meg, végil a
novények elpusztulnak (Wendler és mtsai, 1992).

A glufozindt-ammonium egy un. proherbicid, amely a ndvényi sejtekben PT-né
alakul, ezért a perzseld hatasu novényirtok kozé tartozik. Eredetileg a Hoechst cég
fejlesztette ki burgonya, pillangésok és kaposztarepce defolidlasara. A talajban
felezési ideje mindossze 3-20 nap, utdhatasa igy nem varhat6. Tudomanyos neve
ammonium-DL-homoalanin-4-il-(metil)-foszfinait vagy ammonium-(3-amino-3-
karboxipropil)-metil-foszfinat. Géztenzigjat tekintve nem illékony, vizben 25 °C-
on jol oldodik. Elvileg 1,0 kg/ha hatéanyaggal 95 % feletti hatékonysag érhet6 el
(Kadar, 2010). Szamos markanév alatt forgalmazzak, mint példaul Basta,
Challenge, Finale, Radicale vagy Liberty.

Széles hatasspektrumt szerek alkalmazasakor a fentiekben ismertetett folyamatok
elvileg mind a gyom-, mind a kultarnévényekben végbemennek, igy fitotoxikus
hatdsuk miatt a herbicidkezeléseket specidlis abiotikus stresszként értelmezziik. A
PT-re példaul tobb mint 40 egyszikii €s tobb mint 150 kétszikii faj érzékeny (Metz
¢s mtsai, 1998). Ebbdl kovetkezéen az ilyen herbicideket ugy lehet szelektivveé
tenni, ha a gyomokhoz képest eltérd hatdsmechanizmust alakitunk ki egy adott
kultirnévényben. A szelektivitds a szenzitiv ¢és tolerans ndvénytipusok
anyagcseréje kozotti biokémiai  kiilonbségeken alapul. Ilyen kiilonbségek
felismerésének és/vagy kialakitasanak leghatékonyabb utja a biotechnologia
modern moédszereinek — vegyszerterheléses szelekcioval egybekdtott in vitro
szovettenyésztés, mutagenezis vagy genetikai transzformacid6 — integralasa a
klasszikus novénynemesités folyamataba. Ez az iranyvonal képezi az egyik
legnagyobb valtozast a gyomszabalyozasi technologidban azota, hogy a herbicidek
kereskedelmi forgalomba kertiltek az 1940-es évek kozepén (1. tdbldzat).
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1. tablazat. Koztermesztésben 1évo, kiilonbozo herbicidhatoanyagokkal szemben
rezisztens kultarnévények. Duke (2005) osszefoglalé tanulmanya, valamint
Kukorelli (2012) disszertacidja nyoman

genetikai modositassal sejtszintli szelekcidval
hatébanyag | novényfaj hatoanyag novényfaj
bromoxinil gyapot trlaZIn__ repce
repce szetoxidim kukorica
. .. | repce cikloxidim kukorica
glufozinat- . ;
. kukorica napraforg6
ammonium .
gyapot kukorica
szoja repce
repce imidazolinon | cukorrépa
i kukorica gyapot
glifozat gyapot biza
cukorrépa rizs
lucerna napraforgd
szoja
szulfonil-urea | cukorrépa
gyapot
szemes cirok

Végeredményben a kordbban nem szelektiv hatéanyagok szelektivként
hasznalhatok, sot szelektivitasuk nem faj-, hanem fajtaspecifikus lesz (1. abra). A
tolerans fajtaban a kezelések a kelést kovetden is elvégezhetdk, illetve a vegyszerek
biztonsagosan alkalmazhatok akkor is, ha a kérdéses fajta olyan fajba tartozik,
amelyben az adott hatéanyag fitotoxicitds miatt eredetileg nem engedélyezett
(Berzsenyi, 2011b).

Spontan vagy indukalt mutagenezis révén megvaltozott ALS-t eredményezd
géneket sikerrel alkalmaztak szamos névényfaj nemesitése soran. Bebizonyosodott,
hogy a kivant tulajdonsag eléréséhez elég néhany vagy akar egy pontmutacio is,
ami strukturdlisan megvaltoztatja az ALS herbicidkotd oldalat, s az inhibitor
molekulak nem tudnak az enzimhez kapcsolodni. A mutans enzimet kodold gén
hagyomanyos keresztezéses nemesitési programmal atvihetd igéretes kiindulasi
populédciokba. Az igy eldallitott, totdlis posztemergens kezelésben részesithetd
novényvaltozatok vilagszerte elfogadottak, s6t népszertiek, mivel nem tartalmaznak
fajidegen gént. Ilyenek példaul a Clearfield™ védjeggyel ellatott, imidazolinonnal
szemben ellenalld buzafajtak (Dahmer és mtsai, 2002; Mergoum ¢€s mtsai, 2009) és
napraforgohibridek (Pfenning és mtsai, 2008), illetve a szulfonilurea-rezisztens
napraforgohibridek (Jocic és mtsai, 2011). Szintén példaként emlithetjiik az
ACCaz-gatlo cikloxidimekkel szemben tolerans kukoricahibrideket (Vancetovic és
mtsai, 2009). A multinacionalis cégek 2004 ota szamos, EU-fajtalistan szerepld
hibridet értékesitenck a hazai piacon. Az imidazolinon- és a szulfonilurea-tolerans
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napraforgok 2005-ben, illetve 2006-ban jelentek meg, mig cikloxidim-tolerans
kukoricakat 2008 oOta, imidazolinon-tolerans kaposztarepcét pedig 2012 ota
termesztenek a gazdalkodok (Kukorelli, 2012). Népszeriségiiket jelzi, hogy 2013-
ban mar a magyar napraforgd vetésteriilet tobb mint felén termesztettek
Clearfield™ hibrideket, a NEBIH pedig 2008-ban kiilén csoportot hozott létre
szamukra az allami regisztracios fajtakisérletekben.

IR

i

1. abra. Foszfinotricinrezisztencia genotipus- és hatéanyagspecifikussaganak
vizsgalata rizzsel. Permetezéssel végzett kezelések balrdl jobbra: 1.: vad tipust
fajta + glufozinat-ammonium; 2.: bar” fajta + glufozinat-ammonium; 3.: vad tipusa
fajta + glifozat; 4.: bar” fajta + glifozat. (Pauk Janos iiveghazban végzett kisérlete)

Transzformacid alkalmazasakor a gyomirtoszer hatdanyaga 4altal gatolt enzim
tultermeltetésével, az enzim modositott valtozatdnak kialakitasdval — a herbicid
molekulak nem tudnak kotdédni a mutans célenzimhez — vagy egy detoxifikald
fehérjét kodolo DNS-szekvencia ndvényi sejtekbe juttatdsaval érhetd el a kivant
tolerancia (Dudits és Heszky, 2000). A génexpresszio javitasa onmagaban jelenleg
nem hasznalatos. A mutans génnel vald transzformacioé tobb esetben is sikerre
vezetett, azonban nagy hatranya, hogy a toleranciat kivaltdé mutacidok a gyomokban
is kialakulhatnak. A detoxifikalasra alapozott stratégianal csak minimalis esély van
erre. James (2013) adatai szerint 2013-ban vilagviszonylatban 18 millié termel6 27
orszagban 175 milli6 hektdron vetett genetikailag moddositott ndvényeket. A
globalisan megtermelt szojanak 79 %-a, a gyapotnak 70 %-a, a kukoricanak 32 %-
a, a repcének pedig 24 %-a genetikailag modositott volt. Az emlitett 175 millio
hektar koriilbeliil négyotdd részén herbicidrezisztens fajtakat termeltek.

Kultarnévények esetében eredményesen hasznalhaté herbicidrezisztencia gének
altalaban talajlaké mikroorganizmusokbol izolalhatok. A Cupriavidus necator
baktérium egyediili szénforrasként képes hasznositani a 2,4-D-t. Hat tfd gént
azonositottak, amelyek a 2,4-D-t 2,4-DCP-v¢é alakité 2,4-D dioxigenaz enzim
miitkodéséért feleldsek. Koziiliik a tfdA gént dohanyba és gyapotba épitve Streber és
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Willmitzer (1989), valamint Bayley és mtsai (1992) rezisztenciat értek el 2,4-D-vel
szemben. Bromoxinil-rezisztenciat a hatéanyaggal Szennyezett talajokban
eloforduld Klebsiella pneumoniae subsp. ozaenae baktériumbdl izolalt nitrilaz
enzim bxn génjével sikeriilt kialakitani. A nitrildiz ugyanis nem fitotoxikus 3,5-
dibrom-4-hidroxibrombenzoesavva alakitja at a bromoxinilt. Eddig gyapotban,
burgonyaban ¢s vordsherében sziilettek eredmények (Culpepper és York, 1997;
Eberlein és mtsai, 1998; Dear és mtsai, 2003), illetve Kanadaban 2000-ben BXN
jelzéssel kereskedelmi forgalomba kertiilt egy repcefajta is. Mégsem josolhato nagy
jovo ennek az irdnyvonalnak, mivel a bromoxinilnek fifélékre és egyes
kétszikliekre csak korlatozott hatasa van (Berzsenyi, 2011b). Bacillus subtilis-b6l
izolalt protoporfirinogén-oxidaz enzim hemY génjének hatasat dohanyban és
rizsben megvizsgalva rezisztenciat figyeltek meg a difenil-éterek kozé tartozd
oxifluorfen hatéanyag ellen (Choi és mtsai, 1998; Lee és mtsai, 2000). A
sejtosztodasban zavart okozé dinitro-anilinekkel szemben szojaban és rostlenben
alakitottak ki rezisztenciat egy mutans a-tubulin gén taltermeltetésével (Yemets és
mtsai, 2008; Yemets és mtsai, 2009). A Salmonella typhimurium-bol izolalt aroA
gén mutans EPSP-szintetaz enzimet kodol egy aminosavcsere (Glyjgo—Ala)
kovetkeztében, s a mutans enzimhez a glifozat kevésbé tud kotddni. E gén
miikodtetése jo lehetdség glifozat-rezisztens novények eldallitdsara (Whang és
mtsai, 2003). Hasonldé eredményre vezet a Pseudomonas fajokbol szarmazéd
glifozat-oxidoreduktaz enzim gox génjének hasznalata iS, amikor a hatdanyag
detoxifikalasa révén teljesithetd a kitizott cél, mivel az enzim katalizalja a glifozat
lebontasat aminometilfoszforsavva és glioxilsavva. Ez az alapja az Gun. Roundup
Ready™ novényeknek (Dill, 2005). Sikerrel alkalmaztik ezt a megoldast tSbbek
kozott szdja, kukorica, repce, gyapot, cukorrépa és buza esetében is. Bizonyos
koztermesztésben 1évo fajtdkba mind a gox gént, mind a mutans EPSP-szitetaz gént
beépitették.

A glufozindt-ammoéniummal szemben rezisztens kulturndvények nemesitése a
PTT-t termeld sugargombdk esetében megfigyelt mechanizmuson alapszik,
amelynek kulcsenzime a PAT (foszfinotricin-N-acetiltranszferaz). Ez az enzim ugy
detoxifikalja a PT-t, hogy acetilalja annak szabad aminocsoportjat. A PAT-enzimet
kodolo pat gént a Streptomyces viridochromogenes Tii494 torzsébol izolaltak
Strauch és mtsai (1988), mig az ugyanolyan hatast kivaltdé bar (bialafosz
rezisztencia) gént S. hygroscopicus-bol (Thompson €s mtsai, 1987). Mindkét gén
183 aminosavat kodol, amelyek 85 %-o0s homologiat mutatnak egymassal, az
inhomogén szekvencidk pedig a nem kodolo régiokban talalhatok (Wohlleben és
mtsai, 1988). A glufozinat-ammoénium a bar/pat rendszer felfedezése Ota mar
nemcsak a vegyszeres allomanyszaritasban és a totalis gyomirtasban hasznalatos,
hanem alkalmassa valt a fenti rezisztenciagének valamelyikét expresszalo
novények szelekciojara, illetve a szelektiv gyomirtasra is. Napjainkig repce-,
kukorica-, szdja- ¢és cukorrépafajtak glufozinat-ammoniumrmal szemben tolerans
valtozatai keriiltek koztermesztésbe Liberty Link'™ kereskedelmi néven, bar
kevésbé elterjedtek, mint glifozat-rezisztens tarsaik. Gabonafélék esetében is mar
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tobb kutatdcsoport sikerrel allitott el a glufiznat-ammoniummal szemben tolerans
genotipusokat (Janakiraman és mtsai, 2002; Tan és mtsai, 2006).

Kevésbé ismert azonban, hogy a bar gén milyen mértékii rezisztenciat alakithat ki a
novényekben, illetve hogy a magas koncentracioban adagolt glufozinat-ammonium
milyen elvéltozasokat okozhat egy rezisztensnek vélt buzatorzs egyedeiben. A
disszertacio els6 részében ezekre a kérdésekre igyeksziink valaszt adni.

2.4. A Magyarorszagon elofordulo leggyakoribb gabonavirusok és kartételiik

A virus sz6 az 0korban mérges nyalkat jelentett. Bioldgiai értelme az idok soran
folyamatosan valtozott ugyan, mindig benne lappangott azonban a titkos,
kifiirkészhetetlen, veszedelmes jelentés is. Az ujkori tudoményos felfedezéseknek
koszonhetden ma mar sokat tudunk e ,,mérgezd” 1ényekrdl, amelyek korképével
gyakran szembesiilhetiink gabonatablainkon.

A ndévényi virusok koziil legalaposabban ismert a TMV (tobacco mosaic
tobamovirus — dohany mozaik virus). A vilag csaknem minden pontjarol izolaltak,
szdmos torzsét jellemezték. Nem jelent veszélyt az Oszi buzdra, mégis fontos
emlitést tenniink rdla, hiszen szinte minden jelentés virologiai felfedezés e
koérokozdval kapcesolatos. Ez volt az elsé ndvényvirus, amelyet leirtak, kristalyos
formaban tisztitottak, elektronmikroszkoppal lefényképeztek, illetve bizonyitottak
nukleinsavanak fert6z6képességét (Creager és mtsai, 1999).

A gabonafé€lék virdlis kérokozoinak nagy részét csak a masodik vilaghabora utan
azonositottak, d&m azok természetesesen mar kordbban is jelen voltak, és a
tudomanyos ismeretek hidnya miatt esetenként komoly fejtorést okoztak a
novénytermesztoknek. Legtobbszor tapanyag-ellatasi zavarra gyanakodtak a
szakemberek a tiinetek lattan, illetve ismeretlen gombak kartételének vélték azokat.
A TMV-vel kapcsolatos tudomanyos felfedezések azonban fellebbentették a fatylat
az addig ismeretlen korokozokrol. Vilagszerte nagy erdvel indultak meg a
kutatasok a viralis patogének azonositasara a gabonafélék korében is. Szamos virus
megismerése flizodik pl. Harold McKinney vagy John Slykhuis nevéhez. Wiese
(1987) még csak 30 virusrdl tett emlitést, amelyek képesek megfertdzni a buzat,
mig Brunt és mtsai (1996) mar 55 ilyen korokozorol szamoltak be. Lapierre és
Signoret (2004) szerint a Triticum fajok természetes koriilmények kdzott 57 virusra
fogékonyak, kisérletes koriilmények kozott pedig tovabbi 42-re. A ndvényvirusok
internetes adatbazisa, a VIDE (Virus International Data Exchange) szerint 51 virus
ismert, amelyre a T. aestivum fogékony (http 5).

Kozilik csak kevés fordul eld Magyarorszagon. Az 1960-as évek végéig azt
kozolték a novénytermesztési szakkonyvek, hogy hazankban a btiza virusos
megbetegedései ismeretlenek. Azonositasuk joval a legelsé nemzetkozi publikaciok
utan tortént meg, zommel az 1980-as években. Els6ként a BYDV-t (Barley yellow
dwarf luteovirus — arpa sarga torpiilés virus) irta le Szirmai (1967) arpan, majd
Szunics €s Szunics (1984) buzan. Ezt kovette a BSMV (Barley stripe mosaic
hordeivirus — arpa csikos mozaik virus) publikalasa (Milinké és Remete, 1984).
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Kiraly (1987) a buza virusos betegségei koziil egyediil a BYDV-t targyalta, a WDV
(Wheat dwarf mastrevirus — btiza torpilés virus), a BMV (Brome mosaic
bromovirus — rozsnok mozaik virus) és a WSMV (Wheat streak mosaic
tritimovirus — btza csikos mozaik virus) kartételét még csak valdszintsitette. Az
1984-ben inditott gabonaviroldgiai program keretében tovabbi patogéneket sikertiilt
azonositani (Pocsai és Barabas, 1985; Gaborjanyi és mtsai, 1988), és néhany éven
beliil a hazankban ismertté valt gabonapatogén virusok szama kettdrdl tizre
emelkedett. Az 1990-es évektdl a hazai — szegedi és martonvasari — nemesitéhazak
is bekapcsolddtak a kutatdsba és évrdl évre meghataroztak a kisérleti tertileteiken
jelen 1évé virusokat, igy kirajzolodott azok fertézéképessége és gyakorisaga. Papp
¢s mtsai (1996) két vizsgalati évet (1994 és 1995) értékelve a BSMV-t és a BMV-t
talaltak a legelterjedtebbnek — megcafolva azt a korabbi nézetet, miszerint a BYDV
szinte kizarolagos jelentdséggel bir. Mesterhdazy és mtsai (2002) egy oOtéves
kisérletsorozatban (1994-1999) otféle virust (BMV, BSMV, BYDV, WDV és
WSMV) diagnosztizaltak tag térallasban, szeptemberben vetett bizandvényekbdl.
A korokozok gyakorisagat az évjarat erésen befolyasolta. Szamos esetben akar 3-5
virusfaj is kimutathaté volt ugyanabbdl a levélbdl, ami a kevert vertdézések
fontossagara iranyitotta a figyelmet. A kisérleti atlagot tekintve a WSMV fordult
elé a mintak zomében. Pribék és mtsai (2006) emlitik, hogy 2002-ben orszagos
epidémia alakult ki, tetemes termésveszteséget okozva az Gszi arpan, a kenyér- és a
durumbuizan. Felmérésiikben az 1996-2005 periodust vizsgalva minden esetben a
WDV dominancidjat allapitottdk meg, emellett 2001-2003 kozott jelentds BYDV-
fertdzést is talaltak. Papp €s mtsai (2011) ramutattak, hogy a virusosszetétel a
tenyésziddszakon beliil is megvaltozhat. Négy éven at (2007-2010) aprilis végén és
Jjunius elején gylijtottek be tiinetes buzaleveleket. A kordbban szedett mintak 39 %-
aban WSMV-t, 30 %-aban WDV-t, 25 %-aban BYDV-t, 4 %-aban BSMV-t, 2 %-
aban pedig BStV-t (Brome streake mosaic rymovirus — rozsnok csikos mozaik
virus) azonositottak. Ezzel szemben a késébben gytijtott levelek 50 %-aban WDV-
t, 14 %-aban BYDV-t, 13 %-dban WSMV-t, 11 %-aban BMV-t, 10 %-aban
BSMV-t, 2 %-aban pedig BStV-t talaltak. Mindezen fenti tapasztalatok alapjan a
hazankban eléforduld btzavirusok koziil kiemeltiik a négy leggyakoribb korokozot
(2. tablazat és 2. abra), amelyeket a tovabbiakban részletesebben targyalunk,
hiszen ezeket vilagviszonylatban is a legveszélyesebbek kozott tartjak szamon.

2.4.1. Arpa csikos mozaik

A BSMV a Hordeiviridae csaladba tartozo, vilagszerte elterjedt korokozo.
Azonositottak Eurazsiaban, Eszak-Amerikaban, Egyiptomban, Ausztraliaban, sét a
Csendes-6ceani szigetvilagban is. A T. aestivum-on kiviil tovabbi 40 ndvényfaj
érzékeny ra, amelyek foként a Poaceae, a Chenopodiaceae, az Asteraceae ¢és a
Solanaceae csaladokbdl keriilnek ki (http 5). Virionja altalaban egyenes palcika
alaka, 112-150 nm hosszu és 18-24 nm széles, megfigyelhetd rajta egy 3-4 nm
atmér6ji hosszanti csatorna (Harrison és mtsai, 1965). Genomja egyszalas, linearis
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2. tablazat. A Magyarorszagon leggyakrabban el6fordul6d gabonavirusok

ElsO nemzetkozi

és hazai leirasa
McKinney, 1951

Milinké és Remete, 1984 BSMV

. Oswald és Houston, 1951
Barley yellow dwarf luteovirus Szirmai. 1967 BYDV

Virus tudoményos neve Akronim

Barley stripe mosaic hordeivirus

) Vacke, 1961
Wheat dwarf mastrevirus Gaborjanyi és mtsai, 1988 WDV
Wheat streak mosaic tritimovirus McKinney, 1937 WSMV

Pocsai és Barabas, 1985

2. abra. A Magyarorszagon leggyakrabban el6forduld gabonavirusok tiinetei.
A: BSMV (forras: http 6), B: BYDV (forras: http 7),
C: WDV (forras: http 8), D: WSMYV (forras: http 9)
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RNS-bdl 4ll, teljes mérete 10 kb. Osztott genomja van (a, B, €s y), amelyek kiilon-
kiilon kapszidalodnak. Méretiik sorrendben 3,8 kb, 3,3 kb, illetve 2,8 kb. A y-
genom mérete torzsenként eltérd lehet. A genomok nukleotidszekvenciajat
Gustafson és Armour (1986) kozolték. Az a-genom egy ORF-et (open reading
frame — nyitott leolvasasi keret) tartalmaz, amely az RNS-fiiggé6 RNS-polimeraz
enzim 130 kDa méretii metiltranszferaz/helikaz alegységét kodolja. A B-genom
kédolja a 22 kDa-os kopenyfehérjét, illetve a 60, 17 és 14 kDa-os mozgasi
fehérjéket. A y-genomon két ORF taldlhato, amelyek az RNS-fiiggé RNS-
polimeraz enzim 87 kDa-0s polimeraz alegységét és egy 17 kDa-os regulator
szerepe van a patogenezisben ¢és a gazdanOvény RNS-interferencidn alapulo
védekezési mechanizmusanak gatlasaban (Petty és mtsai, 1990; Jackson és mitsali,
2009). A BSMV-t gyakran hasznaljak a VIGS (virus induced gene silencing — virus
indukalta géncsendesités) rendszerekben, ezaltal a funkcionalis genomikai
kutatasokban (Holzberg és mtsai, 2002). A mechanizmus alapja, hogy a virus y-
genomjan talalhato regulator fehérje génje elé vagy mogé idegen nukleinsav-
szekvenciak épithetdk, de ett6l a moddositastol a korokozd nem vesziti el
virulenciajat. A beépitett szekvenciaval komplementer novényi RNS-ek
degradalodnak és a megfert6zott novényben funkcidvesztés 1ép fel (Joshi és mtsai,
1990; Tai és mtsai, 2005). Igy térképeztek fel szamos anyagcsere utat, példaul
bluzaban az Lrl, Lrl0 és Lr2l gének altal kialakulo levélrozsda-rezisztencia
mechanizmusokat (Scofield és mtsai, 2005; Campbell és Huang, 2010).

A BSMV vektorszervezetek nélkiil, mechanikai uton terjed az egészséges ¢€s a
fert6zott novények leveleinek egymashoz dorzsolédése kovetkeztében kialakulo,
vagy novényapold munkagépek okozta mikrosériilések altal. Tuléléséhez és
terjedéséhez a vetémaggal torténd atvitel is jelentdsen hozzajarulhat, amelynek
mértéke az egyes gazda-patogén kapcsolatok szerint eltérd. A maggal terjedd
virusok szinte kivétel nélkiil pollennel is atvihetok. lgaz ez a BSMV-re is, de mivel
a buza elsédlegesen ontermékenyiilé faj, ez a terjedési mod nem tal jelentOs
(Horvath, 1972; Glits és Folk, 1993).

A BSMV a gabonaféléket szisztemikusan fertézi, mig egyes fajokat (cukorrépa,
fehér libatop, dohany) csak lokalisan. Szisztemikus fertézés hatasara a
kloroplasztiszok alakja kerekké valik, megduzzadnak és Osszetapadnak gy, hogy a
szomszédos organellumok kozott a citoplazma egy része hozzajuk tapad, illetve
betiiremkedik. Tovabba kiilonb6z6, egyesével allo, membranhoz kotott
vezikulumok jelenhetnek meg a belsé €s a kiilsé membran kozott. A fertdzott sejtek
kloroplasztiszaiban periferialis vezikulumok talalhatok. Ezek az elvaltozasok a
fotoszintetikus aktivitds csokkenéséhez vezetnek (McMullen ¢és mtsai, 1978;
Goodman és mtsai, 1991). Egyszikiick levéllemezén a levélerekkel parhuzamos,
kifakult mozaikcsikok jelentkeznek, kétszikiieknél pedig klorotikus helyi 1ézidok
lathatok. Arpan és bizan a tiinetek az enyhe mozaikcsikoktol a teljes nekrozisig
véltozhatnak. Juniusban mar gyakori a korképek maszkirozodasa. Nagymértékii a
beteg novények novekedésgatlasa, gyenge a bokrosodas, rovidiilnek a kalaszok, sot
sterilitast is tapasztaltak mind a pollen, mind a petesejt esetében, valamint a
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kalaszképzOdés teljes elmaraddsat. Vésd soron a fertdzés erdsségétdl és a
termesztett fajta fogékonysagatol fliggben a BSMV akar 60-70 %-0s
termésveszteséget is okozhat (Carrol, 1980; Jezewska és Trzmiel, 2010).

2.4.2. Arpa sarga torpiilés

Elséként a BYDV atvitelét ismertetjiik, mert a Cornell Egyetemen ez alapjan
nevezték és kiilonitették el a korokozo torzseit (Rochow és Eastop, 1966; Rochow,
1969). A virus vektorszervezetei az Aphididae csalad tagjai koziil keriilnek ki. A
levéltetvek virusatvitelben betoltott szerepét mar a 20. szdzad elsé évtizedeiben
bizonyitottak. Szard-szivo szajszerviik révén ezek a rovarok a legfontosabb
természetes virusvektorok (Pribék, 1999). William Rochow kutatocsoportja 6t
BYDV torzset azonositott aszerint, hogy négy bizonyos levéltetiifaj milyen
hatékonysaggal viszi at azokat a betegrol az egészséges novényre (3. tabldazat).

3. tablazat. BYDV torzsek elkiilonitése az 1960-as években New Yorkban végzett
megfigyelések alapjan

) Legjellemz6bb vektorszervezet
Torzs neve .
tudomanyos neve magyar neve
RPV Rhopalosiphum padi L. zselnicemeggy levéltet
MAYV | Macrosiphum avenae (Fabricius)* gabona levéltetli
RMV | Rhopalosiphum maidis (Fitch) z6ld kukorica levélteti
SGV | Schizaphis graminum (Rondani) z6ld gabona levéltetii
PAV R. padi L. és M. avenae (Fabricius)*

* Jelenlegi taxondmia szerint a tudomanyos neve Sitobion avenae (Fabricius).

Ezzel a felosztassal érvényre jutott a kutatok azon véleménye, hogy a sarga
torpiilés betegségért nem egyetlen koérokozo, hanem patogének csoportja a felelds,
s ezért a BYDV-t, mint gylijténevet hasznaltdk tovabb. A BYDV egyetlen torzse
sem bizonyult eddig abszolut vektorspecifikusnak. Ezért jobban kozelit a
valosaghoz, ha vektorspecificitds helyett a torzsek transzmisszidos fenotipusarol
beszéliink, ami azonban mindig csak az adott kisérleti rendszerre jellemzd,
altalanositani nem lehet (Power és Gray, 1995). A torzsek és a vektorok
transzmisszios fenotipusa feltehetdleg sohasem lesz teljesen ismert, hiszen a fenti
Ot torzson kiviil tovabbiakat is publikaltak (Plumb, 1974, Zhang és mtsai, 1983), a
potencialis levéltetii vektorok szama pedig meghaladja a 40-et (Blackman és
Eastop, 1989). Lister és Rochow (1979) bizonyitottak, hogy az eredetileg leirt 6t
virustorzs szerologiailag is kiilonbozik egymastol és mind egy-egy szerotipusnak
foghato fel, vagyis immunolégiai modszerekkel jol elkiilonithetok.
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A BYDV gytjtonéven emlitett korokozok taxonémiai besorolasa sok valtozason
ment at. Alapjaban véve a Luteoviridae csaladba tartoznak, ami maig megallja a
helyét. Ezen belill harom nemzetséget talalunk: Luteovirus, Polerovirus és
Enamovirus (Domier, 2012). Eredetileg minden BYDV-torzset a Luteovirus
csoportban helyeztek el. Elséként Gill és Chong (1979) modositottak Rochow
rendszerezésén, akik citopatologiai vizsgalataik alapjan két alcsoportot hoztak 1étre.
Egyikbe a PAV, MAV ¢és SGV, masikba az RPV és RMV torzseket soroltak.
Eredményeiket szeroldgiai vizsgalatok is megerdsitették (Paliwal, 1979). Halbert és
mtsai (1992) szamos virustorzs transzmisszios fenotipusat és szerotipusat elemezve
ramutattak, hogy azok gyakran nincsenek 0Osszhangban egymaéssal, ezért a
taxonomiat érinté dontések eldtt alaposabb, tobb tulajdonsagot figyelembe vevo
elemzést javasoltak. Ehhez kivalod eszkozoket nyujtott a molekuléris biologiai €s
biotechnologiai modszerek rohamos fejlédése, amelyek ugyancsak alatamasztottak
a két alcsoport létjogosultsagat. A BYDV-torzsek nem strukturalis génjeinek
hibridizaciés vizsgalata soran a PAV és a MAV mutatta a legnagyobb homologiat,
mig az RPV és RMV torzsek kozott erds inhomogenitast tapasztaltak (Martin és
D’Arcy, 1990; Vincent, 1991). A teljes genom szekvenalasaval bizonyosodott be,
hogy az RPV-t6rzs nem a Luteovirus, hanem a Polerovirus nemzetségbe tartozik.
Az Egyesiilt Kiralysdgban 1997-ben tartott konferencian javaslatot tettek
atnevezésére. Az uj nevet [CYDV-RPV (Cereal yellow dwarf polerovirus — gabona
sarga torpiilés virus)] az ICTV be is vezette (D’Arcy és mtsai, 2000). A
Polerovirus és a Luteovirus nemzetség kozott alapvet6 kiilonbségek vannak példaul
az RNS-fiiggd RNS-polimeraz enzim génjeiben (Miller és mtsai, 2002), illetve a
Luteovirus-okkal ellentétben a Polerovirus csoport rendelkezik egy specialis,
genomhoz kapcsolt fehérjével és nulladik ORF-fel. Utobbi egy géncsendesitést
gatld szekvenciat kdédol (Mangwende és mtsai, 2009). A legijabb eredmények azt
is igazoltak, hogy az RMV-torzs ugyancsak a Polerovirus nemzetségbe tartozo, am
a CYDV-tdl genetikailag jol elkiiloniild, teljesen uj faj (Krueger és mtsai, 2013). Uj
neve a kutatocsoport javaslatira MYDV-RMV (Maize yellow dwarf polerovirus —
kukorica sarga torpiilés virus). Jelenleg a virusos sarga torpiilés korokozoiként
tartjuk nyilvan a BYDV-torzseket, a CYDV-torzseket, a WYDV-t (Wheat yellow
dwarf polerovirus — blza sarga torpiilés virus) és az MYDV-t. Gylijtonévként az
YDVs, azaz sarga torpiilés virusok elnevezés hasznalatos.

A betegséget tobb mint 50 orszagban irtdk le. Vildgviszonylatban ¢és
Magyarorszagon is az erGsen virulens PAV a leggyakoribb szerotipus, ezért
dolgozatunk tovabbi fejezeteiben a BYDV akronim alatt a BYDV-PAV torzset
értjiik. Ismert gazdanovényeinek szama 150 feletti, a Poaceae csalad hat
alcsaladjabol ot érintett. A termesztett fajokon kiviil rengeteg egynyari és éveld
gyom is gazdanovénye, de tiinetek nem mindegyiken jelennek meg (D’Arcy, 1995;
Jarosova és mtsai, 2013). A BYDV két f6 vektorszervezete a zselnicemeggy
levéltetti (R. padi L.) és a gabona levéltetii (S. avenae Fabr.). Mindkett6 kis vagy
kozepes méretli, az egész vilagon elterjedt, holociklusos fejlédésti levéltetii faj.
Ezek a rovarok virusvektor tevékenységiikkel nagyobb kart idéznek elé, mint a
ndvénynedvek szivasaval. A BYDV mellett szamos mas virus atvitelére is képesek.
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A BYDV-t perzisztens, cirkulativ médon terjesztik. A vektor és a virus kapcsolata
hosszl ideig, napokig, s6t esetenként a vektor élete végéig fennmarad. A virus a
vektor testében cirkuldl, de ott nem replikdlodik. A BYDV ¢és éltalaban a
luteovirusok a novényi szallitdbedényekben helyezkednek el. A floémbol felszivott
szovetnedvvel egyiitt felvett virus a levéltetii emésztd szervrendszerében eljut az
utobélig, s annak falan athatolva bejut a keringési rendszerbe. A hemolimfa a
jarulékos nyalmirigyhez széllitja a virusrészecskéket, amelyek bejutnak a
nyalcsatornaba. A vektor akkor valik fertdzoképessé, amikor a virus a nyalaban
megjelenik. A korokzé stabilitasat és az atvitel sikerességét egy 61 kDa tomegi
szimbionin fehérje biztositja, amely kapcsolddik a virus kopenyfehérjéjének egyik
alegységéhez, ezaltal lehet6vé teszi, hogy a virus megtartsa integritdsat a
hemolimfaban. A szimbionin fehérjét a levéltetvek bélrendszerében talalhato
Buchneria baktériumok termelik. Antibiotikum kezeléssel visszaszoritva ezen
mikroorganizmusok szaporodasat, a virion elvesztette integritasat (Basky, 2005).

A BYDV genomja egyszalas linearis RNS-bdl all. A genom nem osztott, mérete
5,6 kb és hat darab, nagyon rovid ORF-et tartalmaz a 3” véghez kozel. Az 1. és a 2.
15 bazis hosszban atfed egymassal, a 4. pedig a 3-on beliil helyezkedik el (Miller és
mtsai, 1988). A 3-6. ORF-ek expresszidjat szubgenomi RNS-ek segitik (Dinesh-
Kumar ¢és mtsai, 1992). Az 1-2. ORF az RNS-fiiggé RNS-polimeraz helikaz és
polimerdz alegységeit kodolja (Habili és Symons, 1989). A 3. ORF koédolja a
kopenyfehérjét és az un. RTD-t (readthrough domain). Ezek hatarozzak meg a
virion szerkezetét, illetve segitik a virusok 4thatolasat a novényi és allati
membranokon (Brown és mtsai, 1996; Peter ¢és mtsai, 2009). A 4. ORF
fehérjeterméke a virusok sejtrdl sejtre torténd mozgasat biztositja (Schmitz, 1997).
Frameshift mutaciok segitségével Young €s mtsai (1991) megallapitottak, hogy az
5-6. ORF is elengedhetetlen a fertézoképesség fenntartasahoz.

A betegség tiinetei altalaban 7-20 nappal a fert6z6dés utan jelentkeznek elGszor a
levéllemezek szélein és csicsi részén. Arpanal halvanysarga, zabnal narancssarga,
vords ¢€s lila, buzéan, rozson és tritikalén sarga, néha vords, mig rizsen sarga
szinvaltozasokat figyeltek meg. Hideg hatasara gyakrabban alakulnak ki voros és
lila foltok. A klorézisok a késébbiekben szétterjednek az egész levéllemezen, majd
bekovetkezik a nekrdzis. A zold szinvesztés az Oregebb leveleken kifejezettebb.
Tovabbi jellegzetes korkép a hajtasok novekedésgatlasa, a rovid internodiumok
kovetkeztében fellépd torpiilés, illetve a gyokértomeg-csokkenés. A beteg novény
késObb kalaszol ki, mint az egészséges. A szemek szdma és tomege lecsokken.
Olyan szinti is lehet a fertézés, hogy a névény ki sem kalaszol, vagy a kalaszok
fejletlenek és sterilek maradnak. A tiinetek erdsségét befolyasolja a gazdanovény
faja és fajtdja, fert6zéskori fenoféazisa, a virus koncentracioja, valamint a kornyezeti
tényezok (Irwin és Thresh, 1990; Horvath, 1995). Bonyolult megbecsiilni a BYDV
altal okozott tényleges gazdasagi karokat, mégis le kell szdgezni, hogy
vilagviszonylatban a gabonafélék egyik legpusztitobb betegségérdl van szo.
Szamos tanulmény sziiletett, amelyek a lehetséges terméskiesést 15-50 %
kozottinek becsiilik (Lister és Ranieri, 1995; Perry és mtsai, 2000; McKirdy és
mtsai, 2002).
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2.4.3. Buza torpiilés

A WDV-t els6 izben az egykori Csehszlovakiaban irta le Vacke (1961). Azodta
publikaltak  jelenlétét  tobbek  kozott — Svédorszagban,  Finnorszagban,
Lengyelorszagban, Németorszdgban, Spanyolorszagban, Kinaban ¢és Iranban,
valamint Magyarorszagon is. A korokozé a Geminiviridae csaladba, azon beliill a
Mastrevirus nemzetségbe tartozik, egyetlen hazai képviseléje ennek a csaladnak
(Ersek és Gaborjanyi, 1998). Az ebbe a csoportba tartozé virusok kiilonlegessége,
hogy ikerpartikulumu, viszonylag kisméretii (18-22 nm x 30-38 nm), latszolag
izohedralis alaku virionokkal rendelkeznek, genomjuk pedig cirkularis, egyszalu
DNS-b4l all. A Geminiviridae csaladon beliili nemzetségek elkiilonitésének alapja
az, hogy az ikervirionok DNS-ének szekvencidja mennyire homogén egymassal. A
Mastrevirus nemzetségben azonos bazissorendit DNS-t tartalmaznak az
ikervirionok (Horvath, 1999a). Az osztalyozas tovabbi alapjat képezi az ORF-ek és
az intergénikus régiok (IR) vizsgalata (Brown és mtsai, 2012).

Az egyszalu, cirkularis genom 2,6-2,7 kbp méretii, kevés fehérjét kodol. A DNS-en
4 ORF van, kettd a pozitiv polaritdsu virionszélon — V1 és V2 —, ketté pedig a
negativ komplementer szdlon — C1 és C2. A V1 mozgési fehérjéket kodol, a V2
pedig a kopenyfehérjét. Utdbbinak a virion kapszidaldsa mellett szerepe van a
vektoratvitelben és a szisztemikus virusmozgasban is. A replikaciohoz sziikséges
fehérjéket (Rep — replication-associated proteins) a C1 és C2 ORF-ek egyiittesen
kodoljak, ezek rovid szakaszon atfednek egymassal (Boulton és mtsai 2002;
Kvarnheden és mtsai, 2002). A Rep-fehérjéknek sok funkcidja van: specifikus
DNS-felismerés, ATP/GTPaz aktivitas biztositasa a replikaciohoz, kopenyfehérje-
gén promoterének aktivalasa. E proteinek kolcsonhatdsat szegedi kutatdk is
tanulmanyoztak egy projekt keretében (Horvath és mtsai, 1998). A WDV-genom
tovabbi részei az un. LIR (large intergenic region) és SIR (short intergenic region).
El6bbi erésen konzervalt a Geminiviridae csaladban, és tartalmazza a replikacios
origbt (Palmer és Rybicki, 1998). A replikacié modjat a nemzetség névadoja, az
MSV (Maize streak mastrevirus — kukorica csikossag virus) tanulmanyozasa soran
kozoltek (Stanley, 1985; Stanley €s Davis, 1989), de ezek a megfigyelések a WDV -
re is igazak. Maga a nukleinsav-replikacio a gazdandvény sejtmagjaban megy
végbe intermedier kétszali DNS-formak segitségével, un. forgd kerék (rolling
circle) formaban. A mecChanizmus révén révid idé alatt sok masolat késziil a
genomrol. A transzkripcid a genom virion és komplementer szalardl egyiddben
torténik (Gutierrez, 1999; Gafni és Epel, 2002).

»Ez a rovar rendkiviil karos és rovid idon beliil kivégzi a buzavetéseket a jelentos
elterjedése miatt. Elotiinése aprilis 10-én volt, a kar ekkor még nem nagy, a
hémérséklet emelkedésével azonban olyan rapid médra terjedt és olyan nagy kart
okozott, hogy mar 100 hold Oszi buzat ki kellett szantanunk. Az allat altal
megtamadott buzavetés rozsdapiros lett; mintha tiz perzselte volna végig.” Emperl
Emd irta e sorokat Békésbdl, 1892. méjus 3-an. Levelében a csikos gabonakabdca
(Psammotettix alienus Dahlbom) kartételérdl tett jelentést (Jablonowski, 1895).
Még nem sejthette, hogy nem az allat elsddleges karképét latta, hanem az altala
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terjesztett virus okozta a megdobbentd tiineteket. A WDV vektorszervezete ugyanis
éppen a 3-4,5 mm-es méretli csikos gabonakabdca, amit szintén Vacke (1961)
publikalt elséként. Hazankban mindeniitt eléfordul, leggyakoribb kabocaink
egyike. Az allat szivasaval kozvetlenil is gazdasagi kart okoz — am fontosabb
kozvetett kartétele, a WDV terjesztése. A primer WDV fert6zés 6sszel torténik az
imagokkal, a masodlagos pedig tavasszal, amikor a nimfak taplalkoznak (Lindblad
¢s Sigvald, 2004; Manurung és mtsai, 2005). A virus perzisztens modon terjed:
nem replikalodik a rovarban és nem kertil at a petékbe. Vacke (1964) kisérletében
az imagok a virusbeteg névényen mar 5 perces tartdzkodas utan felszivtak a virust
¢s 1-4 napos inkubdacios 1d6 utan fertézoképesse valtak.

A mastrevirusok fdleg egyszikli novényeket fertdznek. A termesztett fajok koziil a
WDV legfébb gazdandvényei a buza, az arpa, a rozs €és a zab. Lindsten és Vacke
(1991) megfigyelték, hogy a korokozd nem egyforman fertzi a buzat és az arpat.
Eredményeiket tobb kutatocsoport is megerdsitette (Kvarnheden és mtsai, 2002,
Kokli és mtsai, 2007), és a két valtozatot arpa-, illetve buzatorzsként nevezték el.
Az arpatdrzs nem fert6zi meg a buzat, de a buzatorzs atvihetd arpara (Mechner és
mtsai, 2003; Kundu és mtsai, 2009). Laboratoériumi koriilmények kozott azonban
Commandeur ¢s Huth (1999) az arpatorzzsel is képes volt megfertdzni a buzat. A
két torzs genomja 85 %-o0s homologiat mutat egymassal. Mégis mindkettét WDV -
nek nevezik, mivel az ICTV a Mastrevirus nemzetségben 75 %-ra lecsokkentette az
egy fajba tartozas kritériumat (Fauquet és mtsai, 2008). Megjegyezziik azonban,
hogy létezik egy zabot fert6z6 torzs is, amely csak 70 %-os hasonldsagot mutat a
bliza- és arpatdrzzsel, ezért Schubert és mtsai (2007) kezdeményezték 1 fajként
valo elkonyvelését ODV (Oat dwarf mastrevirus — zab torpiilés virus) néven.

A betegség tiinetei buzan és arpan szinte egyformdk. Dramaian lecsdkken a
fotoszintézis, a novények torpiilnek, sargulnak és feltlinéen csokrosodnak. Jellemzo
a levelek kanalasodasa, barna foltosodasa, valamint a kalaszolas elmaradasa is. A
terméskiesés akar 70 %-os is lehet (Horvath, 1995; Pocsai és Muranyi, 2010).

2.4.4. Buza csikos mozaik

A WSMV a Potyviridae csaladba, azon beliil a Tritimovirus nemzetségbe tartozik.
Korabban a Rymovirus nemzetségbe soroltak, de Stenger és mtsai (1998)
filogenetikai elemzéssel bizonyitottak ennek helytelenségét. Els6ként McKinney
(1937) irta le az Egyesiilt Allamokban, ahol maig az egyik legjelentésebb
buzabetegség (Velandia és mtsai, 2010). A vilag szdmos pontjan bizonyitottak
jelenlétét, igy Eurdpa kiillonboz6é orszagaiban, Kanaddban, Jordanidban,
Mexikoban, s6t Ausztraliaban is. Magyarorszagon elséként tiveghazbol gytijtott
mintadban mutattdk ki (Pocsai és Barabas, 1985), majd szant6f6ldon is (Gaborjanyi
¢s Nagy, 1988).

A virion hajlékony, palcika vagy fonal alak(, 700 nm hosszl és 13 nm atmérdji
(Brakke, 1971). Amint az a Potyviridae csaladra altalaban is jellemz06, az egyszalas
RNS-bdl allo, 9,4 kb méretli genom elején mintegy 85-205 nukleotidos nem kddolo
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régio taldlhatd, amit egy igen hosszii ORF kovet, s ez egyetlen nagyméretii
poliprotein prekurzort kodol (Stenger és mtsai 1998). A poliprotein proteolitikus
érése soran 8-10 funkcioképes fehérje keletkezik. A génkifejez6dés szabalyozasat a
kiilonb6z6 proteaz enzimek id6ben eltérd expressszidja teszi lehetévé (Riechmann
¢és mtsai, 1992; Dougherty és Semler, 1993). A poliprotein aminoterminalis végén
helyezkedik el a proteinaz funkciojo P1 fehérje, amely egy specifikus
felismercéhellyel rendelkezik sajat maga és a HC-Pro (helper component-proteinase
— segitd proteinaz) kozott. Nem specifikus helyeken kotédik az RNS-ekhez, és
elengedhetetlen a hatékony virusreplikacidhoz (Verchot és Carrington, 1995). A
HC-Pro-nak sok funkcidja van. N-terminalis régidja a levéltetvekkel terjedd
potyvirusoknal kap szerepet, C-terminalis vége pedig proteinaz funkcidji és
szerepe van a replikacidban, valamint a poszttranszkripcionalis csendesités
gatlasaban is (Kasschau és mtsai, 1997). A CI (Cylindrical Inclusion protein —
hengeres inkluzios fehérje) helikdz funkciojt, ezen kiviil felelds a ribonukleotid
hidrolizisért, illetve a virus novényben vald hossza tava és sejtrdl sejtre torténd
mozgasaért (Fernandez és mtsai, 1995; Carrington és mtsai, 1998). Tovabbi
proteinaz funkcidju fehérjék is képzdédnek, mint az Nla és NIb (Nuclear Inclusion
protein), utobbi a Potyviridae csaladban a legkonzervaltabb szekvencia, és a
poliprotein vagasan kiviil RNS-fiiggd RNS-polimeraz aktivitasa is van (Carrington
¢és Dougherty, 1987). A kopenyfehérje a poliprotein C-terminalis végénél talalhato,
szerepe van a virus névényen beliili mozgasaban is (Lane és Skopp 1983; Rojas és
mtsai, 1997). A funkciondlis fehérjék szinte minden lehetséges kombindcioban
képesek egymassal kapcsolodni, homo-illetve heteromer komplexeket alkotni,
ezaltal tovabbi funkciokat ellatni (Choi és mtsai, 2000).

A Poaceae csaldd szdmos tagja lehet a WSMV gazdandvénye. Kiilonb6zo
mértékben ugyan, de a legtobb bliza-, arpa-, zab-, kukorica- és kolesfajta érzékeny
a betegségre. A kalaszos gabonak betakaritasa és 0szi vetése kozott arvakeléseken
és vad fajokon (pl. Echinochloa, Setaria spp.) is gyakran megtalalhato (Christian és
Willis, 1993; Ellis ¢és mtsai, 2004). Mindez Osszefiiggésben van
vektorszervezetével. A WSMV cirkulativ akarinofil virus. Slykhuis (1955) k6zolte
els6ként, hogy az Eriophyidae (gubacsatkak) csaladba tartozo Aceria tulipae Keifer
atkafajnak koze van a betegség terjedéséhez. A korokozot csak a nimfak veszik fel,
de terjesztéséért mar mind a nimfak, mind az imagok felelések. Az atka kiilonb6z6
novényekre (Triticum, Agropyron, Allium spp.) természetesen adaptalodott
fiziologiai torzsei a virusatvitelben differencialtan viselkedtek. A bazardl szarmazo
vektortdrzs nagyon hatékonyan (84-92 %), a hagymarol szarmazo csak kevésbé
hatékonyan (27-70 %), mig a tarackrol izolalt torzs alig (1 %) vitte &t a WSMYV 6t
torzsét (del Rosario és Sill, 1965; Orlob, 1966). Brakke (1971) kisérletében az allat
15-60 perc alatt vette fel a virust €s tobb mint 6 napig fertézoképes maradt.
Késobbi taxonomiai vizsgalatok ravilagitottak, hogy az A. tulipae atkafaj csak a
Liliaceae csaladba tartozo ndvényeken él, a Poaceae csalad fajain valojaban az A.
tosichella telepszik meg, s ez a WSMV vektora (Jensen és mtsai, 1996; Seifers és
mtsai, 1997). A rendkiviil kicsiny (100-250 pum) atkdk teste megnyult, henger
alaka. Szuro-szivo szajszerviikkel a levelek fonakan taplalkoznak, s ha virusoktol
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mentesek, akkor karképiik szabad szemmel nem lathato (Jenser és mtsai, 1998). A
legtijabb kutatasi eredmények szerint az A. tosichella a WSMV mellett hatékonyan
atviszi a TrMV-t (Triticum mosaic poacevirus — biza mozaik virus) is, és mivel e
két korokozé szinergista, egyiitt fertézve novelik a terméskiesést (Seifers és mtsai,
2009; Tatineni és mtsai, 2010). A WSMV képes vektor nélkiil, vetdémaggal is
terjedni, bar ennek hatékonysaga joval elmarad az atkakkal torténd atvitelhez
képest. Elsoként kukoricanal mutattdk ezt ki (Hill és mtsai, 1974), néhany éve
pedig Ausztralidban talaltak Mexikobol szarmazo fertdézott buza vetdmagtételt
(Jones és mtsai, 2005).

E betegség tiinetei ugyancsak a gazdanovény levelein jelentkeznek el0szor elobb a
levélerekkel parhuzamos mozaikcsikok, majd sargulés, végiil nekrozis formajaban
(Slykhuis, 1953). A beteg ndvényi sejtek citoplazmajaban amorf zarvanyok
figyelheték meg (Langenberg, 1991), a leglatvanyosabb tiinet azonban a
hajtasszam csokkenése, amit tobb kutatdcsoport is tanulméanyozott. Shahvan és Hill
(1984) 93 %-os, Hunger és mtsai (1992) 75 %-os redukciot mértek. Edwards és
McMullen (1998) 19 tavaszi buza genotipus mesterséges inokuldlasaval allitottak
be szant6foldi kisérletet ¢és egyes fajtaknal 99 %-os szemterméscsokkenést
regisztraltak. Byamukama és mtsai (2012) vizsgalataban a kontrollnal érzékenyebb
buzafajtanal a WSMV fertézés szignifikans visszaesést eredményezett mind a
hajtasszdmban, mind a hajtas- és gyokértomegben.

2.5. Virusrezisztencia kialakitasanak lehetéségei — kiilonos tekintettel az RNS-
interferencia jelenségére

Virussal fertdz6dott, beteg ndvényt meggydgyitani igen nehéz, gyakran lehetetlen
vallalkozas. Meégis egyes esetekben kivdnatos, hogy ¢értékes fajtakat
virusfert6zottségiik ellenére is fenntartsanak. Ennek egyik modja a specidlis
klimakamrakban végezhetd hoterapia. Alkalmazésa csonthéjas gyiimdlcsféléknél,
sz016n¢l, disznovényeknél, burgonyanal régota ismert. Hoterapidra érzékeny
fajoknal szoba johetnek a kemoterapias modszerek IS (természetes vagy
mesterséges inhibitorok), de ezek nem pusztitjak el a virusokat, csak akadalyozzak
azok replikacidjat és elterjedését a gazdaszervezetben. Gabonafélék szant6foldi
novényvédelmében ezeket a modszereket egyaltalan nem alkalmazzak kis
hatékonysaguk ¢és koltséges voltuk miatt.

Preventiv modszerekkel joval hatékonyabb lehet a virusok elleni kiizdelem, mint
kurativ eljarasokkal. A megeldzés alapvetd célja, hogy megakadalyozza a gazda-
parazita kapcsolat létrejottét, vagy a mar fertézott ndovénybdl a virus
tovabbterjedését. A mezdgazdasag sokaig csak a hagyomdnyos agrotechnikai
eljarasokra  hagyatkozhatott. Helyes vetésforgd betartasaval, —megfeleld
tapanyagellatassal, a korai vetésid6 elkeriilésével, optimalis hektaronkénti tészam
beallitasaval, a beteg ndvények eltavolitasaval, virusmentes szaporitdbanyagok
hasznalataval igyekeztek megvédeni a kultirnévényeket. Ezek azonban csak rovid
idére jelentenek mentességet, mert ha a gazdandvény fogékony, szinte barmelyik
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fenofazisban megfertézodhet exogén forrasokbol. Az agrokémia fejlédésével Uj
lehet6ség adodott a virusok elleni prevenciora, mégpedig a vektorszervezetek
vegyszeres gyéritése inszekticidekkel, akaricidekkel (Perring és mtsai, 1999). Ez
azonban jelentds kornyezetterheléssel ¢és az ¢€letkozosségekbe torténd karos
beavatkozassal jarhat, s6t virologiai szempontbol sem tokéletes. A nem perzisztens
virusokat ugyanis a vektorok néhany masodpercig tartd probaszivassal felveszik, és
azonnal tovabbterjesztik. Cirkulativ virusok ellen hatékony lehet a vektorok irtasa,
am egy adott kultarnévény tablaban a kilonféle virusok egyiitt, komplexen
fordulnak el6, ezért az inszeticidek hasznalata erre a célra vitathato, és szamolni
kell a szerrezisztencia kialakulasaval is a kartevok populacidiban (Horvath, 1999b).
A virusok elleni legeredményesebb ¢és legkdrnyezetkimélobb modszer a
rezisztencianemesités (Kegler és Spaar, 1993). A rezisztencia megnyilvanulhat a
virus novénybe jutdsanak, vagy a korokozd ndvényben vald replikdciojanak
gatlasaban. Mindkét esetben a gazdaszervezet, a patogén ¢és (ha van) a vektor
genotipusatol, valamint a kornyezeti tényezoktdl fligg a rezisztencia megléte,
illetve mértéke (4. tabldzat).

4, tablazat. A gazdandvény lehetséges valaszreakcidi a virusfert6zésre. Ragetli
nyoman modositottdk Goodman és mtsai (1991)

Vilaszreakcio Tiinetek sulyossdga | Virusok szaporodasa
Fogékonysag +++ +++
Tolerancia + ++
Hiperszenzitivitas™* +++ +
Rezisztencia + +
Immunitas - -

“Csak a lézidban 1évé sejtekre nézve sulyosak a tiinetek.

Fogékony gazdandvényben jellegzetes tlinetek ¢és jelentds szisztemikus
virusszaporodas észlelhetd. A tolerdnsnak nevezett ndvények a virusreplikécio
ellenére alig karosodnak, termésveszteségiik is kicsi. Hiperszenzitivitas esetén a
korokozo a fertdzési helyen vagy annak kozvetlen kozelében lokalizalodik a 1€ziot
alkotd ndvényi sejtek programozott nekrozisa kovetkeztében. Rezisztens
novényekben a virusreplikacid gatlasa nekrdzisok hidnydban is bekdvetkezhet,
mert a fertdzési helyeken 1évo sejtek csak klorotikussa valnak, vagy semmilyen
tiinetet nem mutatnak. A megtamadott novény elkeriili a stlyos szisztemikus
invazio kovetkezményeit, bar helyi karosodasokat elszenvedhet. A rezisztencia
sz¢élsOséges valtozata az immunitds, amikor a virus nem tudja a gazdandvény
anyagcseretermékeit és enzimrendszerét hasznositani sajat szaporodasa érdekében.
Az immunis névény tulajdonképpen nem gazdaja az adott virusnak. Gyakorlati
szempontbol az immunis, a rezisztens, ¢és a hiperszenzitiv reakciokat ado
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genotipusokat érdemes felhasznalni, illetve kialakitani a nemesités soran. A
tolerans ndvények ugyanis hidba tiinetmentesek, a virusok szaporodnak benniik,
ezért rezervoarra valnak és veszélyt jelenthetnek (Goodman és mtsai, 1991).

azzal rokon vad fajokban meglévd genetikai hatteret haszndljak fel az
ellenalloképesség kialakitasara, vagy javitasara. Ezt a megkozelitést HDR-nek
(host-derived resistance — gazda eredetii rezisztencia) nevezik. Olyan genotipusok
johetnek szoba, amelyek egymassal keresztezhetok és fertilis utodokat képesek
létrehozni. A fertéz6déssel szembeni ellendlloképesség kialakitasanak célja a
korokozd tavoltartasa az egyébként fogékony novénytdél. A gazda specialis
morfologiai jellemzdire vezethetd vissza, mint példaul a levelek szOrozottsége,
viaszoltsaga, a kutikula vastagsaga, stb. Ezekre a tulajdonsagokra konnyen
indithatd szelekciés nemesitési program (Papp és Mesterhazy, 1996), de
jelentdsége alarendelt, mert az ilyen tipusi rezisztenciat a magasabb
koncentracioban eléforduld virusok konnyen attorik, igy tartés védelmet nem nyujt.
Ezért a betegséggel szembeni rezisztencia kialakitdsakor inkédbb a koérokozo
szaporodasanak és a tiinetek kialakulasanak gatlasara torekednek. Arpa génbanki
tételek YDVs ellenalloképességét mar az 1950-es években sziirni kezdték az
Egyesiilt Allamokban (Kalifornia, Wisconsin, Illinois), és szamos tolerans tipust
azonositottak. Az eredményeket a 3H kromoszoman talalhaté Yd2 szemidominans
génnek tulajdonitottak (Rasmusson és Schaller, 1959). A gént hordoz6 valtozatok
felkutatasara szelekcios programokat inditottak az USA-n kiviil Kanadéaban,
Mexikoban és Sziriaban. Husz év alatt (1970-1990) mintegy 25, viszonylag jo
szantofoldi rezisztenciaval rendelkezé arpafajtat sikeriilt azonositani (Burnett és
Mezzalama, 1990; Ranieri és mtsai, 1993). Baltenberger és mtsai (1987) leirtak,
hogy az Yd2 gén a MAV és a PAV torzsekkel szemben joval hatékonyabb, mint az
RPV ¢és RMV torzsekkel szemben — ezzel is eldrevetitették a két utdbbi torzs
rendszertani helyének modositasat. Niks és mtsai (2004) egy Gjabb, a PAV és a
MAV-torzzsel szemben is hatasos génrdl szamoltak be az arpa 6H kromoszéméjan,
¢s Ryd3-nak nevezték el. Kiterjedt kutatasokat folytattak a zab rezisztenciajanak
fokozasara is. Hasznalhato forrasokat talaltak az Avena sativa L. mellett a
hexaploid A. sterilis L.-ben és A. fatua L.-ban, valamint a diploid A. strigosa
(Schreber)-ban (Rines és mtsai, 1980; Comeau, 1982). Arpahoz és zabhoz képest
buzaval kevesebb ilyen jellegli kisérletet végeztek. Az egyik elhiresiilt genotipus az
Anza, amelyben Kimutattak a részlegesen dominans Bdvl rezisztenciagént (Singh,
1993). Larkin és mtsai (1990), valamint Xu és mtsai (1994) szamos vad fajrol —
Aegilops, Agropyron, Elymus, Elytrigia, Hordeum, Leymus, Thinopyron spp. —
kozolték, hogy szdba johetnek, mint YDVs rezisztenciaforras. Tobb kutatdcsoport
is kimutatta, hogy az Elymus hispidus (szin. Thinopyron intermedium) 2Ai és 7Ai
kromoszoémajan rezisztenciagéneket hordoz (Sharma és mtsai, 1995; Larkin és
mtsai, 1995). Zhang és mtsai (1999) a 7Ai kromoszoéman talalhaté génnek a Bdv2
nevet adtak. Ausztrdlidban, Kindban és Mexikoban keresztezési programokat
inditottak ezzel a vad fajjal és sikeriilt el6allitani néhany igéretes fajtat, de nagyon
nehézzé tette a nemesitést, hogy sok hatrdnyos tulajdonsag is atkeriilt a buzaba a
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donor nvénybdl (Ayala és mtsai, 2001). Mivel az Egyesiilt Allamokban a WSMV
okozta a legnagyobb terméskiesést buzaban, az ezzel a virussal szembeni
ellenalloképesség kutatasa keriilt el6térbe. Rezisztenciaforrast buzdban nem, csak a
vele rokon fajokban talaltak. Az atka vektor megtelepedése ellen két kecskebtiza
fajban (Aegilops tauschii és A. elongatum) irtak le ellenallésagot, a korokozoval
szemben pedig Elymus hispidus és Thinopyrum ponticum fajokbo6l vitték at a Wsm1
rezisztenciagént nemesitési anyagokba (Sebesta és mtsai, 1995; Friebe és mtsai,
1996; Chen és mtsai, 1998). A Bdv2 és a Wsml génekkel szorosan kapcsolt
molekularis markereket is kifejlesztettek, igy hatékonyabba valt a genotipusok
szelekcioja (Talbert és mtsai, 1996; Zhang ¢és mtsai, 2004). Ennek ellenére
virusrezisztens buzafajtat hagyomanyos nemesitéssel nehezen, sok év alatt lehet
kialakitani. Megjegyezziik, hogy Benkovics ¢és mtsai (2010) jelentdés WDV-
fogékonysagbeli kiillonbségeket irtak le koztermesztésben 1évo magyar buzafajtak
vizsgalata soran, amelyek értékesek lehetnek a nemesités szempontjabol. Sajnos
igen kevés adat all rendelkezésre arra vonatkozdéan, hogy a kalaszos
gabonafélékben eléfordul-e keresztrezisztencia a kiilonbozd virusokkal szemben.
Nem mindegy ugyanis, hogy 4-5, egymastol fliiggetleniil 6roklédé tulajdonsagot
kell kombindlnia a nemesitdnek, vagy van olyan rezisztenciaforma, amely
egyszerre tobb korokozoval szemben is védelmet biztosit. A fajtaeldallitas
szempontjabol ez alapvetd fontossagu lenne, a legtobb publikacid azonban csak
egy virusra koncentral.

A Dbiotechnolégia fejlédése lehetévé tette a HDR mellett a PDR-ben (pathogen
derived resistance — korokoz6 eredetii rezisztencia) rejlé lehetéségek kihasznalasat
is (Lomonosoff, 1995). Mivel a genetikai kodszotar univerzalis érvényd, a
korokozok génjei mitkddtethetok novényi sejtekben is. Virusrezisztencia témaban
Powell Abel és mtsai (1986) publikéltdk elséként, hogy a TMV kopenyfehérjéjét
dohanyban expresszaltatva a mozaikos betegségre rezisztens novényeket kaptak.
Sikeriik nyoméan szdmos csoport inditott kisérleteket a kiilonbozd korokozokkal
szembeni ellenalloképesség kialakitasara a PDR elvén. Igen sokféle megkozelitést
kidolgoztak a cél érdekében: kddold és nem kodolo, atirddo és at nem irodo, teljes
¢és Gonsalves, 2002; Heszky, 2005; Kosova és mtsai, 2008). Gabonafélékben
Hayakawa és mtsai (1992) az els6k kozott publikaltak ilyen jellegli eredményeket.
Rizsben expresszaltattak az RSV (Rice stripe tenuivirus — rizs csikoltsag virus)
kopenyfehérje génjét, amely 6t ndvényvonalbdl haromban statisztikailag igazolhato
rezisztenciat eredményezett. Ugyancsak kopenyfehérje gén  beépitésével
kisérleteztek Dong és mtsai (2002), és sikeriilt eldallitaniuk egy a WYMV-vel
(Wheat yellow mosaic bymovirus — buza sarga mozaik virus) szemben erds
rezisztenciat mutato blizatorzset, amely azonban levél- és magmorfoldgidban eltért
a kiindulasi genotipustol. Sivamani és mtsai (1999) az RTSV-bdl (Rice tungro
spherical waikavirus — rizs gombdlyli magvisag virus) szarmazd harom
kopenyfehérje gént juttattak be egyazon rizs genotipusba, s ennek eredményeként
az inokulalt novények 17-73 %-a egészséges maradt. Ez a kutatocsoport a WSMV-
vel is végzett kisérleteket. EI6bb a virus NIb és kdpenyfehérje génjét egylittesen
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épitették be bluizdba (Sivamani és mtsai, 2000), majd csak a kopenyfehérje génjét
(Sivamani ¢és mtsai, 2002). Egyik esetben sem kaptak rezisztens ndvényeket, csak
toleransakat, amelyeken a tiinetek késobb jelentkeztek, mint a nem transzformalt
kontrollokon. Zhang és mtsai (2001) egy bakterialis eredet(i ribonukleaz génnel
transzformaltak buzat, s a vizsgalt 96 novénybdl 51 virusmentes maradt BSMV-
inokulaciot kovetden. Pinto €s mtsai (1999) rizsben expresszaltattdk az RYMV
(Rice yellow mottle sobemovirus — rizs sarga foltossag virus) RNS-fiiggé RNS-
polimeraz enzimének génjét. Magas foku, horizontalis rezisztenciat figyeltek meg
14-b6l 11 rizstérzsnél, s6t a masik haromnal is csak kozepes tiinetek fejlodtek ki a
novényeken. Zabban és arpaban is sziilettek biztatdo eredmények a BYDV replikaz-
illetve kopenyfehérje génjének beépitése kapcsan (McGrath és mtsai, 1997; Koev
¢és mtsai, 1998). A fenti példakban bemutatott gabonafélék azonban sosem keriiltek
kereskedelmi forgalomba, ellentétben a Hawaii-Szigeteki virusrezisztens papajaval,
amely a PDR igazi sikertorténeteként ismert. A papaya gyiimdlcse a Hawaii-
szigetcsoport egyik legfontosabb exportcikke immar sok évtized ota. Termelésének
kozpontja az Oahu-sziget volt egészen az 1950-es évekig, amikor is tomeges
megbetegedés kezdddott az iiltetvényeken. A jarvanyt a levéltetvekkel terjedd
PRSV (Papaya ringspot potyvirus — papaya gytiriis foltossag virus) okozta. A
termelési kézpont emiatt attevodott a Hawaii-szigetre, s 1984-ben mar 36,5 millid
tonna gylimdlcs termett a szigeteken. A virus azonban ott is lestjtott, és csak
kipusztult iiltetvényeket lehetett latni az utak mentén egészen a 2000-es évek
elejéig. Dennis Gonsalves professzor vezetésével indult kutatomunka rezisztens
génjével transzformaltdk a SunUp genotipust, majd az egyik pozitiv torzs utddait
keresztezték az export célokra legmegfeleldbb Kapoho Solo fajtaval. igy jott 1étre a
Rainbow fajta, ami 1998-ban kapott forgalomba hozatali engedélyt. Jelenleg
Hawaii papaya exportjanak 77 %-at a Rainbow teszi ki, a fennmaradoé részt pedig a
nem transzformalt Kapoho Solo. A termelés Gjra eléri az évi 13 millio tonnat, a
fobb felvasarlok Kanada, Japan, Hong Kong, Kina és Németorszag (Tripathi és
mtsai, 2008).

Az utdbbi évtizedben a PDR egy specialis valtozata, az RNS-interferencia keriilt
elétérbe, amely nem igényli komplett gének atvitelét a korokozobdl a
gazdaszervezetbe. Magat a jelenséget a Caenorhabditis elegans fonalféregben irtak
le (Fire és mtsai, 1998), amelyért Andrew Fire (Carnegie Institution for Science) és
Craig Mello (University of Massachusetts) 2006-ban elnyerte az orvosi és élettani
Nobel-dijat. Az RNS-interferencia az eukariota ¢lélényekben miikddd, Osi
génexpressziot szabalyozd fehérjék szintézisének gatlasat, a sejt védekezési
mechanizmusat a kiviilr6l bejutd nukleinsavak — virusok, transzpozonok vagy
transzgének — ellen (Brodersen ¢s Voinnet, 2006; Baykal és Zhang, 2010). A
mechanizmus jelentdségét a legjobban alatamasztja, hogy ha a PubMed keresd
mez0jébe az ,,RNA silencing” kombinaciot irjuk, tobb mint 55.000 tudomanyos
cikket talalunk. A rendszer mikodési elvét a 3. abra segitségével ismertetjiik.

31



10.14751/SZIE.2014.047

DNS ABC 29V é
RNS ANNNNNN/ ANNNNNNY ?,
2
dsRNS QAR AAAA, intracellularis <~
tér
N\N\N\N\N\NNV
AN\N\N\N\NN

NS
+ DICER eget
\de :
v Qo ;_

SIRNS Q¥ MWV & ~N *  extracellularis
@S tér

3. abra. RNS-interferencia indukal4saval kialakitott virusrezisztencia sematikus
miikddési elve egy kdzonséges ndveényi sejtben. A nukledz aktivitas helyeit
ollokkal jeloltiik. Tovabbi magyarazat a szovegben. Az abra nem méretaranyos

Az RNS-interferenciat dsRNS-ek (kétszala RNS) indukaljak, amelyeket egy
RNazlIlI-szeri nukledz, a DICER 21-25 nukleotid méretii rovid darabokra — miRNS
(mikro RNS; 21-22 nt) vagy siRNS (rovid interferald6 RNS; 23-25 nt) — vag
(Hamilton és mtsai, 2002; Xie és mtsai, 2004). Ezek a rovid RNS-ek csendesitd
komplexekhez kapcsolodnak és az interferencia szekvencia-specifikussagat
biztositjak, mivel funkciojuk a komplexek elvezetése a veliik komplementer
nukleinsavakhoz azok specifikus vagéasa végett (Baulcombe, 2004, 2005;
Filipowicz és mtsai, 2005). Ha a vezetd siRNS ¢és a mRNS teljesen
komplementerek egymassal, akkor a RISC (RNA-induced silencing complex —
RNS-indukalt csendesité komplex) ezen a helyen elvagja a mRNS-t a mMRNS-
siRNS struktiura kozepén, igy degradalja a csendesitést indukaldo dsRNS-ekkel
szekvenciaazonossagot mutaté nukleinsavakat. Részleges komplementaritas esetén
célpontjanak szamitd6 mRNS genetikai informdciotartalma nem expresszalodik. A
legujabb kutatdsok a mechanizmus finomhangoldsanak tanulményozasara
iranyulnak (Jinek és Doudna, 2009; Siomi és Siomi, 2009; Bapat, 2013).

32



10.14751/SZIE.2014.047

Az RNS-interferencia fontos antiviralis szerepet jatszik mind a ndvényekben, mind
az allatokban (Ding ¢és mtsai, 2004; Lindbo és Dougherty, 2005; Ghildiyal és
Zamore, 2009). A virusfert6zés aktivalja a sejt RNS csendesitd rendszerét, mert a
novény mind az RNS virusok repilkacios intermedierjeit, mind az egyszalas DNS-
virusok atfedd szensz-antiszensz transzkriptjeit dSRNS-ként értelmezi. A DICER-
szerli enzimek a virdlis dsRNS-eket siRNS-ckké alakitjak, amelyek a RISC-hez
hozzakapcsolodva a Watson-Crick-féle bazisparosodas szabalyai szerint felismerik
a sejtbe jutott patogén nukleinsavat, a RISC pedig degradalja azt (Ding és Voinnet,
2007; Haasnoot ¢és mtsai, 2007). Fontos megjegyezni, hogy bar az RNS-
interferencia hatékony antivirdlis rendszer, sok virus mégis megfertdzi a
novényeket, mert a ndvényvirusok RNS-csendesitést gatlo fehérjéket is kodolnak
(Silhavy és Burgyan, 2004; Mérai és mtsai, 2006), és mert a csendesitési rendszer
csak késleltetve aktivalodik, miutan a virus replikalodni kezdett.

Amennyiben egy DNS-szakasz intronnal elvalasztott, forditva ismétlédéd
szekvenciakat tartalmaz, az arrdl atirodo mRNS hajtti format vesz fel, és dsSRNS-sé
alakul. Az ilyen DNS-konstrukcid6 a célmolekula teljes csendesitését
eredményezheti. Ha a forditva ismétlod6 szekvencidk virdlis eredetiiek és
konstitutiv promoterrel szabalyozottak, a DNS-t expresszald6 novény immunissa
valhat az adott korokozoval szemben, mert a RISC még a replikacié megindulasa
elétt elbontja a virus nukleinsavat (Smith és mtsai, 2000; Fusaro és mtsai, 2000).
Ez a lehetOség Gijabb lendiiletet adott a virusrezisztencia kutatasoknak, féleg miutan
Bucher és mtsai (2006) olyan Nicotiana benthamiana transzformanst allitottak ¢ld,
amely négy tospovirussal szemben is ellenallonak bizonyult. Ez volt az elsd sikeres
kisérlet, amely Un. multivirus rezisztencia Kialakitasat célozta meg. Egysziki
novényben ehhez hasonld eredményt még nem publikaltak.

Megvan tehat az elvi lehetdésége annak, hogy a 2.4. fejezetben ismertetett,
Magyarorszagon gyakran kérositd gabonavirusok ellen immunis buzatorzseket
hozzunk létre. A disszertacié masodik részében ennek gyakorlati megvalositasarol
szamolunk be, és az eldallitott buza genotipusok kortani tesztelésének eredményeit
ismertetjiik.

2.6. Virusfert6zések kimutatasanak lehetoségei novényi mintakbol

A ndvényi viroldgia 6nallo tudoméanyagga valasanak idején, azaz a 20. szazad els6
évtizedeiben a virusfert6zések kimutatdsa kizardlag vizudlis alapon, a tiinetek
felvételezésével torténhetett. A gazda-parazita kapcsolatot, ezaltal a korképeket
azonban szamos tényez6 befolyasolja, illetve a kevert fertézések esetén a korképek
gyakran elfedik egymast vagy additivan jelentkeznek. Ezért csupan a kortiinettanra
hagyatkozva nem lehet egyértelmiien beazonositani a korokozokat.

Az elektronmikroszkop feltaldlasa és diagnosztikaban valod alkalmazéasa lathatova
tette magukat a patogéneket, igy azok elkiilonithetévé valtak alakjuk, szerkezetiik
¢s Osszetételik alapjan (Almasi, 1999). Az elektronmikroszkopos vizsgalatok
kombinaldsa a még modernebb moddszerekkel lehetévé teszi a virusok pontos
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azonositasat, illetve rendszertani helylik megéllapitasat, rokonsagi koriik
felderitését. Magas koltségigényiik miatt azonban az elektronmikroszkopos
eljarasok nem alkalmasak nagyszamui minta feldolgozasara.

A virologiaban mérfoldkének szamitott a szerologiai vizsgalatok sikeres
bevezetése. A szerologiai reakciok alapelve az a felismerés, hogy ha egy melegvéri
allat vérébe nagy molekulatomegli fajidegen anyag (pl. fehérje) kertil, akkor ez
antitestek képzddését indukalja az allat vérsavojaban. A szakirodalom az antitest
molekulakat 6t immunoglobulin (Ig) osztalyba sorolja: IgG, IgM, IgA, IgD és IgE.
Leggyakrabban az 1gG-t és IgM-et hasznalja a szeroldgia. Minden antigén hatasara
csak a neki megfeleld antitest képzddik, amely képes felismerni sajat antigén
parjat, igy létrejon az immunvalasz-reakcio, lehetévé téve az antigén pontos
azonositasat (Kazinczi, 1999). Altaldban a kopenyfehérjéket hasznéaljak fel
antigénként ndvényvirusok kimutatasara, de a levéltetii-atvitelért felelds helper
aminosavbol all6 szakaszat, amely az antitesttel kapcsolatba 1€p, epitopnak
nevezik. Egy fehérjén tobb epitop is lehet. Az antitesteken legalabb ketté paratop
helyezkedik el, ezek ismerik fel az antigén epitopjat. Az epitdp-paratop
kapcsolodas reverzibilis, erdssége a homérséklettdl, a pH-tol és az oldhatosagi
viszonyoktol fiigg. A poliklonalis antitestek tobb epitdppal szemben reaktivak, a
monoklonalisak csak eggyel szemben. A ndvénykortanban a monoklonalis
antitestek alkalmazasa igen elterjedt, mivel jol alkalmazhatok a virusok mennyiségi
¢s minéségi meghatarozasara. Az ELISA-tesztet (enzyme linked immunosorbent
assay — enzimhez kotott ellenagyag vizsgalat) Avrameas (1969) alkalmazta el@szor
ndvényvirusok kimutatasara. Az antigén-antitest reakci6 egy az antitesthez kapcsolt
enzim segitségével kovethetd nyomon. A reakcioelegy szinvaltozasanak mértéke —
Léteznek indirekt és direkt eljarasok, utobbiak kozé tartozik a DAS-ELISA (double
antibody sandwich-ELISA — kettés antitest szendvics), amelyet Clark és Adams
(1977) fejlesztettek Kki. Specifikus, pontos ¢és érzékeny modszer, akar fél
nanogramm virus is kimutathaté vele. Gazdasagosan alkalmazhaté tomeges
vizsgélatokhoz, ezért valt a ndvényvirusok diagnosztizaldsaban a legnépszeriibb
szerologiai modszerré. A fontosabb gabonavirusok is egyszeriien kimutathatok vele
(Vacke ¢és Cibulka, 2000; Al-Ani és mtsai, 2012; Tatineni és mtsai, 2013).

A fertézések diagnosztizalasa és a virustaxonomia is ujabb lehetéséggel boviilt a
nukleinsav alapt in vitro technikak rohamos fejlodésével. Hibridizacios és
amplifikacids eljarasokkal mind a DNS, mind az RNS genommal rendelkezd
virusok kimutathatok és jellemezhetOk. A sikeres detektalashoz sziikséges a
keresett korokozo orokitéanyaganak legalabb részleges szekvenciaismerete.
Nukleinsav-hibridizacié soran a purin- és pirirmidinbazisok komplementaritasat
hasznaljak ki. Nejlon- vagy nitrocellul6z-membranra blottoljak a méret szerint
elvalasztott, denaturalt nukleinsav mintakat. A filtert radioaktivan vagy kémiailag
jelolt probat tartalmazo oldatban inkubaljak. A probaval komplementer nukleinsav-
szakaszok autoradiografiaval, illetve a szinreakciok elemzésével mutathatok ki. A
Southern-, Northern- ¢és  dot-blot-hibridizacio altalanosan alkalmazott a
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novényvirologiaban. Sikerrel hasznaltak szamos virus, igy a BYDV és a WSMV
kimutatasara is (Habili és mtsai, 1987; Sherwood, 1987).

A PCR-alapti moédszerek (polymerase chain reaction — polimeraz lancreakcio) jo
lehet6séget adnak szekvenciaspecifikus amplifikaciora, ha kis mennyiségben van
jelen a kimutatni kivant nukleinsav. Amennyiben a keresett virus RNS-genomd,
akkor elséként reverz transzkriptdz enzim segitségével cDNS szintézise sziikséges,
amely templatként szolgal a reakcid tovabbi 1épéseiben — ez a mddszer a reverz
transzkriptaz PCR (RT-PCR). DNS-virusoknal maga a genomi DNS a reakcid
templatja. A templat két specifikus primerrel behatarolt, ismert bazissorrendi
szakaszat hdstabil DNS-polimeraz enzim reakcioelegyhez adéasaval lehet
megsokszorozni. Az automatizalt reakcid ciklikusan ismétlddik, a termékek
mennyisége exponencialisan novekszik, ezért akar pikogramm nagysagrendi
kiindulasi nukleinsav is elegend6é az eredményhez. A felszaporitott DNS-szakasz
gélelektroforézissel rutinszeriien lathatova tehetd. Magat a modszert 1983-ban
fejlesztette ki a Cetus Corporation vegyésze, Kary Mullis, amiért 1993-ban kémiai
Nobel-dijat kapott (Mullis ¢és Faloona, 1987). Azért terjedt el a PCR hasznalata a
virusdiagnosztikaban, mert rendkiviil specifikus, a mintavételtdl szamitott 4-6 dran
beliil eredményt ad és sok minta feldolgozhat6 vele, s6t, ha sikeriil optimalizalni a
reakcid paramétereit, akar tobbféle virus is detektalhatd egyidoben ugyanarrol a
novényrél szarmazo mintabol (Deb és Anderson, 2008). Erzékenysége meghaladja
a szerologiai modszerekét, ami akar hatranyava is valhat, mert konnyen félrevezetd
kovetkeztetéseket lehet levonni a gélfotd alapjan. A normal PCR ugyanis csak
mindségi eredményt ad (igen/nem valasz), nem pedig mennyiségit, igy a
fertdzottség mértékét még becsiilni is nehéz. Tovabbfejlesztett valtozata, a qRT-
PCR (quantitative real time PCR) azonban ezt a hatranyt is kikiiszoboli és a
nukleinsavamplifikédciot az egyik legmegbizhatobb diagnosztikai modszerré teszi.
Szinte valamennyi gabonavirus esetében sikerrel alkalmaztak az eddigiekben
(Malmstrom és Shu, 2004; Mumford és mtsai, 2004; Jarosova és Kundu, 2010).

Az értekezés harmadik részében azt vizsgaljuk meg, hogy az el6z6 fejezetben
megfogalmazott célkitlizések (virusrezisztencia kialakitasa bizaban) megvaldsitasa
soran kifejlesztett primerek alkalmasak-e szant6foldi virusfertézések detektalasara
buzaban, illetve ELISA-teszttel Osszehasonlitva milyen hatékonysaggal lehet
azokat hasznalni diagnosztikai célokra.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

Kitlizott céljaink eléréséhez szamos modszert alkalmaztunk, bizonyos technikakat
tobb munkafolyamatban is. Ezeket a protokollokat helysziike miatt nem ismertetjiik
minden egyes esetben, hanem a szovegben utalunk részletes leirasuk helyére.

3.1. Széles spektrumu gyomirtdészerrel szembeni rezisztencia vizsgalata

Kisérletiinkben glufozinat-ammonium kiilonb6z6 koncentracidival kezeltiink egy
olyan buzatorzset, amelybe eldzdleg gyomirtdszer-rezisztenciat eredményezo
DNS-szekvenciat épitettek be. Célunk volt a buzatorzs ellenalloképességének
részletes elemzése, valamint az extrém magas koncentracidban alkalmazott
glufozinat-ammonium  terméskialakitdé  komponensekre gyakorolt komplex
hatasanak megismerése.

3.1.1. A vizsgalt hatéanyag letalis dézisanak megallapitasa

Viszonyitasi alapként egy eldkisérlet soran meghataroztuk a glufozinat-ammoénium
letalis dozisat. Vad tipusa CY-45 buaza (Triticum aestivum L.) szemterméseibdl
feliileti sterilezés utan érett embridkat izolaltunk és in vitro csiraztattuk azokat
ivegfioldkban, amelyek 5 ml 2MSq téptalajt (Murashige és Skoog, 1962)
tartalmaztak, kiegészitve 0, 1, 2 illetve 4 mg-l'1 glufozinat-ammoniummal
(CsH15N204P; 198,16 g-mol’l; Sigma). A csiraztatast klimakamraban (24 °C, 16 6ra
vilagos / 8 ora sotét fotoperiodus) végeztiikk. Az eredményeket a tenyésztés tizedik
napjan értékeltiik ki.

3.1.2. Herbicidrezisztencia teszt

Magat a rezisztencia tesztet a ,,T-124” jelli buzatorzzsel végeztiik el, amelyet Pauk
¢és mtsai allitottak el6 (1998) ugy, hogy a pAHC20 vektormolekulat (Christensen és
Quail, 1996) részecskebelovéses modszerrel beépitették a CY-45 buzatorzsbe,
amely ezaltal a kukorica eredeti ubiquitin-/igaz gén konstitutiv promoterével
ellatott bar gént hordozta. Vizsgalatunkat megel6z6en a buzatorzs egyedeit hét
generacion keresztlil ontermékenyitettiik, mikdzben a bar génre szelektaltunk. Az
érett embriok csirazasa soran a szovettenyésztés koriilményei megegyeztek az
el6z6 fejezetben leirtakkal. Tizennégy kiilonb6z6 koncentraciot alkalmazva (2, 4,
8, 16, 32, 64, 128, 200, 400, 600, 800, 1000 és 5000 mg-1™) a taptalajokat
glufozinat-ammoniummal egészitettiik ki, mig a kontroll kezelés esetén a taptalaj
nem tartalmazta a herbicidet. Minden fioldba egy embriot helyeztiink €s minden
kezelést nyolc ismétlésben végeztiink el. Harom hetes szovettenyésztési periodus
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utan a ndvénykéket talajba iiltettik és zart rendszerii tiveghdzban neveltiik fel a
3.2.2.3. fejezetben leirtak szerint. A kalaszokat egyenként arattuk le és vizualis
értékelés alapjan jol termékenyiilt és rosszul termékenyiilt csoportokba osztottuk.
Betakaritas utdan megallapitottuk a ndovényenkénti kalaszszamot, a kaldszonkénti
szemszamot és a novényenkénti termést, illetve kiszamitottuk az ezerszemtomeget.
A herbicidrezisztencia teszt soran felhasznalt buzapopulacidt illetéen mindegyik
kezelésnél véletlenszertien kivalasztottunk egy egyedet a nyolc koziil, amelyek
leveleib6l Osszes RNS-t izolaltunk és RT-PCR-el ellenériztik a bar gén
expressziojat. A molekularis technikdk moddszertanat a 3.2.5. fejezetben irtuk le
részletesen.

3.1.3. Statisztikai értékelés

A terméskialakité komponensek adatait a jol termékenyiilt és a rosszul
termékenylilt kalaszok csoportjadban kiilon-kiilon elemeztiikk. A teljesen és a
részlegesen steril kaldszok eredményeit nem hagytuk figyelmen kiviil. A
glufozinat-ammonium agrondémiai paraméterekre gyakorolt hatdsat egytényezds
varianciaanalizissel értékeltiik P = 5 % hibavaldsziniiségi szinten Svab (1981)
utmutatdsa szerint.

3.1.4. Egyéb Kkisérleti koriilmények

Fajidegen DNS-szekvenciakat tartalmazo buza torzsekkel kizardlag zart
rendszerben (in vitro ndvénynevel6 kamraban, illetve {iveghazi kabinban)
végeztlink  vizsgalatokat.  Glufozinat-ammoéniummal — szemben  ellendlld
tenyészanyagainkat a 103613/4/2006 szami Engedélyez0 Hatarozatban leirtak
szerint kezeltiik. A megfigyelések és a kisérlet kiértékelése utan a ndvényanyagot a
NEBIH szakembereinek jelenlétében és eldirdsuk alapjan megsemmisitettiik. Errél
162/1/210 szédm alatt jegyzOkonyv késziilt, amit az engedély alapjan
szerkesztettiink és a hatosagnak bemutattunk.

3.2. Virusfertozéssel szemben ellenallé buzatorzsek 1étrehozasa és vizsgalata
Ebben a kisérletsorozatban gabonavirusokkal szemben rezisztenciat eredményezd
nukleinsav szekvencidkat és ezek kombinécioit kivantuk expresszaltatni buzaban.

Tovabbi célunk volt megismerni, hogy hatékonyan felhasznalhato-e az RNS-
interferencia a virusfertézések lekiizdésére.
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3.2.1. Transzformacios vektormolekulak

Munkank soran az Ahlandsberg és mtsai. (2001) altal kifejlesztett pPBAJEN vektort
alkalmaztuk. Az alapplazmid a 2464 bp méretli pSP73 vektorbol (Promega)
szarmazott, amelybe egy 28 nukleotid hosszi multi klonozé helyet (MCS) épitettek
be a kovetkezd enzimek hasitohelyeivel: Bell, BspEIl, BInl/AvrIl és Ascl. A MCS
elé rizs eredetli, konstitutivan miikod6 aktin-1 promotert, mogé NOS terminator
szekvenciat ligaltak. A rizs aktin-1 génjének els6 exonja és els6 intronja a
génexpresszid fokozasa érdekében benne maradt a konstrukcidban, ezaltal 1étrejott
a pN1473 vektor. A kukorica eredetli ubiquitin-1 promoterrel és szintén NOS
terminatorral szabalyozott bar gént a pAHC20 plazmidbol emelték at a pN1473
vektorba (Act-1 — MCS — Nos és Ubi-1 — bar — Nos konstrukciok azonos
orientacioban), igy kaptak a pBAJEN plazmidot (4. dbra).

aktin-1prométer Nos terminator  pSP73 vektor szekvencia

A / Ll
\

pN1473

aktin-1exon aktin-1intron

aktin-1promoter Nos terminator  ubiquitin-1 prométer Nos terminator
e
aktin-1exon  aktin-1intron ubiquitin-1exon ubiquitin-1intron  bar

4. abra. A pBAJEN transzformécios vektormolekula vazlatos felépitése.
Ahlandsberg és mtsai (2001) publikéacidja nyoman

A pBAIJEN vektor nyolc valtozatat kaptuk meg a Mezdgazdasagi Biotechnologiai
Kutatokozpont RNS-biologia csoportjatoél. Az elsé egy teszteld vektor volt,
amelynek multi klénozo helyére a gus riportergént ligaltak gddolldi partereink. A
masik hét vektormolekulaban a klonozo helyre a buza katepszin-B génjébdl
szdrmazo intronnal 0sszekapcsolt, forditva ismétlédé DNS-szekvencidkat épitettek,
amelyek a Magyarorszagon el6forduld négy legjelentdsebb gabonavirussal
szemben biztosithatnak rezisztenciat a vektort expresszald ndovények szamdara. E
patogén eredetli szekvencidkat gy allitottak eld, hogy a kdrokozok néhany

39



10.14751/SZIE.2014.047

izolatuméanak  részleges  genomszekvenalasa  alapjan  klonoztak  azok
legkonzervativabb nukleinsav-régioit. A plazmidokat a konnyebb kovethetdség
miatt betlikkel jeloltik (5. dbra). Kozilik négy csak az egyik virusnak megfeleld
szekvenciadkat hordozta (A: BSMV; B: BYDV; C: WDV; D: WSMYV), két méasik
egyszerre kettd korokozd ellen lehet hatékony (E: BYDV + WDV; F: WSMV +
BSMYV), mig a G-jelii komplex mdédon mind a négy virussal szemben védelmet
adhat.

A - Cat-Bintron m

B - Cat-Bintron -

:
D -WDV Cat-Bintron -/\(]M

j WM fBSMV)—— < e s

6 —Jwsmylesmv) syovwov)—2 100 Gam Kaaas Kansakawsml—

Silhavy Déniel nyoman

5. abra. A projekt soran alkalmazott transzformacios vektormolekulak.
Cat-B: buza katepszin-B génbdl szdrmazo intron. Az dbra nem méretaranyos

3.2.2. Buza szovettenyésztés és novényregeneracio
3.2.2.1. Novényanyag

A transzformaciés munkafazis sordn folyamatosan biztositanunk kellett a donor
novényeket, hogy éretlen embriokhoz jussunk. Nyar elején tenyészkertbol
gyljtottiink be alapanyagot, egyébként pedig liveghazbodl. Kisérletiinkben foleg a
CY-45 genotipust alkalmaztuk, de el6fordult, hogy az izolalas idején ez nem
megfeleld fenofazisban allt csak rendelkezésre. Ilyenkor GK Tavasz genotipussal
helyettesitettik a CY-45-6t (mindketté CYMMIT-eredetii kozonséges buiza). A
kalluszok novekedési intenzitdsa, valamint a sejtek embrid- és organogenezise
tekintetében ezek a genotipusok bizonyultak a legalkalmasabbnak in vitro
szovettenyésztésre (Felfoldi €s Purnhauser, 1992).
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3.2.2.2. In vitro koriilmények

A szdvettenyésztés sikerét nemcsak a genotipus befolyésolja, hanem az izolalaskori
novénykondicié és fenofazis, vagy a kiilonb6zo taptalajokra torténd passzalasok
idozitése. Ezért fontosnak tartottuk a novény-sejt-novény rendszer miikodésének és
a zO0ld novény kihozatal hatékonysaganak folyamatos monitorozasat. A
kalluszindukcidhoz haszndlt éretlen buzaszemeket a virdgzas utani 12-14. napon
gyujtottilk be. Feliileti fertdtlenitést kovetéen a szemtermések embridit D,
taptalajra izolaltuk — Petri-csészénként 50 db embriot. Ezutan a névényi anyagot
ugyanazokra a taptalajokra €s ugyanolyan gyakorisdggal passzaltuk, ahogyan azt a
genetikai transzformacid soran terveztilk végrehajtani. A kisérleti ciklust az 5.
tablazat mutatja be.

5. tablazat. A szovettenyésztési ciklus periodusai

T adptalajok
D, Dom DzMCU DoCU Do 1LMSo
iddtartam 6 nap 24 6ra 10 nap 14 nap 14 nap 14 nap
homérséklet 24 °C 24 °C 24°C 24 °C 24 °C 24°C
megvilagitas | Ov/24s | 0v/24s | 16v/8s |16v/8s|16v/8s| 16v/8s

v =vilagos (ora); s = sotét (ora)

Az ismertetett tapkozegeket Mihaly (2009) doktori disszertaciojabol vettiik at.
Altalanos osszetevéik a kovetkezOk voltak: makro- és mikroelemek, valamint
vitaminok a Duchefa Biochemie ,,M0221” ¢és ,,M0222” néven forgalmazott por
allagh taptalajaibol, ezeken kiviill Na,EDTA, szerves komponensek, hormonok,
szénhidrat és szilarditd anyag. Részletes Osszetételiik a 6. tdbldzatban tekinthetd
meg. Kémhatasukat 1M KOH ¢és 1M HCI oldatokkal egységesen pH=5.8 ért¢kre
allitottuk be.

3.2.2.3. Novénynevelés iiveghazban és klimakamraban

Az in vitro regeneralt novénykéket altalanos viragfolddel toltott tapkockaba
ultettiik ki és 3 napig atlatszo foliaval takartuk le, hogy eldsegitsiik megeredésiiket.
A meger6sodott novénykéket 2 hét elteltével klimakamréaba telepitettiik at (4 °C, 16
oOra vilagos / 8 dra sotét), ahol 6 hetet toltottek el. Ezt kovetden atpalantaltuk ket
literes tenyészedényekbe, minden cserépbe egy-egy novényt. A ndvénynevelés
soran harom alkalommal 5-5 g Volldiinger Linz Classic miitragyat adagoltunk
cserepenként (N:P:K=14:7:21 + MgO, B, Cu, Mn, Fe és Zn mikroclemek), illetve
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sziikség szerint inszekticidekkel és fungicidekkel védekeztiink az iiveghazi
kartevOk és korokozok ellen. Gyomirtas kizarolag kézzel tortént. Olyan esetekben,
amikor nem in vitro fazis elézte meg az liveghazi ndvénynevelést, a magokat
tapkockaba vetettiik. A tobbi 1épés a fent leirtakkal megegyezett.

6. tablazat. A szOvettenyésztés €s a ndvényregeneracio soran alkalmazott taptala-
jok részletes osszetétele (mg-1™)

Komponensek Taptalajock

D, Dom D,MCu DoCu Do 1AMSq
KNO3 1900 1900 1900 1900 1900 950
NH;NO3 1650 1650 1650 1650 1650 825
CaCl, x 2H,0 440 440 440 440 440 220
MgSO, x 7H,0 370 370 370 370 370 185
KH,PO, 170 170 170 170 170 85
Kl 0,83 0,83 0,83 0,83 0,83 0,415
H,BO3 6,2 6,2 6,2 6,2 6,2 3,1
MnSQO, x 4H,0 22,3 22,3 22,3 22,3 22,3 11,15
ZnS0O4 X 7H,0 10,5 10,5 10,5 10,5 10,5 5,25
Na,MoO4 x 2H,0 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,25
CoCl, x 6H,0 0,025 | 0,025 0,025 0,025 | 0,025 | 0,0125
FeSO,4 x 7TH,O 27,85 | 27,85 27,85 27,85 | 27,85 | 13,925
Na,EDTA 37,25 | 37,25 37,25 37,25 | 37,25 | 18,125
Myo-inozitol 100 100 100 100 100 50
Nikotinsav - - - - - 0,25
Piridoxin-HCI - - - - - 0,25
CuSO4 x 5H,0 - - 2,5 2,5 - -
Thiamin-HCI 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,05
2,4-D 2 2 2 - - -
Mannitol - 63700 - - - -
Glicin - - - - - 1
Szacharoz 30000 | 30000 - 30000 | 30000 -
Maltoz - - 30000 - - -
Gelrite 2800 2800 2800 2800 2800 2800

3.2.3. DNS-szekvenciak bejuttatasa buiza sejtekbe

A novényanyagot a 3.2.2. fejezetben leirtak szerint készitettiik el a genetikai
transzformécidhoz. A D, taptalajon dedifferencialodott kalluszokat 4 oraval a
géntranszfer el6tt mannitollal kiegészitett Dom taptalajra raktuk at, s az igy indukalt
ozmozis a sejtfalak fellazitasa révén eldsegitette a vektormolekulak célba érését. A
transzformdcios plazmidokat BioRad PDS1000/He részecskebelovd késziilékkel
juttattuk be a célsejtekbe a kdvetkezok szerint:
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1. Elséként 60 mg (20-25 16véshez elegendd) aranyszemcsét (atmérd: 1 pm;
BioRad) mértiink be 1,5 ml-es Eppendorf csébe, 1 ml abszolut etanolt
adtunk hozza és 3 percig kevertiik Vortexszel, majd 14000-es fordulaton 2
percig centrifugdltuk. A feliiluszo eltavolitasa utan Ujabb 1 ml abszolut
etantolt adtunk az aranyszemcsékhez és a folyamatot megismételtiik. Végiil
szintén 1 ml abszolut etanolt mértiink be az Eppendorf csdbe.

2. Az igy eldkészitett aranyszuszpenziot -20 °C-on taroltuk felhasznalasig,
illetve aznapi hasznalat esetén jégre tettiik.

3. Kozvetleniil felhasznalas el6tt a letilepedett szuszpenzidt 3 percig kevertiik
Vortexszel, majd az egyenletesebb eloszlas érdekében ultrahangos
vizfurdébe martottuk. A tovabbiakban végig jégen dolgoztunk.

4. Bemértiink 30 pl aranyszuszpenziot 1,5 ml-es Eppendorf csébe, 14000-es
fordulaton 1-2 masodpercig centrifugaltuk és a feliiluszot eltavolitottuk.

5. Hozzaadtunk 50 pl steril vizet (Millipore), Vortex és ultrahangos vizfiirdd
segitségével szuszpendaltuk, 14000-es fordulaton 1-2 masodpercig
centrifugaltuk és a feliiluszot eltavolitottuk.

6. Bemértlink 55 pl steril vizet és megismételtiik az el6z6 1épést.

7. Hozzéadtunk 5 pl-nyi, 1 pug-pl™ koncentracioju plazmid DNS-t és 1 percig
kevertiik Vortexszel. Hozzidadtunk 20 pl frissen felolvasztott 0,1M
spermidint és 50 pl CaCly-ot. Keverés utan 14000-es fordulaton 1-2
masodpercig centrifugaltuk és a feliiliiszot eltavolitottuk.

8. Hozzaadtunk 200 pl abszolut etanolt, az el6z6 1épés szerint centrifugaltuk
¢és a feliiluszot eltavolitottuk. Végiil 84 pl abszolut etanolt mértiink ra az
aranyszemcsekre, amelyek immar feliiletiikon hordoztak a plazmid DNS-t.

9. A fentiek szerint eldkészitett aranyszuszpenziobdl 3,5 pl-t pipettaztunk az
un. makro hordozdkorongokra (BioRad) és egyenletesen eloszlattuk a
korongok kozepén.

10. Széradas utan azonnal elvégeztiik a részecskebelovéses transzformaciot. A
késziilék paramétereit a pBAJEN-gus konstrukcioval végzett eldzetes
kisérlet alapjan allitottuk be. A gus riportergén mitkodésének kovetkeztében
kialakul6 tranziens expresszids mintazatot Rasco-Gaunt és Barcelo (1999)
leirasa szerint detektaltuk.

3.2.4. Markergénre alapozott szelekcié

A transzformalt novényi szoveteket tovabbi 20 oraig ozmotikus D,m taptalajon
tartottuk, majd az 5. tdbldzat szerinti passzalassal indukaltuk a névényregeneraciot.
Mivel a munka sordn alkalmazott valamennyi plazmidmolekula tartalmazta a
konstitutiv promoterrel szabalyozott bar gént, a pozitiv variansokat glufozinat-
ammoOnium alkalmazasaval szelektaltuk ki. A sziirést mar kallusz szinten
elkezdtiik, a herbicidet emelkedd koncentracidban a regeneracios taptalajokba
mértik a kovetkezOk szerint: DoCu+5 mg-l’l, Dg+10 mg-l’l, 1AM Sp+20 mg~l'1
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glufozinat-ammonium. A szelekcid utolsd Iépése a novénynevelés iiveghazi
fazisaban tortént, amikor Finale 14 SL herbicid (IUPAC név: methyl(E)-
methoximino-{(E)-a-[1-(a,a,a-trifluoro-m-tolyl)ethylide-neaminooxy]-o-tolyl}-
acetate; hatoanyag: 150 g-l'l glufozinat-ammonium) 1,0 v/v %-os oldataval
permeteztik le a 4-5 leveles novényeket a gyartd utmutatasa szerint. A bar
markergént molekularis modszerekkel is kimutattuk, ezt a kovetkezé fejezet
ismerteti. A szelekciot taléld Ty nodvényeket felneveltiik és termésiiket
betakaritottuk.

3.2.5. Transz-szekvenciak kimutatisa névényi mintakbol
3.2.5.1. Genomi DNS izolalas

A Dbejuttatott DNS-szekvenciak integralddasanak vizsgalatahoz genomi DNS-t
izolaltunk a novények leveleibdl. Koriilbeliil 30 mg tomegii levéllemezt Eppendorf
csObe helyeztiink, azt azonnal folyékony nitrogénbe martottuk, majd tovabbi
felhasznalasig -80 °C-os fagyasztoban taroltuk. A genomi DNS izolaldsahoz a
Promega ,,Maxwell™ 16 Instrument” félautomata DNS-tisztito gépét és a hozza
gyartott ,,Maxwell™ 16 DNA Purification Kit”-et alkalmaztuk. Specialis
iivegbotok segitségével az Eppendorf csében eldorzsoltik a fagyott
levéldarabkakat. A kit hasznalati utasitasat kovetve 600 pl lizispuffert mértiink ra
az eldorzsolt mintakra, majd a szuszpenzidt vagott hegyli pipettaval bemertiik a kit
elsd cellajaba. A kitben talalhato elticios csovekbe 200 pl elucids puffert mértiink
be. A gép segitségével egyidejiileg 16 mintat tudtunk feldolgozni. A program
lefuttatasa utan a parolgasi veszteség miatt koriilbeliil 150 pl-nyi, DNS-t tartalmazo
oldat maradt az elucios csovekben, amelyet nukleazmentes Eppendorf csovekbe
pipettaztunk at és 4 °C-os hiitdben taroltunk tovabbi felhasznalasig.

3.2.5.2. Osszes RNS izolalas

A bejuttatott DNS-szekvencidk expresszidjanak vizsgalatihoz Osszes RNS-t
izolaltunk a novények leveleibdl a Promega altal forgalmazott #Z3100 jelt kit
alkalmazasaval. A levélmintak eldorzs6léséig ugyaniugy jartunk el, amint azt a
genomi DNS izoldladsanal ismertettilk. A munkahoz sziikséges egyszer hasznalatos
eszkozoket mindig frissen sterileztiik, az oldatokat és az Eppendorf csoveket pedig
végig jégen tartottuk. Az egyszerre kezelhetd mintamennyiséget a rendelkezésre
allo centrifugarotor hatarolta be — esetiinkben ez 24 féréhelyes volt. A folyamat
soran a 2. melléklet szerinti protokollt kovettiik.
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3.2.5.3. A transz-szekvenciak kimutatasahoz sziikséges primerek

A buzdba beépitett transz-szekvencidk nyomonkovetéséhez a Mezdgazdasagi
Biotechnologiai Kutatokozpontbol 9 forward és 11 reverse primer torzsoldatat

kaptuk meg, amelyek bazissorrendjét a 7. tabldazatban k6zoljik.

7. tablazat. Polimeraz lancreakciokhoz felhasznalt primerek szekvenciai

Primer neve Primer bazissorendje (5'—3")
4xIR ell2 for GCAAGGGAAGAGGAGGGGCAAA
< | Bars for CGAGACAAGCACGGTCAACTTC
@ | BSMV Bb156 for GCCGATCAGACTCCATTGTCCG
g PAV Sal2B for ACGTGGATCCCAACCCAATCGAGCAGGAC
_g‘ PAV Sal2s for ACGTACTAGTCAACCCAATCGAGCAGGACC
& | TaUbi306 for AGCGAGAAAAGTCAGCCGACCCA
E WDV B for ATTAGGATCCGCTACCACGCACTTCCTTAT
L? WDV S for ATTAACTAGTGCTACCACGCACTTCCTTAT
WSMV 1000 for CCAACCGCGTGCGGAACTCATCG
4xIR ell2 rev CGGTGTCGAGTTCAATAAAGATAGCG
Bar6 rev AAACCCACGTCATGCCAGTTC
< | BSMV Bb1178 rev CACTGTGTCCCTTCCACCCTTTG
& | Nos-T 2028 rev TCGCAAGACCGGCAACAGGA
g PAV Sal2S rev ATACACTAGTCCGTCATTAAACTGACACTCATCG
8 PAV-WDV atf. rev TAAGGAAGTGCGTGGTAGCGCGGTGTCGAGTTCAATA
» | TaUbi664 rev GCCCAGCGGAGAAGATTGCC
% WDV 300S rev GTCACTAGTCTGCTAATGCAATGTGTC
o | WDV Srev ATATACTAGTGACGGATAGACCATTCAAACG
WSMV 1565 rev CTGCGTCGTGACGTGAGTTGTCC
WSMV E rev TCAGAATTCGTAGCGTCGCCCTAACCCACACA

3.2.5.4. Polimeraz lancreakciok

Spektrofotométerrel meghataroztuk az izolalt genomi DNS-ek és 6sszes RNS-ek
nukleinsavakat templatként felhasznalva PCR reakciokat futtattunk le a beépitett
transz-szekvencidk kimutatasa végett. A reakcidelegy Osszemérése alatt végig
jégen dolgoztunk. Minden mintat leteszteltiink az ubiquitin-/igaz génre tervezett
TaUbi306 for + TaUbi664 rev primerparral, amely arrdl adott informéaciot, hogy
alkalmasak-e amplifikaciora a mintdk. A transz-szekvencidk integralodasanak
vizsgélatdhoz genomi DNS templétot és hagyomanyos PCR-t alkalmaztunk, mig az
expresszio ellendrzését 6sszes RNS templattal és egylépéses RT-PCR-rel végeztiik.
Az RT-PCR-hez a Qiagen ,,One Step RT-PCR Kit” oldatait hasznaltuk fel és
Fermentas ,,RiboLockTNI Ribonuclease Inhibitor” bemérésével védtiik az RNS-eket
a degradaciotol. A reakcidelegyek térfogatat 20 pl-re allitottuk be (8. tdbldzat).
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Pozitiv kontrollként a 3.2.1. fejezetben ismertetett plazmidokat alkalmaztuk, mig a
negativ kontrollnal desztillalt vizzel helyettesitettiik a templatot. A 9. és 10.
tablazatokban részletesen ismertetjiik a reakciok programozasat és a felszaporitott
fragmentek varhatd hosszat.

8. tablazat. A reakcidelegy Osszetétele hagyomanyos és RT-PCR esetén

hagyoményos PCR (1 mintara) RT-PCR (1 mintéra)

nukledzmentes viz 7,0 ul | nukledzmentes viz 11,3 ul
2x PCR Master Mix 10,0 ul | 5x puffer 4,0
10 uM forward primer 1,0 ul | dNTP 1,0 ul
10 puM reverse primer 1,0 ul | 10 uM forward primer 1,0 ul
templat (genomi DNS) 1,0 ul | 10 uM reverse primer 1,0 ul

40 U-ul™RN4z inhibitor 0,2 pl

enzim mix 0,5 ul

templat (6sszes RNS) 1,0 pul
Jdsszesen 20,0 ul | osszesen 20,0 ul

9. tablazat. A reakcid programozésa hagyomanyos és RT-PCR esetén

hagyoményos PCR RT-PCR

95°C 180 sec CDNS-szintézis 50 °C 1800 sec

denaturacio 94°C 15sec| 95°C 900 sec
annealing valtozé  valtozo | g | denaturdcio 94 °C 15sec|
extenzio 72°C  60sec annealing valtozd  valtozo | g

72°C 300 sec extenzid 72 °C 60 sec

4 °C 0 72°C 300 sec

4°C 00

3.2.5.5. Nukleinsavak detektalasa gélelektroforézissel

A genomi DNS-ek és a PCR termékek futtatasahoz 1x TAE puffert (2M tris-acetat,
0,02M EDTA, pH=8.3; Lonza) alkalmaztunk. Az agar6z alapu, 1 %-os gél
készitésé¢hez ugyanezt a puffert hasznaltuk. Az 6sszes RNS-ek futtatasahoz frissen
sterilezett 0,5x TBE puffert (0,89M tris-borat, 0,05M EDTA, pH=8.3; Lonza)
alkalmaztunk. A szintén agaroz alapu, 1,2 %-os gél készitéséhez ugyanezt a puffert
hasznaltuk. Forralas utan kiontottiik a gélt és ml-enként 500 ng ethidium-bromidot
adtunk hozza. A DNS-eket és PCR-termékeket 6x Loading Dye festékkel kevertiik
(DNS:LD = 1:5), miel6tt felvittilk azokat a gélre. Az RNS-eket kozvetleniil az
elektroforézis el6tt denaturdltuk FDE festékkel (RNS:FDE = 1:1) 65 °C-on 5
percig, majd azonnal jégre tettiikk és onnan vittilk gélre. A DNS-eket 40-60 percig
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futtattuk 90 V fesziiltség mellett, az RNS-eket pedig 90 percig 70 V fesziiltség
mellett. Végiil a gélt UV-fény alatt lefényképeztiik. A PCR termékek méretének
meghatarozasahoz kétféle markert (Fermentas) alkalmaztunk (6. dbra).

10. tablazat. Az Gn. annealing 1épés paraméterei €és a varhatdo fragmenthosszok
alakuladsa az egyes primerparok esetén

Primerpér Hoémérseklet | Idtartam Fragment
TaUbi306 for + TaUbi664 rev 68 °C 45 sec 1200 bp*
Bar5 for + Bar6 rev 62 °C 30 sec 375 bp
BSMV Bb156 for + BSMV Bb1178 rev 62 °C 45 sec 1022 bp
BSMV Bb156 for + Nos-T 2028 rev 1593 bp
PAV Sal2sS for + PAV Sal2S rev 514 bp
PAV Sal2B for + Nos-T 2028 rev 605 bp
WDV S for + WDV S rev 913 bp
WDV B for + Nos-T 2028 rev 1016 bp
WSMV 1000 for + WSMV 1565 rev 563 bp
WSMV 1000 for + Nos-T 2028 rev 931 bp
BSMV Bb156 for + WSMV E rev 513 bp
WSMV E rev + Nos-T 2028 rev 776 bp
PAV Sal2sS for + Nos-T 2028 rev 1512 bp
PAV-WDV atf. rev + Nos-T 2028 rev 1109 bp
BSMV Bb156 for + WDV 300S rev 56 °C 45 sec 1138 bp
AXIR ell2 for + 4xIR ell2 rev 58 °C 45 sec 254 bp

* A fragmenten beliil egy 842 bp hosszusagu intron talalhato, ezért RT-PCR esetén
a vart fragment hossza csak 358 bp.

— 21226*
/ 3073
R 6. abra. PCR-termékek méretének megha-
tarozasahoz alkalmazott markerek.

oz A: MR-DNS — , Mass Ruler™ DNA Ladder
— 1904 Mix” 1 %-os agardz gélen, 45 perc futtatas
~ 122 | utén (forrds: http 10).

B: A-DNS — ,,Lambda DNA/EcoRI+HindlIlI

-7 Marker” 1 %-os agardz gélen, 45 perc
Pl futtatas utan (forras: http 11).
B 564 A szamok bp-ban adjak meg a fragmentek
hosszat.
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3.2.6. Homozigéta buizapopulaciok létrehozasa portoktenyésztéssel

Haploid technikat alkalmaztunk annak érdekében, hogy a kisérleti ndvényanyag
minél elébb homozigéta formaban tartalmazza a bejuttatott szekvencidkat. A
biztonsag érdekében minden buzatorzs esetében vetdmagtartalékot képeztiink, ezért
a novények termésmennyisége alapjan dontottiik el, hogy melyik diploid generacio
egyedeibdl inditsuk a haploid programot. Uvegh4zban vetettiik el a buzamagokat, a
tovabbi novénynevelést pedig a 3.2.2.3. fejezetben leirtak szerint végeztiik. Mivel a
donor generacié a bejuttatott szekvencidkra nézve genetikailag még hasadt, a
transzformans dihaploid (TDH) novények eldallitasa soran tobb alkalommal is
alkalmaztuk a bar markergénre alapozott szelekciot. A donor diploid ndvényeket 3-
4 leveles fenofazisban Finale 14 SL herbiciddel permeteztiik le, s a portok-
tenyésztést kizarolag a kezelést tulélt egyedekbdl inditottuk. A folyamatot az alabbi
1épések szerint hajtottuk végre:

1. A hajtasokat akkor gy(jtottikk be, amikor a donor kalaszok hasban voltak.
Csapvizet tartalmazo edénybe allitottuk Oket és a magas paratartalom
megdrzése végett nejlonzacskoval fedtiik be, majd sétét klimakamraban
tartottuk oket 4 °C-on, 2 hétig.

2. A hajtasokbol kiszabaditottuk a kalaszokat és feliileti fertStlenités utdn
W14 kalluszindukcios tapoldatra (11. tablazat) izoléltuk a portokokat. A
Petri-csészéket 32 °C-os, sotét termosztatban taroltuk 80 %-os paratartalom
mellett 3 napig.

3. A tenyészeteket 28 °C-os, sotét termosztatba helyeztiik at és a 80 %-0s
paratartalom megtartasa mellett 5-6 hétig inkubaltuk.

4. Amikor a pollenekbdl kialakuld embridszerti kallusz strukturdk mérete
elérte az 1-1,5 mm-t, atraktuk azokat szilard allagt 190-2Cu regenerécios
taptalajra (11. tablazat), s a Petri-csészéket tenyésztGszobaba (24 °C, 16 o6ra
vilagos, 8 ora sotét fotoperiodus) helyeztiik.

5. Egy hét elteltével a gyodkeret és zold hajtast fejlesztett struktirakat
iivegfiolakba raktuk at, amelyekbe eléz8leg bemértink 5 ml, 20 mg-1™?
glufozinat-ammoniummal szelektivvé tett 190-2Cu taptalajt. A fioldkat
tovabbi 4-5 hétig tenyésztdszobaba helyeztiik az el6z6 pont szerint.

6. A legalabb 10 cm-es hajtadst és erds gyokeret fejlesztett novénykéket
tenyészedényekbe iiltettiik at és tiveghazban neveltiik fel.

A 3-4 leveles fejlettségli novényeket lepermeteztiik Finale 14 SL herbiciddel. A
tulélé egyedeket tovabb neveltiik, majd vizudlis mindsitéssel kivalogattuk koziiliik
az ¢leterds szemterméseket neveld, spontan dihaploid egyedeket. A haploidok
rediploidizalasatol eltekintettiink, ezeket a novényeket kidobtuk. Viaszérés
fenofazisban minden torzsbdl kivalasztottuk a legtobb termést igérd novényeket (2-
8 egyedet) amelyekr61 levélmintakat gyﬁjtéttﬁnk és a bejuttatott virdlis eredetii

rrrrrr
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11. tablazat. Portoktenyésztéshez hasznalt tapkozegek dsszetétele (mg-1™)

Tapkozegek Tapkozegek
Komponensek W14 | 190-2Cu Komponensek W14; | 190-2Cu
KNO3 2000 1000 CoCl, x 6H,0 0,025 -
NH4H2PO4 380 - Na,EDTA 37,3 37,3
MgSQO,4 x 7TH,0 200 200 FeSO4 x 7TH,0 27,8 27,8
CaCl;, x 2H,0 140 - Nikotinsav 0,05 0,5
K>SO, 700 - Piridoxin-HCI 0,05 0,5
KH,PO,4 - 300 Tiamin-HCI 2 1
(NH,)2SO, - 200 Myo-inozitol - 100
Ca(NOs3), x 4H,0 - 100 2,4-D 2 —
KCI - 40 Kinetin 0,5 0,5
ZnSQO4 X 7H,0 3 3 NAA - 0,5
Kl 0,5 0,5 Glicin - 2
MnSO4 x 4H,0 8 8 Maltoz 80000 -
H3BO3 3 3 Szacharoz - 30000
Na,MoO,4 x 2H,O | 0,005 - Gelrite - 2800
CuSO4 x 5H,0 0,025 0,5 Ficoll 100000 -
pH 5.8 5.8

3.2.7. BSMV-fert6zéssel szembeni rezisztencia tesztelése

A molekularis tesztek soran pozitiv TDH buzatorzsek vetdmagjat felszaporitottuk,
¢s a G-plazmidot (négyféle virusbol szarmazo szekvenciakat) expreszald novények
ellenalloképességét mesterséges BSMV-fertdzéssel vizsgaltuk meg. Azt hasznaltuk
ki, hogy a BSMV mechanikai uton atvihet6é egyik novényrdl a masikra. A fertézési
forrast a go6dolléi Mezdgazdasagi Biotechnologiai Kutatokdzponton keresztiil
Braunschweigbdl kaptuk, ahol a virust arpan tartottak fent. Kisérletiinkhoz
Salamon Pal tanacsait és személyes segitségét vettiik igénybe.

3.2.7.1. A virusatvitel hatékonysaganak ellenorzése

Eldzetes vizsgalatot végeztiink egy igen fogékony arpafajta, a Lilla, illetve a vad
tipusu CY-45 és GK Tavasz buzdk kisérletbe vonasaval. A fertézési forrasként
hasznalt arpanovény erds korképeket mutatdo fiatal hajtasaibol 500 mg-ot
feldaraboltunk, majd jégen hiitott dorzsmozsarban 10 mg szaraz karborundum ¢és 1
ml 0,1M NayHPOy-puffer (pH=7.2) hozzaadasaval eldorzsoltiink. A mesterséges
virusfertdzést zart iveghazi kabinban végeztiik el. Genotipusonként nyolc szemet
vetettiink és a csiranovények felét 10 napos korban, egyleveles fenofazisban
megfertéztik BSMV-vel. A fentiek szerint frissen elkészitett, virusokat tartalmazé
emulziét a munkafolyamat sordn végig jégen tartottuk. Steril, vagott végi
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pipettahegyeket haszndlva felsértettiik a buzalevelek epidermiszét és ndvényenként
10 pl emulzidt injektaltunk a keletkezett seb feliiletére, amit azutan pudermentes
gumikesztylit viselve ujjbeggyel bedorzsoltiink a levéllemezbe. A fertézés utan
csapvizet permeteztiink a ndvényekre, eldsegitve ezzel a turgor visszanyerését. A
csirandvények masik fele az un. mock inokulalt kontrollt adta. Ezeket a novényeket
virusmentes arpabol szarmazo, ugyanakkor a fentiekkel azonos modon eldkészitett
emulzidoval inokuldltuk. A virusatvitel hatékonysdgat harom hét elteltével
értékeltiik ki ugy, hogy az inokulalt levél feletti masodik lombleveleken megjelend
tiineteket egy 1-t6l 5-ig terjedd skalan pontoztuk (1 = tiinetmentes; 2 = gyengén
tiinetes; 3 = kozepesen tiinetes; 4 = erdsen tiinetes; 5 = igen erdsen tiinetes levél). A
novényeket magfogasig neveltiik, megfigyeltilk novekedési erélyiiket, generativ
szerveik alakulésat, termésképzésiiket.

3.2.7.2. Virusrezisztencia teszt

Magat a rezisztencia tesztet a kdvetkezd TDH buzatorzsekkel végeztiik el: 243-1,
243-3, 243-4 (GK Tavasz eredetiiek), illetve 249-3, 249-4, 249-8 (CY-45
eredetiick). Fogékony kontrollként a wvad tipusi GK Tavasz ¢és CY-45
genotipusokat hasznaltuk. Torzsenként 20 szemet vetettiink el. E kisérlet soran
annyiban eltértiink a 3.2.2.3. fejezetben leirt novénynevelési modszertdl, hogy a
magokat nem tidpkockdba, hanem kozvetleniil tenyészedénybe vetettiik
(cserepenként négyet), igy a késObbi atpalantalas okozta stresszt6l megoviuk a
novényeket. Az inokulaciot ugyanugy hajtottuk végre, amint azt az elézd
fejezetben ismertettiik. Mindegyik buzatorzs esetében kijeloltiink 4-4 egyedet,
amelyeket virusmentes arpabol szarmazo, de a fentiekkel azonos modon
elokészitett emulzidval kezeltiink (mock inokulalt kontroll). Két nappal a fert6zés
utan 6 hétre 4 °C-os klimakabinba helyeztiik a kisérleti buzapopulaciot.

A novénynevelés iddszakaban tobb vizsgalatot is végeztiink. A vetéstdl szamitott
12-18. héten hetente felvételeztiik az inokulalt levél feletti negyedik lombleveleken
¢szlelt tiineteket az el6z6 fejezetben leirt mddon, valamint a kora déleldtti 6rdkban
mértiik ugyanezen lomblevelek klorofilltartalmat Minolta Chlorophyll Meter
SPAD-502 tipust miiszerrel. A késziilék a voros fény transzmisszidjat méri 650 nm
hullamhosszon, az infravoros fény transzmissziojat pedig 940 nm hullamhosszon.
Az adatok alapjan kiszamitja az un. SPAD (Soil Plant Analysis Development)
értéket, amely a klorofill tartalommal jol korrelald, mértékegység nélkiili mutato.
Markwell és mtsai (1995) szerint a késziilék a kovetkezd képlet szerint szamol:
M=Ig[(I'9a0/1940)/(I's50/l650)]; ahol lgsp és Igsp a kibocsatott vords és infravords
fénynyaldbok altal kivaltott értékek, mig I'sso €s I'asp @ levéllemezen atengedett
vOros €s infravords fénynyaldbok altal kivaltott értékek. Mivel genotipusonként 4
mock inokulalt és 16 virussal inokulalt novény vett részt a kisérletben, a pontos
statisztikai kiértékelés érdekében minden héten egymads utan négyszer mértiik meg
a mock inokulalt, egyszer pedig a virussal inokulalt novények SPAD értékét. Igy
genotipusonként 16-16 adatot kaptunk, amelyeket atlagoltuk.
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A vetést6l szamitott 18. héten véletlenszerlien kivalasztottunk 4 BSMV-vel
inokulalt és 1 mock inokulalt novényt genotipusonként, és a fentiek szerint
elemzett lomblevelekbdl mintat vettiink szerologiai vizsgalat elvégzéséhez. Levelet
gyujtottiink a fertézési forrasként hasznalt arpandvényrdl is, ezt tekintettiik pozitiv
kontrollnak. A mintakat lefotoztuk, majd DAS-ELISA mddszerrel hataroztuk meg
laboratoriumaban a Loewe Biochemica #07004 szamt kitjének protokolljat
kovetve (3. mellékiet). A folyamat végén a reakcielegyet a sarga szin megjelenéséig
allni hagytuk, mialatt végbementek az enzimatikus reakciok: az alkalikus foszfatdz
enzim lchasitotta a para-nitro-fenil-foszfat molekulakrol a foszfatcsoportokat,
amelynek eredményeként sarga szinli para-nitrofenol keletkezett. A szinvaltozas
abszorbanciat, vagyis a szinvaltozas mértékét Labsystems Multiscan ELISA
olvasoval 405 nm hullamhosszon értékeltiik. Ha egy minta extinkcios értéke a
kitben taldlhatd negativ kontroll értékének a hdromszorosat, azaz a 0,7-es
hatarétéket meghaladta, akkor tekintettiik a mintat a virusra nézve pozitivnak.

A novényeket magfogasig neveltiik, megfigyeltiikk ndvekedési erélyliket, generativ
szerveik alakuldsat, termésképzésiiket, magassadgukat (a fohajtas fold feletti szara a
kalasz csucsaig — ide nem értve a toklaszszalkat). Mindet egyedileg takaritottuk be,
megallapitottuk a kalaszhosszt (tobb kaldsz esetén a fOhajtas kalaszanak hossza) és
a novényenkénti termést, illetve kiszamitottuk az ezerszemtomeget.

3.2.7.3. Statisztikai értékelés

A ndvénynevelés 12-18. hetében végzett klorofilltartalom-mérés adatait kétvaltozos
linearis regresszidanalizissel elemeztiik. Svab (1981) nyomén meghataroztuk a
Bravais-féle korrelacios koefficiens becsiilt értékét (r), valamint a regresszios
egyenletet (Y’ = a + bX). Elvégeztik a mock inokulalt és a virussal inokulalt
novénycsoportban kiszamitott regresszios koefficiensek (b) kiilonbségének
szignifikanciavizsgalatat is P = 1% hibavaldsziniségi szinten, FG = n; + n, — 4
szabadsagfoku t-proba segitségével az alabbi képlet szerint:

_ b, — b,
Hiba SQ, + HibaSQ; 1 . 1
ng+n,—4 SQXl SQXZ

ahol b az egyes csoportok regresszios koefficiensét jeloli, SQ az egyes csoportok
négyzetes eltéréseinek Gsszege, n pedig az egyes csoportok adatparjainak szama.
Két regresszios koefficiens kozotti kiilonbséget akkor tekintettiink szignifikdnsnak,
ha a szamitott t-érték nagyobb volt, mint a tablazati kritikus t-érték.

A betakaritas utan meghatarozott agronomiai adatok tekintetében a mock inokulalt,
valamint a virussal inokulalt névények csoportjaban a vad tipusu torzs (kontroll) és
annak TDH valtozatai k6zott kapott kiilonbségek statisztikai elemzését egytényezds
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varianciaanalizissel végeztik el P = 5% hibavalosziniiségi szinten. Az egyes
genotipusokon beliil a mock inokulélt (kontroll) és a virussal inokulalt novények
kozott kapott kiilonbségeket kozépérték analizissel értékeltiik ki (két kozépérték
Osszehasonlitdsa, ha az adatok szama eltérd) szintén P = 5% hibavaldszinliségi
szinten. Utobbi szamitasok soran azokban az esetekben, amikor az
Osszehasonlitandé adatok szorasa statisztikailag 1ényegesen kiilonb6zott egymastol
(a két szorasnégyzet egymds haromszorosa, vagy még tobbszordse volt), a két
kozépérték kiilonbségének szorasat (Sq) az

_ [ (8Q1 + SQ2)(n1 + ny)
d= NiNa(N1 + Ny — 2)
képlet helyett az

_ S1 So
Sa =\ Nt N
képlettel hataroztuk meg, €és a szamitott t-értéket nem a tablazati t-értékkel
hasonlitottuk 6ssze, hanem ¢™-vel jelzett kritikus t-értéket szamitottunk:

812t1 + Szztz
S1”+ S

[ —

ahol t; és t, a t-tablazat értékei, t; szabadsagfokainak szama n; — 1, és t,
szabadsagfokainak szama n — 1, tovabba s;°, illetve s,° a két mintabol szdmitott
szorasnégyzet. Két kozépérték kozotti  kiilonbséget akkor tekintettiink
szignifikansnak, ha a szamitott t-érték nagyobb volt, mint a tablazati kritikus t-
érték, illetve — lényegesen kiilonbozé szorasok esetén — ha a szamitott t-érték
nagyobb volt, mint a szamitott Kritikus #-érték. A virussal inokulalt csoportban
eléforduld steril névények adatait nem hagytuk figyelmen kiviil.

3.3. Virusfert6zések detektalasa szerologiai és molekularis médszerekkel
Célunk volt annak megallapitasa, hogy a 3.2.5.3. fejezetben ismertetett primerek

alkalmasak-e virusdiagnosztikai vizsgalatok elvégzésére, valamint a szerologiai és
a molekularis detektalas érzékenységének 0sszehasonlitasa.

3.3.1. Novényanyag
Tizenkét allamilag elismert szegedi 6szi buzafajta (Elet, Garaboly, Kalasz,
Verecke, Ati, Tisza, Békés, Csillag, Petur, Hattyu, Holl6 ¢és Piacos)

virusfert6zottségét teszteltiik le szerologiai és molekuldris moddszerekkel. A
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kisérletet a 2006/2007-es tenyész-iddszakban végeztiik el, amikor a kiilondsen
enyhe 0szi és téli idojaras miatt a virusvektor szervezetek az atlagosnal jobban
elszaporodtak. Egy korai (oktober elsé dekadja) és egy késéi (november elsé
dekadja) vetésid6t alkalmaztunk. A virusvektor szervezetek betelepiilésének
provokalasa érdekében a fajtakat kétsoros parcellakba vetettiik el a tenyészkertben
tag térallasban, dupla gabona sortdvolsdgra. Parcellanként két ndvényegyed
véletlenszerli kivalasztasaval aprilis végén begyljtottik a levélmintakat, a foérre
merdleges vagassal kétfelé vagtuk azokat és egyik résziiket DAS-ELISA, a masikat
PCR vizsgélatnak vetettiik ald. Az elsé kisérlet csak részleges eredményekkel
szolgalt, ezért sziikség volt egy masodik mintavételre is, ami majus kozepén
tortént. Itt mar nem fajtak szerint, hanem véletlenszeriien valasztottunk ki 30 db
tiinetes novényt a koran vetett csoportbol.

3.3.2. Szerologiai teszt

A Dbegytjtott levelek virusfertdzottségét ugyanigy hataroztuk meg, amint azt a
3.2.7.2. fejezetben leirtuk — azzal a kiilonbséggel, hogy ebben a kisérletben a
BSMV-n kiviil értelemszerien BYDV-re, WDV-re é WSMV-re specifikus
antiszérumokat (Loewe Biochemica) is felhasznaltunk.

3.3.3. Molekularis teszt

A levélmintakat a foér mentén hosszanti iranyban kettévagtuk és az egyik feliikkbdl
genomi DNS-t, a masik feliikbél pedig 6sszes RNS-t izolaltunk. A nukleinsavak
amplifikaciora val6 alkalmassagat a ,,TaUbi306 for” + ,, TaUbi664 rev” primerpar
segitségével ellendriztik. A mintdk WDV-fertézottségének megallapitasdhoz a
kinyert genomi DNS-eket hasznaltuk templatként és normal PCR-t futtattunk le,
mig a masik harom virus detektalasdhoz az izolalt 6sszes RNS-t alkalmaztuk és
egylépéses RT-PCR-t futtattunk le. A munka sordn a kovetkezd primerparokat
vittiik reakcidba: BSMV Bb 156 for + BSMV Bb 1178 rev; PAV Sal2 S for + PAV
Sal2 S rev; WDV S for + WDV S rev; WSMV 1000 for + WSMV 1565 rev.
Negativ kontrollnak desztillalt vizet, pozitivnak pedig a transzformacids
munkaszakaszban kifejlesztett plazmidokat, illetve a szerologiai vizsgalatok soran
fert6zottnek bizonyult novényekbdl izolalt nukleinsavakat alkalmaztunk. Az itt ki
nem fejtett modszereket a 3.2.5. fejezetben mar részletesen ismertettiik.
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4. EREDMENYEK

4.1. Széles spektrumu gyomirtészerrel szembeni rezisztencia vizsgalata

Glufozinat-ammonium terméskialakitdé komponensekre gyakorolt komplex hatasat
elemeztiik egy olyan buzatdrzsben, amely expresszalja a hatdanyagot detoxifikalo
bar gént.

Elbzetes kisérletben meghataroztuk a glufozinat-ammonium letalis dozisat. A vad
tipusa CY-45 buzatorzs embrioit in vitro csiraztattuk. Kizarolag a herbicidmentes
taptalajra helyezett embridk csiraztak ki, az 1-4 mg1*-es glufozinat-ammoénium
tartalmu taptalajokon sem gyokér, sem hajtas nem fejlodott (7. dbra). Tehat
esetiinkben a glufozinat-ammonium letalis dozisanak 1 mg-1™ alatt kellett lennie.

7. abra. Vad tipust CY-45 buzatorzs
érett embridinak csirazasa 0, 1, 2, illetve
4 mg- 1™ glufozinat-ammoénium koncent-

cre

vonal: 1,0 cm

A herbicidrezisztencia teszt soran — amint az varhatoé volt — nem tapasztaltuk a
kisérleti populacio genetikai hasadasat a bar génre nézve. Ezt RT-PCR-rel is
alatamasztottuk (8. dbra). Minden embrio kicsirazott herbicidterhelés mellett is,
ebbdl adodoan a tesztet 112 buzandvénnyel végeztik el. Az embriok azonos
intenzitassal csiraztak, de 5000 mg-1" hatéanyag mar lassitotta a folyamatot:
ezeknek a novénykéknek még csak 1 cm hosszu volt a hajtdsuk, amikor a tobbi
taptalajon novekedoknek mar 11-12 cm-es (9. dbra). Ez a kiilonbség betakaritasig
tenyészidot (/0. dbra). Leszamitva a fenti megfigyelést, sikeresen felneveltiik
mindegyik ndvényt, és 0Osszesen 773 darab kalaszt (100%) takaritottunk be.
Vizualis alapon a szemek kiteltségét figyelembe véve két csoportra osztottuk a
kalaszokat (11. és 12. dbra): jol termékenyiilt 311 darab (40,2%), illetve rosszul
termékenylilt 462 darab (59,8%). A részlegesen steril (19 kalasz; 2,4%) és a
teljesen steril kaladszokat (7 kalasz; 0,9%) természetesen a rosszul termékenytilt
csoportba soroltuk.

55



10.14751/SZIE.2014.047

b
f

1 2534050607 @ o0 10 41 2. 13 14 15 16 17

g 2 X 2 X F F FT ¥ ORE R I

8. abra. A bar gén RNS-transzkriptumarél amplifikalt RT-PCR termékek
detektalasa gélelektroforézissel. Primerek: bar5 for + bar6 rev. A fehér nyil a 375
bazispar hosszisagu vart fragmentet mutatja. A gél sz€lso zsebeiben A-DNS.
Mintak balrol jobbra: 1-14: a ndvekvd herbicidkoncentracio szerinti kezelések (1 =
0; 14 = 5000 mg-1™ glufozinat-ammoénium), 15: vad tipust CY-45 névény,

16: desztillalt viz, 17: pAHC20 plazmid DNS

9. abra. A CY-45 eredetii ,,T-124” buzatorzs érett embridinak csirazasa
0, 200, 400, 600, 800, 1000 és 5000 mg-1™ glufozinat-ammoénium
(balrol jobbra) tartalmu taptalajon. Méretvonal: 1,0 cm
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10. abra. Csirazas soran 5000 mg-1™ 12. abra. Jol (feliil) és a rosszul (alul)
glufozinat-ammoniummal kezelt n6- termékenytilt kalaszok szemtermései.
vények (jobbra) tenyészideje harom A kontroll (balra) és az 5000 mg-l'l-es
héttel kitolodott a kezeletlen kontroll kezelés (jobbra) eltérd méretii és alaku
novényekéhez képest (balra) szemeket eredményezett.

Méretvonal: 0,5 cm

11. abra. Jol (a 3 baloldali) és rosszul (a 3 jobboldali)
termékenytilt kaldszok. Méretvonal: 2 cm
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Mérési adatainkat €s azok statisztikai értékelését a 12. tablazatban kozoljik. A jol
termékenyiilt csoportban a novényenkénti kalaszszam 2,38 ¢és 3,13 kozott valtozott,
ami nem jelentett szignifikans eltérést. Ezzel szemben ugyanez a paraméter a
hatésara latvanyosan megnovekedett. A legintenzivebb hajtasfejlédés 5000 mg-1™
glufozinat-ammonium hatasara kovetkezett be, ezeken a ndvényeken erdteljes
bokrosodast figyeltiink meg (/3/a. dbra). Az adatok harom szignifikancia szintet
reprezentaltak.

A kalaszonkénti szemszam a jol termékenyiilt csoportban 21,09 és 17,43 kozott
valtozott. Utdbbit 5000 mg-l'1 glufozinat-ammonium okozta és ez szignifikansan
kevesebb, mint a tdbbi kezelés esetében. Osszehasonlitisképpen a rosszul
termékenylilt csoportban a kalaszonkénti szemszam 21,56 és 12,65 kozott alakult
(13/b. dbra), ami harom szignifikancia szintnek felelt meg. Erdekesség, hogy a 16
és a 200-800 mg-1™ kezelések ugyanazt a szignifikancia szintet eredményezték.

Az ezerszemtomeget a kaldszok betakaritdsa utdn szamitottuk ki a termés
mennyiségébdl. Természetesen a két csoport ebben a mérészamban kiilonbozott
leginkabb egymastol. A jol termékenyiilt kalaszok esetében 37,19 g és 28,21 g
kozott valtozott az ezerszemtomeg, mig a masik csoportban 29,84 g és 16,92 ¢
kozott alakult (/3/c. abra). E16bbi harom, utobbi négy szignifikancia szintnek felelt
meg.

A kaldszok termésadatait kiértékelés eldtt atlagolas helyett Osszesitettik, igy
megkaptuk a novényenkénti termést mind a jol, mind a rosszul termékenytilt
csoportban. Ez a paraméter hasonloképpen valtozott: 2,15 g és 1,43 g kozott a jol
termékenytilt kalaszok esetében, mig 2,18 g és 1,03 g kozott a masik csoportban
(13/d. abra). Figyelemre mélto, hogy a rosszul termékenyiilt kalaszok esetében a
glufozinat-ammonium nem a  legmagasabb, hanem 128-600 mg-l-'-es
koncentracioban okozott szignifikdns termésveszteséget.

Mivel a termés a legfontosabb agrondmiai paraméter, kiszdmoltuk a novényenkeénti
teljes termés alakulasat is a jol €s a rosszul termékenyiilt kalaszok eredményeinek
Osszesitésével. Ebben az esetben az adatok 4,32 g és 2,64 g kozott valtoztak (13/e.
abra). A kontroll névényekhez képest a 128-5000 mg-l'1 glufozinat-ammoniummal
kezeltek — kivéve az 1000 mg-1™-es kezelést — teljes termése 3 gramm ala csokkent,
ami szignifikans valtozast jelentett.

Ha a kontroll kezelés értékeit 100 %-nak tekintjiik, s ehhez viszonyitjuk a
kezelésekkel kapott adatokat, még részletesebb képet kaphatunk a glufozinat-
ammoénium terméskialakitd komponensekre gyakorolt hatasarol. A két csoport
kozotti legfeltlindbb kiilonbség a ndvényenkénti kalaszszdm 190% f6l¢ emelkedése
volt a rosszul termékenyiilt csoportban a legmagasabb herbicidkoncentracio
hatasara. A tobbi vizsgalt tulajdonsag hasonld iranyban, de eltéré szignifikancia
szinteken valtozott a két csoport esetében.

Osszegzésképpen elmondhatjuk, hogy a glufozinat-ammonium statisztikailag
igazolhato hatast valtott ki a kisérlet soran, a szignifikans valtozasok azonban mas-
mas koncentracional jelentkeztek az egyes agronomiai paramétereknél.
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12. tablazat. Egytényezds varianciaanalizis eredményei P = 5% hibavaloszinliségi
szinten. Az adatok a nyolc ismétlés atlaganak felelnek meg. Jelolések: Xi: jol
termékenylilt kaldszok; X,: rosszul termékenyiilt kaldszok; Xs: teljes novény.
Szignifikans eltérésre a kis betlik valtozasa utal

Kezelés | Kaldszszdm (db) Kaldszonkenti
(mg- o) szemszam (db)
X1 X2 X1 X2
0 2,88 a 3,75 a | 2047 a | 2091 a
2 3,00 a 338 a | 1973 a | 215 a
4 3,00 a 363 a | 1933 a | 1980 a
8 238 a 313 a | 1929 a | 2064 a
16 2,63 a 363 a | 1933 a | 1746 b
32 2,75 a 375 a | 2094 a | 2141 a
64 2,88 a 388 a | 1933 a | 1931 a
128 238 a 3,13 a | 21,06 a | 1930 a
200 2,63 a 325 a | 21,09 a | 1698 b
400 2,63 a 313 a | 21,10 a | 17,18 b
600 3,00 a 363 a | 2097 a | 17,09 b
800 2,715 a 563 B | 20,90 a | 1592 b
1000 3,13 a 6,75 C | 2045 a | 1479 c
5000 2,88 a 713 C| 1743 b | 1265 ¢
SzDsy, 1,051 1,111 1,893 2,274
Kezelés Ezerszemtomeg (g) Termés (g)
(mg- ") X4 X» X4 X X3
0] 3706 a | 2818 a 2,14 a 2,18 a | 432 a
2| 36,32 a | 29,84 a 2,15 a 215 a | 430 a
41 3719 a | 2846 a 2,14 a 200 a | 414 a
8| 3705 a | 29,23 a 1,68 a 186 a | 354 a
16 3299 b | 2861 a 165 a 18 a | 350 a
321 3283 b | 2344 b 1,87 a 184 a | 371 a
64| 32,70 b | 2307 b 1,82 a 167 a | 349 a
128 3294 b | 2151 b 164 a 123 b | 287 b
200 32,23 b | 1993 ¢ 1,71 a 124 b | 29 b
400| 2894 «c¢ | 1947 c 161 a 103 b | 264 b
600 2941 c¢ | 19,35 ¢ 1,82 a 1,18 b | 3,00 b
800| 28,21 c | 1862 ¢ 161 a 165 a | 326 b
1000 | 29,27 c¢ | 18,77 ¢ 1,84 a 185 a | 369 a
5000 2861 c | 16,92 d 143 a 152 a| 295 b
SzDsy, 1,855 1,947 0,836 0,734 0,846
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13. abra. A glufozinat-ammonium kiilonb6z6 koncentracidinak hatasa
a novényenkénti kaldszszamra (A), a kaldszonkénti szemszamra (B),
az ezerszemtomegre (C), a kalaszok Gsszesitett termésére (D), valamint
a novények teljes termésére (E) a ,,T-124” buzatorzs esetében.

Az értékek a kisérlet nyolc ismétlésének atlagat mutatjak
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4.2. Virusfertozéssel szemben ellenallo buzatorzsek létrehozasa és vizsgalata

Célunk olyan homozigoéta buzatorzsek 1étrehozasa volt, amelyekben a ndvényi sejt
Osi védekezési mechanizmusa, az RNS-interferencia révén korlatozott a hazankban
eléforduld négy legfontosabb gabonavirus replikacidja, ezért a nodvények
rezisztensek lehetnek e korokozokkal szemben.

4.2.1. Vektormolekulak beépitése buzaba

Els6ként a PDS1000/He részecskebelové berendezés beallitasait optimalizaltuk a
pPBAJEN-gus tesztplazmiddal. Petri-csészénként 50, Osszesen 400 embriot
aldoztunk erre a célra. Az X-gluc pufferes inkubaciot kovetden a kék pottyoket
megszamlalva siirlin elhelyezett kalluszok, 1100 psi nyomads, illetve a makro
hordozokorong és a célszovet kozotti 6 cm-es tavolsag esetén kaptuk a legtobb
tranziens expresszios mintazatot (13. tdablazat és 14. dbra), ezért ezeket a
paramétereket alkalmaztuk a folytatasban.

13. tablazat. Részecskebelovo berendezés optimalizalasa a pPBAJEN-gus vektorral

elrendezés kalluszok szétszortan * kalluszok striin **
tavolsag (cm) 6 9 6 9
nyomas (psi) 1100 | 1350 | 1100 | 1350 | 1100 | 1350 | 1100 | 1350
talalatok szama 151 | 193 | 328 | 227 | 536 | 509 | 475 | 479

* 10 cm atmérojii Petri-csészében, egyenletesen elosztva a taptalajon
** 5 cm atmérojii Petri-csészében, szorosan egymas mellett a taptalaj kézepén

a fenti tablazatban sziirke hattérrel jelolt
bedllitds alkalmazasaval, hdrom nappal a
transzformacio utan

Munkéank soran a pBAJEN plazmid hét valtozatat hasznaltuk fel, amelyek a
Magyarorszagon el6forduldo négy legjelentésebb gabonavirussal, a BSMV-vel, a
BYDV-vel, a WDV-vel és a WSMV-vel szemben biztosithatnak rezisztenciat a
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vektort expresszald novények szamara. Négy plazmid (A-D) csak az egyik
virusnak megfeleld szekvenciakat hordozta, két masik (E-F) egyszerre kettd
koérokozoé ellen lehet hatékony, mig a hetedik (G) mind a négy virussal szemben
védelmet nytjthat.

Kisérletiink els6 évében az A-, B-, C- és D-plazmidokkal dolgoztunk. A masodik
¢vben elkésziiltek az E-, F- és G-vektorok is, igy akkortdol mar ez utdbbiak
hasznaltara helyeztiik a hangsulyt. A forditva ismétlédo szekvencidk buza sejtekbe
épitése tehat koriilbeliil két évet vett igénybe, amely i1d6 alatt 251 Petri-csészényi
mennyiséget kitevl, azaz mintegy 12550 darab éretlen embridt izolaltunk. Koziiliik
12250 darab a CY-45 eredetli volt, mig 6 tenyészet, azaz 300 darab embrié a GK
Tavasz buzabdl szdrmazott. A munka soran 7 alkalommal tovabbi egy-egy CY-45
tenyészetet iktattunk be kontroll gyanant, amelyeket nem transzformaltunk, hanem
a novény-sejt-novény rendszer hatékony miikodését teszteltiik veliik. Amint a 15.
dbran 1is lathatd, a totipotens kalluszok szoveti redifferencidcidés képessége
kifogastalan volt.

15. abra. Szovettenyésztési hattér miikodoképességének ellendrzése nem szelektiv
tapkozegeken. Balrol jobbra: a regeneracio elso jelei; gyokérkezdemény; gyokeret
¢s hajtast is fejlesztd kalluszok; regeneralt novénykék fiolakban

Legnagyobb mennyiségli tenyészetet, szam szerint 45-6t a G-jelii plazmiddal
transzformaltunk, legkevesebbet pedig az A-jelti vektorral, amelyet 19 alkalommal
hasznaltunk. A 14. tabldzatbol azonban az is kideriil, hogy a recipiens kolonidk
szdma nem volt aranyban a fioldba (2MS, regeneracios taptalajra) helyezhetd
kalluszok mennyiségével. Példaul a B- és a C-plazmiddal transzformalt tenyészetek
szdma lényegében azonos volt, ennek ellenére a regenerdlodasnak indult, fioldba
rakott kalluszok szdma kétszeres eltérést mutatott. A fioldkba mért, 20 mg-1™*
glufozinat-ammoniummal kiegészitett taptalaj hatdsdra szdmos zoldiild kallusz
elpusztult (a B-plazmidnal a teljes mennyiség 60 %-a, a D-nél 85 %-a), jelezve a
bar markergénre alapozott szelekcid hatékonysagat. Uveghazba 673 ndvényt
tltettiink ki, am legnagyobb igyekezetiink ellenére csak 486-ot tudtunk felnevelni.
Ezeket a szelekcio utolso 1épéseként 4-5 leveles korukban lepermeteztiik Finale 14
SL herbiciddel. A kezelést kovetden a tulélési arany 3 % (F-plazmid) és 84 % (A-
plazmid) kozottinek bizonyult. A kisérletsorozat volumene indokoltta tette a
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novények egyedi megjeldlését. Munkank in vitro fazisaban beszamoztuk a kallusz-
tenyészeteket 1-t61 258-ig. Ez a jelolés a kisérlet végéig érvényben maradt azaltal,
hogy a regeneralt ndvények is ezt a szamot kaptadk. Amennyiben egy kallusz-
kultarabol tobb névényt is sikeriilt regeneralnunk, azokat ,,/”’-jellel kiilonitettiik el
egymastol. Néhany példa az azonositasra: 6; 108; 5/2 vagy 223/12. Kisérletiinkben
37 olyan CY-45 és 1 olyan GK Tavasz tenyészetr6l tudunk beszamolni, amelybdl a
permetezést tulélé ndvényt vagy nodvényeket kaptunk — ez mindkét genotipus
esetén a teljes mennyiség 15 %-a. Koziilik 19-r6] elmondhat6, hogy csak egyetlen
ndvényt tudtunk beldle felnevelni. Akadt azonban négy olyan is, amelybdl 10-nél
tobb regeneralt egyed élte tul a permetezést. Amint a 14. tablazatbol is kitlnik,
Osszesen 117 ndvényt neveltiink tovabb, amelyekr6l molekularis vizsgalatokkal
allapitottuk meg, hogy valdéban hordozzék-e és expresszaljdk-e a beépiteni kivant
DNS-szakaszokat.

14, tablazat. A novényregeneracio és a bar génre alapozott szelekcio eredményei

S transzformaciora fiolaba uveghazba Finale 145 L ermetezést

= } helyezett N herbiciddel | P~

N felhasznalt T een kitultetett talélo

= tenyészetek z0ldiilé ndvények lepermetezett noévények

= y kalluszok y novények Y

A 19 353 115 50 42

B 42 520 210 178 17

C 43 273 73 37 3

D 33 180 28 16 9

E 30 97 32 20 12

F 39 318 86 82 3

G 45 776 129 103 31
0sszesen 251* 2517 673 486 117

* A szovettenyésztési hattér ellenorzésére haszndlt, nem transzformalt kulturdkkal
egylitt a tenyészetek szama héttel tobb volt. Ez az oka annak, hogy az eredmények
tovabbi ismertetése soran szo lesz 251-nél nagyobb sorszamu novényrol is.

Molekularis vizsgalatainkat a nukleinsavak izolalasaval kezdtiikk. Valamennyi no-
ubiquitin-ligdz génre tervezett primerparral tesztel6 PCR-eket végeztiink és
megallapitottuk, hogy mind hagyomanyos PCR (genomi DNS templat), mind RT-
PCR (6sszes RNS templat) utan detektalhatd volt a vart fragment az 6sszes minta
esetében (16. dbra). Ez az eredmény azt az informaciot adta, hogy a nukleinsav-
mintak alkalmasak polimeraz lancreakcioval torténd tovabbi vizsgélatokra.
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16. abra. Tesztel6 PCR-ek utan késziilt gélfotok. Mindkét esetben a ,, TaUbi306
for” + ,,TaUbi664 rev” primerpart alkalmaztuk. A gélek jobb széls6 zsebeiben a
negativ (desztillalt vizes) kontrollt futtattuk. A tobbi zsebben véletlenszertien
kivalasztott To novények mintai szerepelnek. A bal sz¢élsé zsebekben A-DNS
lathato. Az ,,A” fot6 hagyomanyos PCR-t mutat be genomi DNS-templattal, a ,,B”
fotd pedig RT-PCR-t 6sszes RNS templattal. E16bbi esetben a vart fragment 1200
bp, mig az utdbbindl csak 358 bp, mivel egy 842 bp méretii intron talalhat6 az
amplifikalni kivant szekvenciaban

Munkankat a bar markergén kimutatasaval folytattuk. Mind a 117 vizsgalt novény
nemcsak hordozta, expresszalta is a herbicidrezisztencia gént (15. tabldazat). A
fenotipus (tiinetmentes ndvények a permetezést kdvetden) €s a genotipus tehat
minden esetben megerésitette, alatamasztotta egymast. Néhany példat a 17. abrdn
mutatunk be ebbdl a kisérletbol.

17. abra. Genomi DNS templattal inditott
Primerek: bar5 for + bar6 rev.

Vart fragment: 375 bp. Minték balrél jobbra:
A-DNS;

1-3: To novények (1, 2, 5/2);

4: vad tipusu CY-45;

5: pozitiv kontroll (plazmid-DNS);

6: negativ kontroll (desztillalt viz)

A molekularis tesztelés 1ényegi részét a forditva ismétlédé DNS-szakaszok
integralodasanak ¢és expresszidjanak kimutatdsa jelentette PCR, illetve RT-PCR
modszerekkel. A vektorkonstrukciok szamabol, a szensz és antiszensz
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szekvenciakbol ¢s a kétféle technikabol adoddan 28-féle reakciot kellett
lefuttatnunk. Az Osszes gélfotdo kozlésétél e helyen eltekintiink, csak kett6t
mutatunk be a 18. dbrdn. Szamszerisitve a 15. tablazatban foglaljuk 6ssze a kapott
eredményeket. Nem talalkoztunk olyan esettel, hogy valamelyik célszekvencia
integralodott ugyan a recipiens novényi genomba, de arr6l ne tortént volna
transzkripcid — vagyis PCR és RT-PCR soran a mintak ugyanazokat a jeleket adtak.
Olyan eset sem fordult eld, hogy a szensz- és antiszensz orientacioban beépitett
DNS-szakaszok ne egyiittesen lettek volna jelen — tehat az RNS interferencia
mikddésének alapjaul szolgalé dsRNS-ek kialakuldsanak nem volt elvi akadalya.
A 15. tdablazatbdl kitinik, hogy a bar markergén csak a B-, C- és F-vektorok
esetében jelezte egyértelmiien a virusrezisztenciat eredményezé DNS-szakaszokat.
A G-plazmidnal a markergént expresszaldo novényeknek 45 %-a, mig az A-
plazmidnal csak 19 %-a hordozta a forditva ismétlodo szekvencidkat. Legrosszabb
adatainkat a D- és az E-plazmiddal kaptuk, mivel a markergén jelenlétének és
kifejezodésének ellenére egyetlen novénybdl sem tudtuk detektalni a WSMV,
illetve a (BYDV + WDV) célszekvencidkat. A molekularis tesztelés soran 44
pozitiv novényt kaptunk, amelyekrél Osszesen 628 szemet takaritottunk be. Hat
novény (7/2, 183, 184, 189/1, 120/1, 226/2) sterilnek bizonyult, igy az atlagos
szemtermés 14,3 db/egyed szintet ért el. A termésadatok azonban igen nagy szorast
mutattak: 13 novény 10-nél kevesebb szemet, 10 névény 11-19 db szemet, 11
névény 10-29 db szemet, 4 novény pedig 30-nal tobb szemet nevelt (16. tablazat).

18. abra. Az A-plazmiddal bejuttatott virusspecifikus szekvenciak expresszidjanak
kimutatasa RT-PCR-rel T buzanovényekbol. Az abra ,,A” részén a szensz, mig a
,B” részén az antiszensz orientacidban beépitett szekvencidk lathatok. E16bbi
esetben a vart fragment mérete 1022 bp (BSMV Bb156 for + BSMV Bb1178 rev
primerpar), utobbinal 1593 bp (BSMV Bb156 for + Nos-T 2028 rev primerpar).
Mintak mindkét gélfoton: A-DNS;

1-3: A-plazmiddal transzformalt T névények (1, 2, 5/2);

4: vad tipusu CY-45; 5: pozitiv kontroll (plazmid-DNS);

6: negativ kontroll (desztillalt viz)
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15. tablazat. Polimeraz lancreakciok eredményei szamokban

- ’ bar génre SZensz antiszen;z

= peﬂ{le}efest ozitiv névénvek s;ekvencwira s;ekvenméra
N “tu%elo P y pozitiv novények | pozitiv novények
2| novények | pop |RT-PCR| PCR |RT-PCR| PCR |RT-PCR
A 42 42 42 8 8 8 8

B 17 17 17 16 16 16 16

C 3 3 3 3 3 3 3

D 9 9 9 0 0 0 0

E 12 12 12 0 0 0 0

F 3 3 3 3 3 3 3

G 31 31 31 14 14 14 14

16. tablazat. Forditva ismétl6do szekvencidkat expresszald novények termésadatai

A-plazmid | B-plamzid | C-plazmid | F-plazmid G-plazmid
E |lu€ E |n€ E |nE E |=»nc€tE = n &
R L o ‘O o o] ‘O o B ‘O o ‘O o
N N N N N N N N N N
54 £ B £)Eg £ |Bg & |2
77] E 177] E ©n E ©n E 72] E
1| 22| 179/2| 8| 20| 24| 120/1| O 222 | 12
2| 21| 180/1| 33| 62| 9| 120/2| 25| 223/9| 7
5/2| 34| 180/2| 27| 193| 13 124 | 4| 223/10 | 3
721 0| 180/3| 3 223/12 | 30
47| 23| 180/4| 18 223/13 | 7
48/1| 19| 180/5| 28 224 | 19
48/2 | 33| 180/6 | 10 226/2| O
48/3 | 18| 180/7| 6 226/10 | 3
181 | 26 227/1| 28
183| 0 22712 9
184 O 227/3| 8
186/1 | 22 243 | 1
186/2 | 13 249 | 17
188 | 2 257 | 29

189/1| O

189/2 | 14
ossz. | 170 210 46 29 173

A sziirke hatterii novény GK Tavasz genotipusbol szarmazott, a tobbi CY-45
eredettl.
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4.2.2. Homozigota buzatorzsek eldallitasa

Amint az el6zd fejezetben ismertettiik, a Tp ndvényekrdl magot fogtunk. Mivel
célunk a ndvények rezisztenciajanak megismerése, ezért olyan kisérleti
populacidkat kivantunk eldallitani, amelyek a beépitett szekvencidkra nézve
genetikailag nem hasadnak, s ebbdl kifolyolag kortani tesztek soran az egy torzsbe

tartozd novényektdl hasonlod valaszre-
akciot varhatunk. Esetiinkben torzsnek
nevezzik az egyes Tp ndvények — azaz
a fiiggetlen transzformansok — utodai-
bol 4llé novénypopulaciot.

A genetikai hasadés elkeriilése érde-
kében portoktenyésztés alkalmazasa-
val TDH buzatorzsek eldallitasat kisé-
reltik meg. Torzsenként legalabb 10
kalaszbol akartuk inditani a portokte-
nyészeteket és a biztonsagra torekedve
még tartalék vetOmagot is akartunk
képezni. Ugyanakkor a 16. tabldzatban
mar bemutattuk, hogy 13 Ty ndvény
10-nél kevesebb szemet termett, s6t a
243-as példaul minddssze 1 szemet.
Ezért Ugy dontottiink, hogy sziikség
szerint felszaporitjuk a vetdémagokat és
a T1, To vagy a T3z generécio egyedei-
bdl izolalunk portokokat. Mivel a
kisérletnek ebben a fazisaban még
szamolnunk kellett a genetikai hasa-
dassal, nem nélkiloztiik a bar marker-
génre alapozott szelekciot: a novénye-
ket lepermeteztiik Finale 14 SL herbi-
ciddel, és csak a tiinetmentes egyedek
kalaszait hasznaltuk donor-ként (19.
abra).

19. abra. Transzformans dihaploid no-
vények eldallitdsanak folyamata. Por-
tok izolalas céljabol vetett donor no-
vényanyag 4 °C-os klimakamraban (A)
és zart rendszerli iiveghazi kabinban
(B). Az izolalashoz idedlis allapotot — a
kalaszok ,hasban” vannak — a fehér
nyil jelzi (C). Folytatas a taloldalon
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Munkank soran 21 CY-45 és 1 GK Ta-
vasz eredetli buzatorzs dihaploid valto-
zatat allitottuk eld. Eredményeinket a
17. tablazatban k6z06ljik részletesen. A
donor kalaszok szdméhoz viszonyitott
z0ld névény kihozatal az 1, 5/2, 20, 47,
180/7, 189/2 és 249 jelt torzsek eseté-
ben bizonyult a legjobbnak, mig a
180/1, 180/4, 180/6, 223/12, 227/1,
227/2 szamuaknal a legrosszabbnak —
ezekbdl nem sikeriilt novényt regene-
ralnunk. Jollehet a 17. tabldzatbol nem
dertl ki, de itt megemlitjiik, hogy az al-
bind ndvények mennyisége valameny-
nyi torzs esetében elenyészo volt. Az in
vitro regeneralodott novénykéket iiveg-
hazba {ltettiik ki, majd az aklimatiza-
ci6 utan lepermeteztiik azokat Finale
14 SL herbiciddel. A talélési aranyok
tag hatarok kozott valtoztak. A bar
gént expresszaldé novényeket tovabb
neveltik ¢és fejlettségiik, valamint
terméskotddésiik alapjan elkiilonitettiik
a haploidokat és a spontan dihaploido-
kat. Az aranyok igen eltéréek voltak: a
223/10-es torzs mindegyik egyede
spontan dihaploidnak bizonyult, ugyan-
akkor a 180/5-6s torzs novényeinek
csak 16 %-4ar6l mondhaté ez el. Al-
talanositva kijelenthetjiik, hogy a per-
metezést tuléld egyedek 30-50%-a te-
kinthetd spontan dihaploidnak. Ezeket
a novényeket TDH; generacid néven
vettiik nyilvantartasba. Megjegyezziik,

19. abra. Folytatas az el6z6 oldalrol.
Formalodo fehér kolonidk W14 tapol-
datban (D) a kalluszindukci6 hatékony-
sadgara utalnak. Regeneralodéasnak in-
dult kalluszok 190-2Cu taptalajon (E).
Az abra F-részén iiveghdzban felnevelt
spontan dihaploid (balra) és haploid
(jobbra) blizandvények lathatok
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hogy nem minden btzatorzsbdl inditottunk portokkultarat. Ennek egyik oka, hogy
6 To novény eleve nem hozott termést. Néhany esetben (48/2, 48/3, 62, 186/2, 224,
226/10) a T, generacio egyetlen egyede sem élte tal a herbicid kezelést. Olyan is
eléfordult (12072, 124), hogy a T névény rendkiviil gyenge szemeket nevelt, s a Ty
populacié permetezést tuléld egyedei nem fejlesztettek portokizoldlasra alkalmas
kalaszt — igy példaul az F-plazmiddal transzformaltak koziil nem maradt donor no-
vény. Mindazonaltal kisérletiink eredményes volt: 381 TDH; buzat éllitottunk eld.

17. tablazat. Dihaploid buzatorzsek eléallitasanak eredményei szamokban

gz . ‘21 donor regene- giie haploid spontan
$5 | §| 2% kaliszok | réltzold pgo e | PO dinaploid
"o | 5| © &| szdma w ,
@ o novények szama
1 T, 20 153 143 70 73 (51 %)
2 T, 19 34 21 13 8 (38 %)
52| A T1 18 141 123 47 76 (62 %)
47 T, 16 113 106 68 38 (36 %)
48/1 T, 18 34 22 12 10 @5 %)
179/2 T, 7 17 7 5 2 (28 %)
180/1 T, 12 0 0 0 0
180/2 T, 11 8 5 2 3 (60 %)
180/3 T, 18 18 11 3 8 (72 %)
180/4 T, 11 0 0 0 0
180/5 B T, 10 37 30 25 5 (16 %)
180/6 T, 13 0 0 0 0
180/7 T, 5 50 43 27 16 37 %)
181 T, 10 28 24 15 9 (37 %)
186/1 T, 10 25 20 15 5 (25 %)
188 T, 18 49 42 27 15 @36 %)
189/2 T, 11 60 55 29 26 (47 %)
20| C T, 18 72 60 34 26 (43 %)
222 T, 15 8 5 3 2 (40 %)
223/9 T, 14 9 5 2 3 (60 %)
223/10 T, 15 3 2 0 2 (100 %)
223/12 T, 13 0 0 0 0
223/13 G T, 12 6 5 2 3 (60 %)
227/1 T, 19 0 0 0 0
22712 T, 14 0 0 0 0
22713 T, 18 14 11 4 7 (63 %)
243 Ts 17 9 6 2 4 (66 %)
249 T, 20 97 88 48 40 (45 %)

~
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Viaszérés fenofazisban minden torzsbdl kivélasztottunk 4 egyedet, amelyeknél
ismételten leellendriztiikk a bejuttatott viralis szekvencidk expressziojat RT-PCR-
rel. Ertelemszeriien azokban az esetekben, amikor 4-nél kevesebb novény alkotott
egy torzset (179/2, 180/2, 222, 223/9, 223/10, 223/13), csak a rendelkezésre allokat
elemeztiik. Bizonyos torzseknél (20, 180/3, 227/3, 249) tobb, 7 illetve 8 novényt
vizsgaltunk meg. Az Gsszes gélfotd kozlésétél ismételten eltekintiink, csak egyet
mutatunk be a 20. dbran. Az elemzett 91 novény koziil csak a B-plazmiddal
transzformalt 179/2-es és a C-plazmiddal transzformalt 20-as térzsben talaltunk
negativ egyedeket. A permetezést tulélt ndvények 97 %-a expresszalta a viralis
eredetli célszekvenciakat is, tehat sikeres volt a bar markergénre alapozott
szelekcid. A 381 TDH; novény termését egyedileg takaritottuk be, ez Osszesen
12653 db CY-45 eredetii és 188 db GK Tavasz eredetli szemet tett ki. A ndvények
jelolését ettdl kezdve a kovetkezoképpen modositottuk: a torzs eredeti sorszamatol
kotdjellel elvalasztva feltiintettiik az adott dihaploid ndvény sorszamat (pl. 1-2,
180/7-4, 249-19). A molekularisan jellemzetteket kiilon kezeltiik, ezek
termésadatait a 18. tabldzatban ismertetjiik.

10 11 12 13/ 14 ==

<

20. abra. A B-plazmiddal bejuttatott virusspecifikus szekvenciak expresszidjanak
kimutatasa RT-PCR-rel TDH; buzandvényekbdl. A gélen egyszerre futtattuk két
reakcid termékeit. A felsd jelek az antiszensz, mig az alsok a szensz orientacidban
beépitett szekvenciaknak felelnek meg. EIObbi esetben a vart fragment mérete 605
bp (PAV Sal2B for + Nos-T 2028 rev primerpar), utobbinal 514 bp (PAV Sal2S for
+ PAV Sal2S rev primerpar). Mintak: a gél két sz€ls6 zsebében MR-DNS; 1: 181-
es To novény; 2-5: elébbinek TDH; utodai; 6: 189/2-es Ty ndvény; 7-10: elébbinek
TDH; utddai; 11: pozitiv kontroll (plazmid-DNS); 12-14: negativ kontrollok
(desztillalt viz, 1-es és 249-es To novények)
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18. tablazat. Molekularisan jellemzett TD'H; ndvények termésadatai

s | o TDH; novények < = TDH; névények
g % f= termése (db szem) g % f= termése (db szem)
S 2 | B S 2 | B |
gl =2|1 | 2 3. | 4 3 | = L 2. 3. | 4
1 42 | 42 50| 59| 186/1 37 21 4| 28
2 77| 40 35| 36 188 | B 135| 113| 15| 33
52| A | 81| 76 65| 50| 189/2 8 35| 26| 44
47 98| 63 71| 85 20| C 85 40| 11| 37
48/1 74| 25| 114 | 46 222 81 2| - -
179/2 0| O - =1 223/9 6 78| 14| -
180/2 1| 12 6| —| 223/10 82 23| —| -
180/3 B 54| 41 24 | 46| 223/13 | G 50 50| 21| -
180/5 0 0 0 o 22773 25 30| 93| 52
180/7 17| 31 40| 22 243 68 73| 85| 42
181 10| 15 20| 38 249 48 60| 99| 43

A sziirke hattérrel jelolt novényekbol nem tudtuk kimutatni a szensz és/vagy

crer

4.2.3. BSMV-fertozéssel szembeni rezisztencia tesztelése

4.2.3.1. A virusatvitel hatékonysaganak ellendrzése

Elséként a mesterséges fertdzési rendszer mitkodését, a virusatvitel hatékonysagat
vizsgaltuk meg vad tipust CY-45 és GK Tavasz buzak, valamint egy igen
fogékony arpafajta, a Lilla kisérletbe vonasaval. Négy-négy novényt egyleveles
fenofazisban megfertéztink BSMV-vel, tovabbi négy pedig Gn. mock inokulalt
kontrollként szolgalt. Harom héttel késébb felvételeztiik a tiineteket (19. tablazat).
Elvéarasainknak megfelelden valamennyi mock inokulalt névény tlinetmentes
maradt, mig a BSMV-vel inokulélt névényeken megjelentek a virus altal okozott
tipikus korképek: a levélerekkel parhuzamos, hosszu, kifakult csikok. A legerésebb
tinetek a Lilla arpafajta egyedein mutatkoztak. Némileg kevesebb korképet
¢szleltlink a két buzatorzson, ugyanakkor enyhe érzékenységbeli kiilonbség is
lathatd volt, ugyanis a GK Tavasz ndvényeken alacsonyabb tiineti pontokat
regisztraltunk, mint a CY-45 esetében.

A kisérleti novényeket tovabb neveltiik. Korabbi megfigyeléseink megerdsitést
nyertek, mivel a késobbickben Kkifejlédott leveleken még Kkifejezettebben
jelentkeztek a tiinetek. A mock inokulalt novényekhez képest a virussal fertézottek
fejlettségben elmaradtak, jelentésen alacsonyabbak voltak és egyaltalan nem
neveltek oldalhajtasokat. A betakaritott kalaszok egy részét a 21. abran mutatjuk
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be. Egyértelmiien latszik a virusfertézottség drasztikus hatdsa a Lilla arpafajtan: a
kalaszkak annyira fejletlenek maradtak, hogy a toklaszszalkak szinte kozvetleniil a
kalaszorsordl eredtek, ami ugyancsak fejletlen, alig felismerhetd volt. Termést
egyetlen arpandvény sem hozott. Nem ennyire latvanyos, mégis hatarozott
depressziot észleltiink a két buzanal: a kaldszhossz felére redukalodott a mock
inokulalt kontrollhoz viszonyitva. A GK Tavasz névények koziil csak kettd, mig a
CY-45 esetében mindossze egy novény adott termést.

Fertdzési modszeriinkkel tehat a BSMV hatékonyan atviheté volt mind CY-45,
mind pedig GK Tavasz buzatorzsekre, ezaltal lehetové valt az A- illetve a G-
plazmidot hordoz6 névények rezisztencidjanak objektiv tesztelése.

19. tablazat. Virustiinetek felvételezése harom héttel a fertéz¢és utan az inokulalt
levél feletti masodik lomblevélen Otfokozati skala segitségével a virusatvitel
hatékonysaganak megallapitasara (1 = tiinetmentes; 5 = igen erdsen tiinetes levél)

mock inokulalt névények | virussal inokulalt novények
1. 2. 3. 4 |atlag| 1. 2. 3. 4. | dtlag
Lilla 1 1 1 11003 4 4 3 | 350
CY-45 1 1 1 1,100 |3 2 3 3 | 275
GKTavasz | 1 1 1 1 1002 2 3 3 2,50
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21. abra. A virusatvitel hatékonysagéanak tesztelésére hasznalt ndvények kalaszai
1, 3 és 5: mock inokulalt Lilla, CY-45 ¢és GK Tavasz;
2,4 és 6: BSMV-vel inokulalt Lilla, CY-45 és GK Tavasz.
A méroléc skalaja centiméterben értendd
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4.2.3.2. Vizsgalatok a tenyészidoszakban

Kisérletiinkben a G-vektort expresszalo TDH torzsekbdl jeloltiink ki néhanyat,
amelyek ellenallosagat bizonyitani kivantuk. Ez a konstrukci6 tartalmazta ugyan a
BSMV-, a BYDV-, a WDV- ¢és a WSMV-specifikus forditva ismétlédo
szekvenciakat is, de modszertani lehetéségeink miatt csak a BSMV-vel szembeni
rezisztenciat teszteltiik. Azért esett valasztasunk a 243-as és a 249-es Ty novény
dihaploid utodaira, mert igy mindkét donor bliza genotipuson vizsgéalhattuk az
RNS-interferencia révén kialakuld rezisztencia mértékét. Azokat a torzseket
jeloltik ki a kisérlethez, amelyekbdl a legnagyobb vetdmagtartalékot tudtuk
képezni. Ezek: 243-1, 243-3, 243-4 (GK Tavasz eredetiiek), illetve 249-3, 249-4,
249-8 (CY-45 eredetiick).

A vetéstdl szamitott 12-18. hét kozotti iddszakban hetente felvételeztik a
korképeket (20. tdbldzat). Mock inokulalt ndovényeink végig tlinetmentesek
maradtak, vagyis a BSMV-vel inokulalt novényeken észlelt valtozasok csakis a
mesterséges fertdzés kovetkeztében alakulhattak ki. Adataink megerdsitették az
elozetes vizsgalat eredményeit: a két vad tipusu buza levelein igen erds tlinetek
jelentkeztek. GK Tavasz esetében az elsé megfigyelés alkalmaval a 16 ndvény
atlagos pontszama 1,75 volt, majd fokozatosan romlott, s a 18. héten mar 4,44-es
értéket rogzitettiink. A CY-45 egyedek atlaga 1,81 volt a 12. héten, mig a 18. héten
4,69. A tlnetek megjelenésének, erdsdodésének dinamikdja a két buzatdrzson
hasonl6 volt. A novények kétharmadan mar az els6 felvételezés soran talaltunk
gyenge vagy kozepes fertdzottségre utalod jeleket, és csak a populacié egyharmada
bizonyult tiinetmentesnek. A kovetkezd 3-4 hétben egyre markénsabb tiinetek
jelentkeztek, majd a 15-18. héten lelassult, illetve megallt a tiinetek tovabbi
erdsodése. A ndvények tobbségén a legerdsebb korképek fejlodtek ki, kdzepesnél
gyengébb megbetegedést pedig sehol sem tapasztaltunk a megfigyelési iddszak
végére. A korképek a késdbbiekben kifejlodott leveleken is megjelentek és a teljes
érés, vagyis a szeneszcencia kezdetéig jol szemrevételezhetéek voltak.

A fentiektdl igen eltéré eredményeket kaptunk a TDH buzatorzsek vizsgalatakor.
Minden ndvény tiinetmentes volt a kisérlet kezdetén és 85 %-uk az is maradt a
megfigyelési periodus végéig. Néhany egyeden (10 db GK Tavasz eredetiin és 4 db
CY-45 eredetiin), gyenge vagy kozepes elvaltozasokat talaltunk, ennél erdsebb
tinetek azonban egyaltalan nem alakultak ki. A korképek feler6sodésének
dinamikaja hasonl6 volt a vad tipusu kontrolloknal leirtakhoz. A 18. héten
megfigyelt atlagos pontszamok 1,06 és 1,44 kozott alakultak, ami jelentdsen
alacsonyabb a kontroll genotipusokhoz képest. Szembetiiné a kiilonbség, ha a
BSMV-vel inokuldlt ndvények adatait sajat mock inokulalt kontrolljaikhoz
viszonyitjuk: a GK Tavasz és a CY-45 esetében is az atlagos tlineti pontszam 4,00
fol¢ emelkedett a vetés utani 18. hétre, mig a TDH torzsek pontszdmai alig
haladtdk meg a mock inokulalt kontrollok atlagadatait (20. tdbldzat). Azokon a
ndvényeken, amelyeken korképeket észleltiink, a vizsgalati szakasz lezardsa utan is
megfigyelhetok voltak a tlinetek — ide értve az jonnan kifejlédott leveleket is. A
tiinetmentes egyedek a felvételezési periodust kovetden is egészségesek maradtak.
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Parhuzamosan a fenti megfigyelésekkel megmértiik a virustiinetek felvételezésére
kivalasztott levelek SPAD-értékeit, amelyek a fotoszintetikus aktivitast fejezik Kki.
Eredményeinket a 22. dbran mutatjuk be grafikus formaban, ahol minden adatpont
16 mérés atlaganak felel meg. A SPAD értékek alakulasa jol kovette a tiinetek
felvételezésekor rogzitett pontszamokat, vagyis ahol erdsebb tiinetek, kifakult
mozaikcsikok jelentek meg a levéllemezen, ott a fotoszintézis is cs6kkent. A mock
inokulalt vad tipust és TDH ndvények SPAD-értéke a hét hetes periodus alatt
végig 40 koriil alakult és minimalis ingadozast mutatott. A BSMV-vel inokulalt
vad tipust buzak klorofilltartalma azonban mar a 12. héten alacsonyabb volt a
mock inokulalt kontrollokhoz képest, s ez a kiilonbség a 18. hétre még
kifejezettebbé valt: GK Tavasz esetében 17-re, CY-45-nél 16,1-re esett vissza a
SPAD-érték, ami 48 %-0s, illetve 49 %-os csokkenésnek felel meg. Ezzel szemben
a Vvirussal inokuldlt TDH buzatorzsek SPAD-értéke a sajat mock inokulalt
konrolljukhoz viszonyitva nem, vagy kismértékben valtozott, kivéve a 243-1 és a
243-4 torzseket, ahol kdzepes (17 %-0s, illetve 27 %-os) csokkenést észleltiink.
Kisérletiink statisztikai kiértékelését kétvaltozos linedris regresszidanalizissel
végeztik. A kiszamitott korrelaciés koefficienseket (r) és a regresszios
egyenleteket a 22. dbra grafikonjainal kozoljik. Az id6 és a klorofilltartalom
negativ 0sszefiiggését kaptuk, ami megfelelt hipotézisiinknek. A mock inokulalt és
a virussal inokuldlt novények regresszios koefficiensei (b) kiilonbségének
szignifikanciavizsgalata t-probaval tortént, amelyet a 21/a. tdblazatban adunk
kozre. Mindkét vad tipust kontrollndl P = 0,1% hibavaldszinliségi szinten
szignifikdnsan alacsonyabb volt a virussal inokulalt egyedek b-értéke, mint a mock
inokuléltaké. P = 1% szinten a 243-1 ¢és a 243-4 torzseknél mutatkozott
szignifikans kiilonbség, mig P = 5 % szinten a 243-3 ¢és a 249-3 torzseknél. A 249-
4 és a 249-8 torzseknél nem volt szignifikans eltérés a regresszids koefficiensek
kozott. Ugyanakkor a 21/b. tablazatban latszik, hogy ha egy adott TDH torzs és a
vad tipusu kontroll wvirussal inokulalt noévényeinek b-értékeit hasonlitjuk
egymashoz, akkor a t-proba szerint valamennyi TDH torzs szignifikansan
kiilonbozott sajat vad tipusu  kontrolljatol. A 243-4 torzsnél P = 5%
hibavaldszintiségi szinten volt szignifikans kiilonbség, a tobbi térzsnél pedig P =
1% szinten. Tehat a BSMV-inokulacio hatasara a regresszids koefficiens értéke
szignifikansan kevésbé csokkent le a TDH torzseknél, mint a GK Tavasz, illetve a
CY-45 esetében.

Megfigyelési  periodusunk végén minden genotipusbol véletlenszeriien
kivalasztottunk egy mock inokulalt és négy virussal inokuléalt névényt (ezeket a 20.
tablazatban mar jeleztiik), amelyeknek eltavolitottuk az eddigi vizsgalatok targyat
képezd leveleit, és meghatiroztuk azok BSMV-koncentraciojat DAS-ELISA
modszerrel. A teszt soran a fert6zési forrasként alkalmazott arpandvény levelét
hasznaltuk pozitiv kontrollként. A megvizsgalt leveleket és a kapott eredményeket
a 23. abran mutatjuk be. Az extinkcids értékek €s a tapasztalt BSMV-tiinetek teljes
Osszhangban voltak egymassal. Hipotézisiinknek megfelelden valamennyi mock
inokulalt novény fertézésmentesnek bizonyult, mivel esetiikben 0,7-nél kisebb
értékeket (0,367 — 0,533) detektaltunk. A pozitiv kontrollként alkalmazott arpalevél
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20. tablazat. BSMV tiinetek felvételezése Otfokozath skala segitségével (1 = tiinetmentes; 5 = igen erodn1UiRELES AeEADB4.047
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» 22. abra (79. oldal). A virustiinetek felvételezésére kivalasztott levelek
SPAD-értéke (fotoszintetikus aktivitasa) a vetés utani 12-18. héten.

A fiiggetlen valtozo a heteknek felel meg, a fiiggd valtoz6 pedig a SPAD-

értékeknek minden grafikonon. Az adatpontok 16 mérés atlagat fejezik ki.
Szinek: kék — mock inokulalt; piros — BSMV-vel inokulalt névények

21/a. tablazat. Mock inokulalt névények (mi) és virussal inokulalt névények (vi)
regresszios koefficiensei (b) kiilonbségének szignifikanciavizsgalata t-probaval. A
kritikus t-értékek: tO,l% =4,59; t1o,= 3,17; t50, = 2,23; 100, = 1,81

‘ bl(ml) bZ(Vl) tszémitottl ‘ bl(ml) bZ(VI) tszélml'tott
GK Tavasz 0,06 -2,70 4,96 |CY-45 -0,30 -2,80 6,04
243-1 -0,02 -0,88 3,41 | 249-3 -0,38 -099 281
243-3 -0,08 -0,85 3,07 |249-4 -0,35 -0,74 135
243-4 -0,16 -1,63 3,86 | 249-8 -040 -0,53 0,46

21/b. tablazat. Virussal inokulalt TDH torzsek €s a vad tipusu kontroll regresszios
koefficiensei (by, illetve by) kiilonbségének szignifikanciavizsgalata t-probaval. A
kritikus t-érté¢kek megegyeznek a fent leirtakkal

‘ b1 D2(GK Tavasz)  tgamitott | ‘ bs D2(CY-45)  tszamitott
243-1 -0,88 -2,70 3,67 249-3 -0,99 -2,80 5,64
243-3 -0,85 -2,70 3,66 249-4 -0,74 -2,80 5,28
243-4 -1,63 -2,70 2,46 249-8 -0,53 -2,80 6,19

viruskoncentracidja igen magas, 1,189 volt. Mindkét vad tipusii buza egyedei
er6sen fertézottnek bizonyultak, hiszen viruskoncentraciojuk 1,000 f616tt alakult,
st néhany esetben a pozitiv kontrollként hasznalt arpat is meghaladta. A TDH
buzatorzsek esetében egész mas eredményt kaptunk. A CY-45 eredetiiek koziil egy
sem bizonyult fert6zottnek, s6t néhany minta még a sajat mock inokulalt
kontrolljanak extinkcios értékét sem érte el. A GK Tavasz eredetiiek koziil a 243-3
torzs egyetlen egyede sem volt fertdzott, ugyanakkor a 243-1 torzs egyik
novényénél 0,882-es értéket kaptunk, ami fertdzésre utal. A 243-4 torzs 2 ndvénye
atlépte a 0,7-es hatarértéket, egy harmadiknal pedig 0,662-t mértiink, ami a
fert6zottség szintjét alulrol kozeliti (23. abra).

Eddigi eredményeink azt sugalltak, hogy a bejuttatott DNS-szekvencidk képesek
indukalni az RNS-interferenciat, hiszen a megvizsgalt populacidban szamos torzs
szignifikansan eltér6 valaszt adott a BSMV-inokulaciéra, mint a kontrollok.
Vizsgalatainkat azonban tovabb folytattuk és magfogasig neveltiik ndvényeinket,
hogy a betakaritas idején tovabbi tulajdonsagok Osszehasonlitasaval még tobb

crer
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» 23. abra (81. oldal). A rezisztenciateszt soran vizsgalt buzatorzsek levélmintai.
Levelek balrol jobbra (mindegyik részletabran): FF — a fertdzési forrasként
hasznalt arpa, mint pozitiv kontroll; M — mock inokulalt névény, mint negativ
kontroll; i-iv — az arpa levelébdl nyert emulzidval inokulalt TDH novények.

A levelek alatti szamok a DAS-ELISA vizsgalat soran kapott extinkcios
értékeknek felelnek meg. A konnyebb 0sszehasonlithatdosag miatt
az eredeti szamok 1000-szeresét kozoljiik

4.2.3.3. Vizsgalatok a betakaritaskor

Négy agrondmiai paraméter: a ndvénymagassag, a kaldszhossz, az ezerszemtomeg
¢s a termés alakuldsat vizsgaltuk meg a BSMV-vel tortént inokulacid hatasara.
Adatainkat a 22. tabldzatban k6z6ljik.

Kozvetleniil a betakaritas elott felvételeztiik a novények magassagat, amelyet a 24.
dabran szemléltetiink. A mock inokulalt vad tipusi GK Tavasz és CY-45 novények
40-50 cm kozotti magassagot értek el. Ezzel szemben a BSMV-vel tortént
inokuléacio hatdsira a novények visszamaradtak a fejlédésben ¢és minddssze 20-30
cm kozotti magassagadatokat tudtunk rogziteni. A virussal inokulalt TDH torzsek
atlagos fejlettsége és magassaga hasonloképpen alakult a vad tipustt mock inokulalt
kontrolloknal leirtakkal. Megjegyezziik azonban, hogy a 18. héten tiinetesnek,
illetve fertézottnek elkonyvelt egyedeknél a betakaritaskor is észleltiik a kezelés
hatasat, hiszen ezek a novények csoportatlagukhoz képest alacsonyabbak voltak —
jollehet kozel sem annyira, mint a virussal inokulalt vad tipust kontrollok.

Cséplés elott rogzitettiik a betakaritott kalaszok hosszat. Amint a 25. dbrdn is
latszik, a forditva ismétlodo szekvenciakat nem tartalmazo GK Tavasz és CY-45
novényeknél a kalaszhossz 55 mm koriili értékrél 30 mm-re esett vissza a BSMV-
vel tortént inokulacid hatdsara. A TDH torzsek esetében is megfigyeltiink némi
kalaszhossz-csokkenést, de korantsem ekkorat. Itt ugyanis 12 mm-nél nagyobb
kiilonbséget nem talaltunk egy adott torzs mock inokuldlt és virussal inokulalt
valtozata kozott — eltekintve a néhany beteg novénytdl, ahol 35 mm koriili adatokat
kaptunk. A kisérleti populaciot képezé 160 novénybdl 147 csak egy kalaszt nevelt,
a tobbi pedig kettdt. A két kalaszt képez6 ndvények eloszlasa normalis volt:
éppugy eldfordultak a vad tipust buzdkndl, mint a TDH torzseknél.

A kalaszok kicséplése utan megmértiik a névények termésének tomegét. A mock
inokulalt vad tipusu GK Tavasz ndvények atlagtermése 539 mg volt, ami a BSMV-
inokulaci6 hatdsara drasztikusan lecsokkent 60 mg ald. Ennek oka, hogy a 16
novény koziil 6 teljesen sterilnek bizonyult, s a magokat fejlesztd egyedek termése
sem haladta meg a 200 mg-ot. A GK Tavasz eredeti mock inokulalt TDH t6rzsek
atlagos termése 500 mg kortl alakult, mig a virussal inokulaltaknal 400 mg koriili
atlagadatokat kaptunk. A 243-1 és a 243-4 torzsek egyedei kozott — ahol néhany
fert6zott novényt talaltunk a szerologiai vizsgélatok sordn — eléfordult 200 mg
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22. tablazat. BSMV-inokulacio hatdsa a vad tipusu kontroll ¢s @ TDH novenyek

agrondmiai paramétereire

Sorszam
GK Tavasz
Ssorszam
GK Tavasz

" o <% o v o " o 9|2 o v ©
d b Aaly & o o I
< < < < < < < < < < S <
o\ N N @) N N N NN N[O &~
NOVENYMAGASSAG (cm) KALASZHOSSZ* (mm)

42 34 44 50 |36 40 43 42
41 44 A7 48 | 47 45 44 46
50 44 39 40|42 48 51 44
41 45 54 43 |47 45 40 41

48 45 50 57|51 50 67 63
51 50 54 60|66 60 58 79
60 48 48 55|55 54 55 51
54 53 51 49|61 87 61 59

mock
inokulalt

30 37 45 47|18 44 44 39
17 34 44 44119 46 45 42
25 28 40 44|16 41 41 40
16 44 31 41|28 47 42 25
26 46 43 24|20 33 33 39
31 36 40 37|23 38 34 43
28 40 53 51|26 44 43 45
27 41 30 52|23 40 38 45 43 50 50 63|30 48 48 51
17 39 54 32|26 40 47 47 28 46 69 35|39 48 47 48
10.1 22 42 41 45|29 39 38 41 10.({34 51 50 49|44 60 58 67
11.1 18 45 46 37|29 51 42 38 11.({29 61 46 50|25 62 42 48
12.115 41 35 56|22 38 38 41 12.{30 50 48 71|34 50 53 47
13.117 39 43 52|25 38 49 38 13.(37 45 54 58|45 49 49 43
14122 35 46 45|26 38 38 46 14.129 51 53 50|36 51 58 50
15.1 20 41 56 34 |30 41 44 40 15.|31 50 65 52|40 47 44 66
16.] 31 39 33 40|32 38 36 41 16.|35 47 46 43|40 49 56 63

43 45 54 54|25 65 44 47
25 47 55 51|33 75 61 54
39 35 46 51|32 61 61 51
38 52 40 46|38 56 42 38
32 55 52 34|40 52 53 49
42 44 51 51(38 67 50 50
39 46 55 72|38 51 43 51

©CoOoNoOOR~ROWNREIM~WNE
©CoOoNoOOR~WNREIRWONE

virussal inokulalt

TERMES (mg) EZERSZEMTOMEG (g

35 417 478 653 343 459 449
85 368 215 612 268 326 432 28 33 24 34|27 38 31 28
0 292 760 164|109 236 545 417 .10 32 39 21|27 34 39 33
10.| 0 347 361 379| O 336 358 399 10.|0 23 33 31| 0 34 32 31
11.| O 643 434 293| O 656 335 406 11.| 0 34 26 23| 0 29 38 39
12.| 0 339 246 648| 26 265 387 385 12.| 0 31 31 35|26 33 28 31
13.| 0 410 381 504| 34 233 348 410 13.| 0 29 29 27|17 33 29 29
14.| 55 446 436 365| 32 412 460 465 14.128 34 29 30|11 32 39 29
15.| 27 463 800 368| 36 195 476 392 15.|27 36 33 28|12 32 33 40
16.|118 448 232 268| 68 286 307 311 16.|30 34 29 34|13 24 27 32

12 28 32 41|31 31 38 41

= | 1.1519 379 435 503|380 299 389 561 1.135 32 29 25|36 37 39 31
S L; 2.1456 671 636 775|426 350 476 412 2./30 39 30 31|33 35 38 33
E—é 3.1843 404 403 421|494 446 510 403 3./40 31 31 30|35 32 30 31

"~ | 4.1338 561 552 325|528 470 421 366 4.131 35 32 30|31 39 33 34

1.1196 414 467 315| 0 757 522 369 1.128 28 36 28| 0 45 31 33
2.| 0 319 423 387| 0 440 466 414 2.0 22 30 23| 0 24 37 40
3./92 89 305 315| 0 336 314 402 3.123 22 28 25| 0 26 27 32
4.1113 579 197 375| 0 266 454 136 4,119 24 28 35| 0 30 42 31
5. 59 455 360 194| 0 200 348 576 5120 24 30 19| 0 33 30 34
6.|170 315 344 396| 0 886 361 520 6.134 29 26 26| 0 40 32 37
7. 62 7
8. 27 8
9. 9

virussal inokuldlt

* Tobb kalasz esetén a fokaldsz hossza.
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alatti terméseredmény is. A CY-45 atlagtermése 457 mg volt a kisérletben, s ¢z a
BSMV hatasara még a GK Tavaszhoz képest is nagyobb aranyban lecsokkent: 25
mg alatti atlagértéket mértiink, amiben kozrejatszott az is, hogy itt kettével tobb
volt a steril ndvények szama, és a fertiliseknél is szinte csak 100 mg alatti értékeket
kaptunk. A CY-45 eredeti TDH torzseknél mind a mock inokulalt, mind a virussal
inokulalt csoport atlagos termése 400 mg koril alakult. Az el6zé bekezdésben
emlitést tettlink a tobb kaléaszt fejlesztd novényekrol. A termésadatokba a masodik
kalaszokat is beszamitottuk, ezek azonban rendszerint gyengén termékenyiiltek és
minddssze 0-5 szemet tartalmaztak.

A terméseredmények alapjan kiszamitottuk a ndvények ezerszemtomegét, amely
kozvetve a termés mindségére is utalt. Altalanossagban a termésnél tapasztalt
tendencidk érvényesiiltek ennél a mutatonal is. A virussal tortént inokulacio
hatasara a TDH torzsek atlagos ezreszemtomege csak 1-5 g-mal csokkent a mock
inokuléltakhoz képest, mig a vad tipusu GK Tavasz atlagos ezerszemtomege 18 g-
mal, a CY-45 buzaé pedig 23 g-mal volt alacsonyabb a kontrollokhoz viszonyitva.
Adatainkat statisztikailag is elemeztilk, hogy valaszt adhassunk a kovetkezo
kérdésekre:

1. Szignifikans-e a kiilonbség a mock inokulalt névények csoportjaban a vad
tipusu buza (kontroll) és TDH torzsei kozott? Hipotézisiink szerint nem az.

2. Szignifikans-e a kiilonbség a virussal inokulalt novények csoportjaban a vad
tipust buza (kontroll) és TDH torzsei kozott? Hipotézisiink szerint igen.

3. Szignifikans-e a kiilonbség a genotipusokon beliil a mock inokulalt
(kontroll) és a virussal inokulalt novények k6zott? Hipotézisiink szerint a
vad tipust buzaknal igen, a TDH torzseknél nem.

Els6 két kérdésiinkre egytényezds varianciaanalizissel adtunk valaszt, amelynek
eredményét a 23. tablazatban ko6zoljik. Hipotéziseink P = 5%-0s hibavaloszintiségi
szinten valdsnak bizonyultak, mivel a mock inokulalt csoportban a szignifikans
differencia értéke minden agronomiai paraméter esetében nagyobb volt, mint a
kapott adatok kozotti kiilonbség. Tehat sem a GK Tavasz, sem a CY-45 elemzett
tulajdonsagai nem valtoztak meg a G-plazmiddal bejuttatott forditva ismétléddo
szekvencidk hatasara. Masrészt igazoltuk, hogy a BSMV-vel inokulalt TDH
torzsek és vad tipusu buzak kozotti eltérések szignifikansak voltak, tehat a
kontrollokhoz képest a TDH torzsek statisztikailag is eltérd reakciokat mutattak.
Harmadik kérdésiinkre kozépérték-analizissel adtunk valaszt, ezt a 24. tablazatban
részletezziik. Mind a GK Tavasz, mind a CY-45 genotipuson belill a mock
inokulalt csoport atlaga valoban szignifikdnsan magasabb volt a virussal inokulalt
csoport atlagatdl minden vizsgalt tulajdonsdg vonatkozéasiban, tehdt a BSMV
statisztikailag igazolhatd leromlést okozott. Ugyanakkor a TDH torzseknél nem
kaptunk szignifikans eltérést a kontroll és a kezelt csoportok atlagadatai kozott. Két
kivételt talaltunk ez aldl: a 249-4 és a 249-8 torzsek kaldszhossza szignifikans
csokkenést mutatott a BSMV hatasara. A tobbi paraméterben — kozottik a
termésben, mint legfontosabb tényezében — jelentkez6 valtozas azonban nem volt
szignifikans, tehat csupan kisérleti hibanak tekinthetd.
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24, abra. A BSMV-rezisztenciateszt soran vizsgalt blizatdrzsek
véletlenszerlien kivalasztott egyedei betakarités eldtt.
1: mock inokulélt vad tipust CY-45 (pozitiv kontroll);
2: virussal inokulalt vad tipusu CY-45 (negativ kontroll);
3-5: virussal inokulalt TDH névények (249-3, 249-4, 249-8).
A méréléc skaldja centiméterben értendd
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25. abra. A BSMV-rezisztenciateszt soran vizsgalt buzatorzsek
véletlenszeriien kivalasztott kaldszai a betakaritas utan.
Paratlan szamok: mock inokulalt kontroll novények;
pdaros szamok: virussal inokulalt névények;

1-2: vad tipusu GK Tavasz; 3-4: 243-1; 5-6: 243-3; 7-8: 243-4.
A mérdléc skaldja centiméterben értendd
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23. tablazat. AgronOmiai paraméterek valtozdsdnak elemzése egytényezds
varianciaanalizissel P = 5%-os hibavaldszintiségi szinten. Minden esetben X; a
mock inokulalt, X, pedig a BSMV-vel inokulalt novények atlaganak felel meg.
Szignifikans eltérésre a kis betlik valtozasa utal

Novénymagassag (cm)

X1 X2 X1 X2
GK Tavasz | 4350 a | 22,63 b CY-45 43,00 a| 2450 b
243-1 41,75 a | 39,19 a 249-3 4450 a| 41,00 a
243-3 46,00 a | 42,50 a 249-4 4450 a| 40,75 a
243-4 4525 a | 42,56 a 249-8 43,25 a| 40,63 a
SzDsy,= 7,94 4,80 SzDsy= 6,21 3,30
Kaldszhossz* (mm)
X1 X2 X1 X2
GK Tavasz | 53,25 a | 3463 b CY-45 58,25 a| 36,06 b
243-1 49,00 a | 48,44 a 249-3 62,75 a| 55,69 a
243-3 50,75 a | 52,13 a 249-4 60,25 a| 50,56 a
243-4 55,25 a | 51,88 a 249-8 63,00 a| 51,44 a
SzDsy,= 6,23 5,32 SzDsy= 17,00 5,14
Termeés (mg)
X1 X2 X1 X2
GK Tavasz 539,00 a | 59,38 b CY-45 457,00 a| 2463 b
243-1 503,75 a 396,50 a 249-3 391,25 a[382,19 a
243-3 506,50 a |402,44 a 249-4 449,00 a|404,13 a
243-4 506,00 a |389,75 a 249-8 43550 a|40519 a
SzDsy,=| 260,95 94,21 SzDsy=| 112,34 85,57
Ezerszemtomeg (Q)
X1 X2 X1 X2
243-1 3425 a | 2894 a 249-3 35,75 a| 32,38 a
243-3 30,50 a| 30,19 a 249-4 35,00 a| 33,31 a
243-4 29,00 a | 28,75 a 249-8 32,25 a| 33,75 a
SzDsy,= 5,03 5,62 SzDsy= 4,50 5,18

* Tobb kalasz esetén a fokaldsz hossza.
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24. tablazat. Agronomiai paraméterek valtozasanak elemzése kozépérték-
analizissel P = 5%-0s hibavaldszinliségi szinten. Minden esetben X; a mock
inokulalt novények kozépértékének felel meg, ahol az adatok szama n; = 4; X;
pedig a BSMV-vel inokulalt névények kozépértéke, ahol az adatok szama n, = 16.
A kritikus t-érték: tso, = 2,10. Az alahtizassal jelolt esetekben a vizsgalt csoportok
szorasnégyzete legalabb haromszoros kiilonbséget mutatott, ezért a szamitott t-
értéket nem a tablazati t-értékhez, hanem a szintén szamitott ¢-értékhez
viszonyitottuk. Az SzD-értéket csak akkor szamitottuk ki, ha a t-proba szignifikans
kiilonbséget mutatott a két kozépérték kozott

X1 X5 t S7ZDsg X1 X5 t SzDsy
Névénymagassag (cm) Kaldaszhossz* (mm)
GK Tavasz 43,50 22,63 6,80 6,45 53,25 34,63 5,92 6,61
243-1 41,75 39,19 0,99 49,00 48,44 0,19
243-3 46,00 4250 0,83 50,75 52,13 0,63
243-4 4525 4256 0,86 55,25 51,88 0,96
CY-45 43,00 2450 6,99 556 | 58,25 36,06 6,60 7,06
249-3 4450 41,00 1,47 62,75 55,69 0,82
249-4 4450 40,75 1,46 60,25 50,56 2,67 7,63
249-8 43,25 40,63 1,57 63,00 5144 2,40 10,11
Termés (mg) Ezerszemtomeg (g)
GK Tavasz 539,00 59,38 4,39 338,08| 34,05 1556 4,55 9,06
243-1 503,75 396,50 1,51 34,25 28,94 2,07
243-3 506,50 402,44 1,14 30,50 30,19 0,27
243-4 506,00 389,75 1,33 29,00 28,75 0,12
CY-45 457,00 24,63 12,62 102,11 | 33,75 10,25 7,38 6,89
249-3 391,25 382,19 0,14 35,75 32,38 1,66
249-4 449,00 404,13 1,08 35,00 33,31 0,64
249-8 435,50 405,19 0,59 32,25 33,75 1,14

* Tobb kalasz esetén a fokaldsz hossza.

4.3. Virusfertozések detektalasa szerologiai és molekularis médszerekkel

A virusrezisztens buzatorzsek eldallitisa soran a forditva ismétlddé DNS-
szekvencidk nyomon kovetésére kifejlesztett primereket vizsgaltuk meg abbdl a
szempontbol, hogy felhasznalhatok-e szantofoldi virusfertdzések detektalasara.

A kettévalasztott levélmintdk egyik felét DAS-ELISA mddszerrel vizsgaltuk meg
(25. tdbldzaf). A késéi vetésti ndvényanyagban csak az Elet buzafajta egyik
egyedébdl mutattunk ki BYDV fertézottséget, mig BSMV-t, WDV-t és WSMV-t
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25. tablazat. Szantofoldi virusfertdzések kimutatdsa kiilonbozo vetésidejii
buzamintakbol kétféle modszerrel
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egyetlen mintdban sem detektaltunk. Ezzel szemben a korai vetésii novények
erdsen fertdzottnek bizonyultak, itt a mintdk 46 %-aban fordult el6 a BYDV.
Mindkét vizsgalt ndvényegyedben kimutattuk a virust a Garaboly, Kalasz és Ati
fajtak esetében. Csak az egyik egyed bizonyult fertézottnek az Elet, Verecke,
Békés, Hollo és Piacos fajtaknal. Mindkét vizsgalt novény fertézésmentes volt a
Tisza, Csillag, Petur és Hattya fajtdk eset¢ében. WSMV fertézést a Holld ¢és a
Piacos fajtakban mutattunk ki, WDV fert6zést csak a Piacos egyik egyedében
detektaltunk, mig BSMV-t egyaltalan nem. Két fajta, a Holl6 és a Piacos kevert
fert6zést mutatott. Elobbiben BYDV és WSMV, utobbiban WDV, BYDV és
WSMYV egyarant el6fordult a mintavétel idején.

A levélmintak masik felét PCR modszerrel vizsgaltuk meg (25. tablazat). A késoéi
vetésii novényanyagnal ugyanaz az Elet minta bizonyult BYDV-vel fertézottnek,
amelyik a szerologiai tesztben is pozitiv volt. Ugyanakkor a korai vetésii ndvények
58 %-aban detektaltuk a fenti virust. Mindkét vizsgéalt ndvényben kimutattuk a
Garaboly, Kalasz, Ati, Békés, Hollo ¢és Piacos fajtak esetében. Az egyik egyed
bizonyult fertdzottnek az Elet és a Verecke fajtaknal. A Tisza, Csillag, Petur és
Hattyt fajtaknal mindkét novény fertézésmentes volt. Utobbiak megegyeznek a
szerologiai tesztben is negativ fajtakkal. A tobbi harom virus koziil csak WSMV-t
tudtunk kimutatni, azt is csupan az Ati fajta esetében. BSMV és WDV egyaltalan
nem fordult el6.

Mivel szinte csak a BYDV volt kimutathaté a vizsgalt mintdkban, harom hét
elteltével Gjabb leveleket gytjtottiink 30 darab tiinetes blUzandvényrél, hogy
alaposabban Gsszehasonlithassuk tesztelési modszereinket. Minddssze két mintat
talaltunk, amelyekb6l sem szerologiai, sem molekularis vizsgalattal nem tudtuk
kimutatni a keresett négy virus egyikét sem. DAS-ELISA teszttel BSMV-t 1,
BYDV-t 16, WDV-t 7, WSMV-t pedig 6 mintaban detektaltunk, mig PCR-rel
BSMV-t 1, BYDV-t 19, WDV-t 13, WSMV-t pedig 14 n6vénybd6l mutattunk ki. A
PCR csak két esetben nem tamasztotta ald a DAS-ELISA vizsgélat eredményét
(egy BYDV-re és egy WSMV-re szerologiailag pozitiv minta nem adott jelet).
Ugyanakkor megmutatkozott a molekularis detektalas érzékenyebb volta is, mivel
19 esetben ott is ki tudtuk mutatni a fertézést, ahol a DAS-ELISA szerint a minta
negativ volt. Kevert fertdzés 8 ndvényben fordult eld a szerologiai mddszer szerint,
mig PCR szerint 17 novényben.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

5.1. Széles spektrumu gyomirtoszerrel szembeni rezisztencia vizsgalata

A novények ¢letciklusanak legelsé szakaszdban jellemz6 kornyezeti kondicidok
kulcsszerepet jatszanak a csirandvénykori vigor kialakitdsdban. Kordbbi, nem
publikalt megfigyeléseink szerint a buza a PT-szerli herbicidekkel szemben épp a
csirazés iddszakaban a legérzékenyebb. Ezért dontottiink tigy, hogy buzaembridkat
kezeliink glufozinat-ammonium kiilonb6zoé koncentracioival, amely hatdéanyag a
vad tipusu névényi sejtekben toxikus PT-né alakul.

Eldkisérletiinkben kevesebb, mint 1 mg-l'1 glufozinat-ammonium jelenléte a
taptalajban elegend6 volt a CY-45 buzatorzs csirazasanak blokkolasahoz in vitro. A
legels6 buza transzformacioés tanulmanyok szerint hasonléan alacsony
szelekciojat (Vasil és mtsai, 1992).

A bar gént konstitutivan expresszalod ,, T-124” buzatorzs novénykéit életiik elsd

crer

crer

terméskialakitdé komponensekben (novényenkénti kalaszszam, kalaszonkénti
szemszam, ezerszemtomeg ¢és novényenkénti termés) a kezeletlen kontrollhoz
képest. Megfigyeltiik a tenyészidd alakulasat is, amely az 5000 mg1'-es
herbicidkezelés hatasara jelentésen meghosszabbodott. Valoszintileg a PAT enzim
termelddésének ellenére a ndvények csak lassabb anyagcsere aran tudtak
detoxifikalni a herbicidet. Ezek a ndvények a talajba iiltetés utdn megprobaltak
behozni lemaraddsukat, ami azonban nem a fOhajtds megerdsitésében, hanem
szamos oldalhajtas fejlesztésében mutatkozott meg. Hasonld bokrosodast
észleltink a 800 és 1000 mg-1M-es kezeléseknél is, bar itt nem tapasztaltunk
tenyészidé-hosszabbodast. A szubletalis dozisd PTT stimulalta az in vitro
hajtasregeneraciot szO0l6 (Hébert-Soulé és mtsai, 1995), tatika (Hoshino és Mii,
1998) és rizs (Toldi és mtsai, 2000; Liu és mtsai, 2005) esetében is. Eredményeink
ravilagitanak, hogy a megnovekedett ammoniumion szint abiotikus stresszt jelent a
novényi sejt szamara. Az apikalis dominancia elve szerint a sejtosztodas gatlasa a
hajtascsucs szoveteiben erdteljes oldalhajtas-fejlddéshez vezethet. Ennek ellenére a
tulélésnek ez a fajtaja gyengébb kondicioval jart egyiitt és kizardlag rosszul
termékenylilt kaldszokat eredményezett.

A jol és rosszul termékenyiilt csoportokat azért alakitottuk ki, hogy minél
részletesebb képet kapjunk a glufozindt-ammonium hatasarol. A 12. tablazat jol
szemlélteti a két csoport kozotti kiillonbségeket. A kalaszonkénti szemszam
csokkenését foként a kalaszok rovidiilésével magyarazhatjuk, illetve kozrejatszott a
rosszul termékenyiilt kalaszoknal megfigyelt részleges vagy teljes sterilitas is. Az
ezerszemtomeg mindkét csoportban hasonl6 intenzitdssal csokkent. Ennek ellenére
a jol termékenyiilt csoportban ez nem mutatkozott meg a termésben, mivel a
novényenkénti kaldszszam, valamint a kalaszonkénti szemszam stabil maradt és
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ellensulyozta az ezerszemtomeg csokkenését. A rosszul termékenyiil kalaszok
csoportjaban a 128 mg-l'l-es koncentracional mar szignifikans termésveszteséget
mértiink, 4m ez a tendencia a 800 mg-1-es koncentraciénal megfordult és a
termésértékek visszatértek a kontroll ndvények szignifikancia szintjére. A
csokkenés az ezerszemtomeg ¢és a kaldszonkénti szemszam negativ valtozasainak
kovetkezménye volt, mig a novekedést a ndvényenkénti kalaszszam emelkedése
okozta. A novényenkénti teljes termés hasonlo fluktuaciot mutatott. Bar a termés
mindségét nem vizsgaltuk, de a herbicid harom legmagasabb koncentracidja esetén
a termésveszteséget a novények kifejezetten a rosszul termékenyiilt kalaszok
megnovekedett szamaval kompenzaltadk, amelyek azonban lathatdlag gyenge
mindségli szemeket produkaltak.

Ha a ndvény pusztuldsat vessziik alapnak, nem tudjuk megmondani, hogy mekkora
rezisztenciaval rendelkeznek a ,,T-124” novények a kontroll CY-45 genotipushoz
képest. Az 5000 mg-1™-es kezelést ugyanis minden egyed tilélte, igy a letalis dozis
ismeretlen maradt. Ha a vizsgalt tulajdonsdgokban bekdvetkezett legkisebb
szignifikans valtozast vessziik alapul, akkor azt latjuk, hogy a 8 mg-1"-es kezelés
volt a legnagyobb, amely még semmilyen szignifikdns valtozast nem okozott.
Véleményiink szerint azonban a ndvényenkénti teljes termést érdemes az
sszehasonlitas alapjanak valasztani. A 64 mg-1™-es herbicidkoncentracié volt a
legmagasabb, amely még nem okozott szignifikdns terméscsokkenést. Ebbdl
kovetkezden a glufozinat-ammoniummal szembeni rezisztencia kiiszobértékének
64 ¢és 128 mg 1" kozott kellett lennie kisérletiinkben. Minthogy az el6zetes
vizsgéalatban a herbicid letdlis dozisa 1 mg-l'l-nél kevesebb volt, a ,,T-124”
novények legalabb 64-szeres rezisztenciaval rendelkeznek a vad tipust CY-45
buzahoz képest. Ez az érték mas kisérletek adatainal magasabb, vagy azokhoz
hasonlé. Keller és mtsai (1997) bar® gyapot iiveghazi vizsgalata kapcsan leirtdk,
hogy a novények tulélték a 15-10° ppm koncentracioji Basta-kezelést. Ennek a
herbicidnek 150 gI" a glufozindt-ammoénium tartalma, tehat 2250 mg-1™"-es
hatoanyag-koncentraciot alkalmaztak. Gopalakrishnan és mtsai (2000) buzéaval
végzett kisérletikben 250 mg-17-es koncentraciot emlitettek, amelyet a novények
tuléltek, de a termésvaltozast nem kovették nyomon. Manickavasagam és mtsai
(2004) bar* cukornadrél megéllapitottak, hogy 6000 mg-1™-es glufozinat-
ammonium kezelés sem okozta a novények karosodasat.

Ugy véljiik, hogy a megfigyelt nagymértékii herbicidrezisztencia esetleges
gyakorlati hasznositasa csak nagy koriltekintéssel torténhet, mert alacsony
szelekcids nyomads alatt gyorsan kialakulhatnak rezisztens gyompopulédciok is
(Rainbolt és mtsai, 2004), tal nagy permetlé-koncentraciét alkalmazni pedig
gazdasagtalan ¢és kornyezetszennyezd. A herbicidrezisztens gyomndvények
problémakore végigkisérte a vegyszeres gyomirtds eddigi torténetét, és ez igy is
marad, amig a herbicidek a gyomszabalyozasi program részét képezik.
Triazinokkal szemben példaul 69, ALS-gatlokkal szemben 110, glifozattal szemben
pedig 21 gyomfajban irtak mar le rezisztens biotipusokat. A problémat tetdzi, hogy
ugyanaz a gyomvaltozat akar tobb hatdanyaggal szemben is ellenallova valhat
(Berzsenyi, 2011b). Mivel a glufozinat-ammoéniummal szemben rezisztens,
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koztermesztésben 1évo kultirndvények szdma viszonylag kevés, a hatdanyag
szelekcios idotartama pedig igen rovid, igy az ellenallova valt gyomok szama is
elenyészd. Green és Owen (2011) szerint nincs is ilyen faj, Jalalaudin és mtsai
(2010) viszont Malajzidban egy zOldség- ¢és egy olajpalmailtetvényben
rezisztenciat mutatd kozonséges aszalyfii (Eleusine indica) populaciokat fedeztek
fel. Avila-Garcia és Mallory-Smith (2011) pedig Oregonban harom olaszperje
(Lolium perenne ssp. multiflorum) biotipusnal — amelyek glifozat-rezisztenciaja
mar korabban ismert volt — bizonyitottak a glufozinat-ammoniummal szembeni
ellenallosagot. E két példan kiviil 2014 februarjdban mas még nem szerepelt az
International Survey of Herbicide Resistant Weeds adatbazisban (http 12).
Fentiektdl fliggetleniil eredményeinknek nagy elméleti jelentdséget tulajdonitunk,
hiszen ha a bar gént egyéb stresszekkel (pl. szarazsag- vagy fagytiirés) szemben
rezisztenciat eredményezé DNS-szekvencidval helyettesitjik ¢és az jelen
kisérletiinkh6z hasonldé mértékli ellenalloképességhez vezet, akkor minden
bizonnyal sok, a mai mezdgazdasagot érzékenyen érintd probléma oldédhat meg.

5.2. Virusfert6zéssel szemben ellenall6 buizatorzsek 1étrehozasa és vizsgalata

Magyarorszagon jelen vannak a vildgviszonylatban is legveszélyesebbnek tartott
gabonavirusok (BSMV, BYDV, WDV, WSMV) ¢s évjarattol fiiggen tetemes
karokat is okozhatnak. Kisérletsorozatunkban hétféle vektormolekulaval (A-G)
dolgoztunk, amelyek az RNS-interferencia elvén a fenti virusokkal, vagy azok
kombinacidival szemben rezisztenciat indukalhatnak. Mintegy 12250 db CY-45
eredeti €¢s 300 db GK Tavasz eredetli blizaembriot hasznaltunk fel biolisztikus
géntranszfer céljara. A markergénre alapozott szelekciot 117 ndvény élte tul,
azonban a patogén eredetli DNS-szekvenciak integralddasat nem minden esetben
tudtuk bizonyitani. Csak a B-, C- és F-vektoroknal jelezte egyértelmiien a bar gén a
forditva ismétlddé szekvencidk jelenlétét, a tobbi plazmidndl 45 % alatti
megbizhatosagot tapasztaltunk. Irodalmi adatok szerint el6fordulhat a
vektormolekuldk torése, esetleg toredékes beépiilése (Altpeter és mitsai, 2005).
Néhany novénylinknél feltehetden ez tortént az A-, D-, E- és G-plazmidokkal.
Olyan esettel nem taldlkoztunk, hogy a virdlis szekvencidkra specifikus
primerekkel végzett PCR és RT-PCR eltér6 eredményt adott volna, tehat az
integralodott nukleinsavak expresszalodtak is. Az sem fordult eld, hogy a szensz-
és antiszensz orientacioban beépitett DNS-szakaszok ne egyiittesen lettek volna
jelen — tehat az RNS interferencia miikodésének alapjaul szolgalo dsRNS-ek
kialakulasanak nem volt elvi akadalya. A molekularis tesztelés soran 44 pozitiv
novényt kaptunk, koziilik 6 sterilnek bizonyult, a tobbirdl osszesen 628 szemet
takaritottunk be. Kisérletsorozatunkban a transzformécids gyakorisdg a bar® Ty
novényekre vonatkoztatva 1,02 %-os, mig a célgénre pozitiv fertilis To ndvényekre
vonatkoztatva 0,33 %-0s volt. Ez a hatékonysag a nemzetk6zi publikaciokban
kozolt 0,1-5,0 %-os hatarok kozé esik (Varshney és Altpeter, 2001; Bhalla és
mtsai, 2006).
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Mivel célunk volt az eléallitott ndvények kortani tesztelése is, portoktenyésztéssel
homozigétava tettilk a buzatérzseket, hogy a ne kelljen szamolni a tenyészanyag
genetikai hasadasaval. A kaldszosokra kidolgozott haploid technika eredményes
multra tekint vissza laboratériumunkban (Pauk és mtsai, 2003), bar transzformans
genotipusokkal még kevés tapasztalatunk volt. Nemzetkozi szinten is csak néhany
publikécidt ismeriink, amelyekben TDH gabonandvényekrdl szamoltak be. Baisakh
¢s mtsai (2001) a Rhizoctonia solani gombafert6zéssel szemben rezisztenciat
eredményez6 kitinaz gént fejeztettek ki rizsben, és in vitro androgenezissel tették
homozigétava a torzseket. Massiah és mtsai (2001) allitottak el els6ként buza
TDH novényeket. Kisérletiikben a Tp és a T; generacio is kivaldo donornak
bizonyult, a célgén pedig stabilan 6roklodott. Aulinger és mtsai (2003) pat gént
expresszalo kukoricak TDH valtozatait hoztak 1étre, és azok utodgeneracioiban sem
tapasztaltak  genetikai hasadast. Ezekben a tanulményokban szelektiv
portoktenyésztésrél nem értekeztek. Csoportunk az els6k kozott bizonyitotta, hogy
az in vitro androgenezis soran is alkalmazhat6 a bar génre alapozott szelekcid
anélkiil, hogy a zdld névény kihozatal hatékonysagat vesztené (Mihdly és mitsai,
2002). A regeneracios képesség a portoktenyésztés soran is koéztudottan igen
fajtafiiggd, azonban az alkalmazott genotipusok kivalodan teljesitettek: 21 CY-45 és
1 GK Tavasz eredetli buzatorzs dihaploid valtozatat allitottuk eld, dsszesen 381
novényt. Kozilik 91-ben molekularis vizsgalatokkal leellendriztik a forditva
iIsmétlodo szekvenciak expressziojat, és 97 %-ban pozitiv eredményt kaptunk, tehat
a markergén és a célszekvenciak egyiittesen 6roklodtek, sikeres volt a szelekcios
fazis, €s maga a portoktenyésztés is.

A négy virus szekvenciait (G-plazmidot) hordozé TDH buzatorzsek koziil a 243-as
¢s a 249-es BSMV-vel szembeni rezisztencidjat mesterséges inokuldcidval
teszteltiik le. Azért valasztottuk ezt a két torzset, mert igy mindkét kiindulasi
genotipust be tudtuk vonni a kisérletbe — a 243-as GK Tavasz eredetii, a 249-es
CY-45 eredetli. Megallapitottuk, hogy a virust mechanikailag hatékonyan at lehet
vinni mindkét vad tipust blizara €s azok fogékonyak a korokoz6 altalunk hasznalt
izolatumara. Uveghazban bedllitott kisérletiinkben a két vad tipusa kontroll, illetve
a 243-1, 243-3, 243-4, 249-3, 249-4 ¢s 249-8 szamu torzsek 16-16 egyedét
inokulaltuk BSMV-vel, 4-4 novény pedig mock inokulalt kontrollként szolgalt. A
vetéstdl szamitott 15-18. hétre kialakultak a tlinetek. A vad tipusi novényeken
kozepesnél erdsebb korképek jelentkeztek, mig a TDH ndvények 85 %-a
tinetmentes volt, fennmaradd résziikon is legfeljebb csak kozepes erdsségii
korképeket regisztraltunk. Megmértiik a levelek SPAD-értékét is, amely a
klorofilltartalomr6l, ezaltal a fotoszintézis intenzitasardl nyujtott objektiv
informdaciot. Sikerrel alkalmaztdk ezt a modszert példaul bliza genotipusok
szarazsagstressz-tlirésének jellemzésére (Li €s mtsai, 2011), de a virusfertdzések
fotoszintézisre gyakorolt hatasat még nem vizsgaltdk vele. A SPAD értékek
valtozdsa teljes Osszhangban volt a szubjektiven regisztralt tlineti pontok
alakulasaval. Statisztikailag értékelve az adatokat megallapitottuk, hogy a BSMV
hatasara a két vad tipusii buza fotoszintetikus aktivitdsa sajat mock inokulalt
kontrolljukhoz viszonyitva szignifikansan lecsdkkent, mig a TDH torzseknél
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tapasztalt valtozas nem volt szignifikans. McMullen és mtsai (1978), valamint
Goodman ¢és mtsai (1991) részletesebb leirast kozoltek a BSMV altal okozott
kloroplasztisz elfajuldsokrol, amelyek a kisérletiinkben szereplé TDH ndvényekben
feltehetden egyaltalan nem, vagy csak korlatozottan jelentkeztek. Tehat az indukalt
RNS-interferencia miatt gatolt lehetett a virus szaporodasa a novényi sejtekben.
Ezen feltevésiinket DAS-ELISA teszttel bizonyitottuk. Minden megvizsgalt GK
Tavasz és CY-45 levélben a fert6zottségi limitet erésen meghaladd adatokat
kaptunk, mig a TDH novényekben hatarérték alatti, vagy azt alig meghaladé
viruskoncentraciot mértiink. A tiinetek felvételezése, a klorofilltartalom mérése és a
szerologiai tesztek soran kapott eredmények tehat alatamasztottdk egymast,
szembetlind ellentmondésokat nem tapasztaltunk. Mindezek alapjan kijelenthet;iik,
hogy a beépitett forditva ismétlddd DNS-szekvencidk indukaltdk az RNS-
interferenciat, ezért a BSMV szaporodasa gatolt volt a kisérleti novényekben.
Betakaritaskor megvizsgéltuk a ndvénymagassag, a kaldszhossz, az ezerszemtomeg
¢és a termés alakulasat. A mock inokulalt vad tipusu torzsek és a TDH novények
kozotti kiilonbség nem volt szignifikdns, tehat a G-plazmid beépitése nem volt
hatassal a vizsgalt terméskialakité komponensekre. Masrészt igazoltuk, hogy a
virussal inokulélt TDH torzsek és vad tipusu buzak eredményei kozotti eltérések
szignifikansak voltak, tehat a forditva ismétlddé szekvencidkat expresszald
novények valoban ellenallobbnak bizonyultak a BSMV-vel szemben, mint a
szekvencidkat nem tartalmazo kontrollok. A mock inokulélt és a virussal inokulalt
novények kozott az egyes genotipusokon beliil észlelt kiilonbségek a CY-45-nél és
a GK Tavasznal varakozasainknak megfelelden szignifikdnsak voltak, mig a TDH
torzseknél nem — kivéve a kaldszhossz csokkenését a 249-4 és a 249-8 jelil
novényeknél. Egyes genotipusok adatai nagy szorast mutattak (aldhtizott szamok a
24. tabldzatban). Véleményiink szerint ez nem genetikai kiegyenlitetlenségbol
eredt, hanem epigenetikai hatds, vagy a virus altal generalt interferenciagatlas
kovetkezménye volt, amely ndvényenként mas-mas szinten jelentkezett. A
novényvirusok ez utdbbi képessége intenziven tanulmanyozott és széles korben
publikalt (Bragg és Jackson, 2004)

Szamos kétszikli ndvényben vitték mar sikerre az RNS-interferenciat
virusrezisztencia kialakitasa céljabol, példaul dohanyban, paradicsomban,
sz6lében, szojaban, babban ¢€s gyapotban. Amerikai, ugandai ¢és kenyai
kutatointézetek egyiittmitkodésével indult utjara 2005-ben az un. VIRCA (Virus
Resistant Cassava for Africa) projekt, amelynek célja a manidka legjelentdsebb
virusaival szemben rezisztens fajtdk eldallitasa RNS-interferencia segitségével. A
munka soran 26 vektorkonstrukciot épitettek, 1250 fliggetlen transzformanst
allitottak eld és 12.000 novényt teszteltek liveghazban, jelenleg pedig a szant6foldi
kiprobalas folyik (Taylor és mtsai, 2012). Egyszikiieckben joval kevesebb
eredményt publikaltak eddig. Rizzsel kapcsolatos a legtobb kozlemény (Jiang és
mtsai, 2013; Sasaya és mtsai, 2014), mert a rizs transzformacios protokollja mara
rutinszerivé valt. Zhang és mtsai (2013) a DNS-genomu geminivirusok koziil a
Maize dwarf mastrevirussal szemben ellenallé kukorica vonalakat hoztak létre és
tesztelték azokat szant6foldi koriilmények kozott.
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A disszertaci6 targyat képezd korokozok koziil tudomasunk szerint csak a BYDV-
vel és a WSMV-vel kapcsolatban irtak le eddig RNS-interferencian alapuld
rezisztenciat. Wang és mtsai (2000) a legelsok kozott — néhany évvel a jelenség
felfedezése utan — kozolték, hogy sikeriilt eldallitaniuk 25 arpatérzset, amelyek
forditva ismétldd0 BYDV-eredetli szekvencidkat hordoztak. Koziiliik kilenc
immunissa valt a korokozdval szemben, mert sem szerologiailag, sem
vektoratvitellel nem tudtdk kimutatni benniik a virust. Bizonyitottdk a rendszer
szekvenciaspecifikussagat is, mert az immunis torzsek CYDV-vel szemben
fogékonyak maradtak. Buzaban még csak WSMV-vel szembeni rezisztenciarol
tudunk, amelyet Philip Larkin ausztral kutatdcsoportja publikalt. A kérokozo Nla
enzimének génjére specifikus szekvenciakat épitettek be a gazdandvénybe, és a Ty
generacio 16 torzsébol 10 teljes rezisztenciat mutatott: nem észleltek tiineteket,
szerologiailag és RT-PCR-rel sem tudtdk kimutatni a virust, és az inokulalt
novények szdvetnedvével nem lehetett 4tvinni a betegséget masik névényre (Fahim
¢s mtsai, 2010). Az intronnal elvalasztott forditva ismétlodo szekvenciakat
tartalmaz6 vektorkonstrukciok lehetévé teszik tobb virussal szembeni rezisztencia
kialakitasat is ugyanabban a ndvényben, azonban ilyen eredménybdl eddig
meglehetésen kevés sziiletett. Bucher és mtsai (2006) els6ként hoztak 1étre
egyszerre 4 virussal szemben ellenalld dohényt. Zhang és mtsai (2011) Alfalfa
mosaic alfamovirus, Bean pod mottle comovirus, és Soybean mosaic potyvirus
fertézésekre rezisztens szojakat allitottak eld, amelyekben szimultan inokulacid
esetén is gatolt volt a virusok replikacidja. Ezek az eredmények arra engednek
kovetkeztetni, hogy kisérletiinkben a G-plazmiddal buzaba juttatott forditva
1ismétlodo szekvenciak feltehetden nemcsak a BSMV, hanem a masik harom virus
ellen is rezisztensek lehetnek.

Kisérletlink elérte céljat: kétféle buiza genetikai hattérben is sikeriilt indukalnunk az
RNS-interferencia elvén miikodé virusrezisztenciat, amely BSMV-vel szemben
hatékonynak bizonyult, mivel a novények fotoszintetikus aktivitdsa és termése sem
valtozott szignifikdnsan a virussal tortént inokuldcido hatdsara. Az alkalmazott
vektorkonstrukcio révén a novények elviekben BYDV-, WDV- ¢és WSMV-
fertdzéssel szemben is ellenalloak, de ez tovabbi bizonyitast kivan.

5.3. Virusfertozések detektalasa szerologiai és molekularis modszerekkel

A célkitlizésekben megfogalmazott kérdésiinkre pozitiv valaszt kaptunk, mivel a
primerek alkalmasnak bizonyultak PCR-alapti virusdiagnosztikai célokra. A
szerologiai és a molekularis modszerek eredményei jol korrelaltak egymassal. A
PCR alatdmasztotta az ELISA adatokat, ezzel meg tudtuk erdsiteni a korabban
buzaban (Robertson és mtsai, 1991), arpaban (Figueira és mtsai, 1997) és zabban
(Mumford ¢és mtsai, 2004) publikalt hasonld eredményeket. A reakciok
optimalizalasaval a PCR-alapi mddszer lehetdvé tette harom RNS-virus szimultan
vizsgalatat (Malmstrom és Shu, 2004). A PCR 22 esetben pozitiv eredményt adott
olyan mintaknal, amelyek negativak voltak ELISA-val. Ez is mutatja, hogy a
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molekularis moddszer érzékenyebb a szeroldgiaindl. A pontos mennyiségi
meghatarozashoz tehat inkabb a qRT-PCR hasznalatat javasoljuk ugyanezekkel a
primerekkel. Négy esetben a pozitiv ELISA minta negativ maradt PCR-rel.
Manualis hiba is torténhetett, de az is lehetséges, hogy olyan virustorzs fertézte
meg a ndvényt, amelynek bazissorendje nem volt komplementer a primerekkel.

A vizsgalt szezonban a kisérleti tenyészkertben a BYDV volt a dominans virus a
mintavétel idején. Feltehetden kedvezett a kiillondsen enyhe 6szi iddjaras a levéltetii
fajok megtelepedésének, amelyek késé oktdberig taplalkoztak az 6szi buzén.
Kabocéakat és atkakat viszont Osszel és tavasszal is nagyon kevés szamban
figyeltiink meg, ezzel 6sszhangban a WDV ¢és WSMYV kartétele sokkal kevésbé
volt jellemzé. A mechanikailag terjed6 BSMV mindkét modszerrel csak egy
mintabol volt kimutathatd. Eredményeink rairanyitjdk a figyelmet a vetésido
fontossagara! A BYDV szignifikdnsan tobb mintaban volt jelen a korai vetésii
populacidban, mint a kés6bbi vetésiiben. A korai vetésid6 tehat kockazatos, mert
konnyebben alakulhatnak ki a fertdzések, szélsdséges esetben jarvany (Perry és
mtsai, 2000). Tavasszal mar latszott ezen ndvények fejletlensége, ami — bar nem
képezte vizsgalataink tdrgyat — minden bizonnyal termésveszteséghez vezetett. A
kisérletben részt vett buza genotipusok fogékonysagbeli kiillonbségét ilyen kevés
szamu minta alapjdn nem lehet hitelt érdemlden jellemezni. Tanulményunknak ez
nem is volt célja, csak a mddszertani 6sszehasonlitdsra koncentraltunk.
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5.4. Uj tudomanyos eredmények

1. Megallapitottuk, hogy a ,, T-124” buzatorzs csiranévény fenofazisban 5000
hogy az extrém magas dozisban alkalmazott glufozinat-ammonium a
detoxifikalo bar gén expresszidja ellenére is gatolja az apikalis
dominanciat, ezaltal erételjes bokrosodast indukal és fejletlen, esetenként
steril kalaszokat eredményez.

2. Megallapitottuk, hogy a glufozinat-ammonium CY-45 buza genotipusra
vonatkoztatott letalis dozisahoz képest 64-szer magasabb koncentracid
hatdsara sem valtozik szignifikansan a bar gént konstitutivan expresszald
»1-124” buzatorzs termésmennyisége.

3. Kétféle donor buza genotipust felhasznalva eldallitottunk 38 fertilis
novényt, amelyek az RNS-interferenciat indukal6 forditva ismétlédé DNS-
szekvenciadkat expresszalnak, ezaltal rezisztensek lehetnek az arpa csikos
mozaik, az arpa sarga torpiilés, a buza torpiilés és a buza csikos mozaik
betegségekre. Koziiliik 13 olyan konstrukciot tartalmaz, amely mind a négy
betegséggel szemben védelmet nytjthat.

4. Szelektiv portoktenyésztést alkalmazva 22 transzformans dihaploid
buzatorzset hoztunk létre, amelyek utdodnemzedékei genetikailag nem
hasadnak a forditva ismétlddo viralis DNS-szekvenciakra nézve.

5. Uveghazi koriilmények kozott hat dihaploid buzatdrzs ndvényeit
mesterségesen inokulaltuk arpa csikos mozaik virussal. Statisztikailag
igazoltuk, hogy a korokozonak nem volt szignifikdns hatasa a novények
fotoszintetikus aktivitasara, a ndvénymagassagra, az ezerszemtomegre €s a
termésmennyiségre sem. Szerologiailag bizonyitottuk, hogy a dihaploid
novényekben gatolt volt a virus replikacidja, tehat sikeresen indukaltuk az
RNS-interferenciat kétféle buza genetikai hattérben.

6. Bizonyitottuk, hogy a (BSMV Bb 156 for + BSMV Bb 1178 rev), a (PAV
Sal2 S for + PAV Sal2 S rev), a (WDV S for + WDV S rev) és a (WSMV
1000 for + WSMV 1565 rev) primerparok alkalmasak szant6foldi
virusfertdzések detektalasara PCR-alapu technikak alkalmazésakor.
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6. OSSZEFOGLALAS

A buza terméshozamat sokféle abiotikus és biotikus stresszfaktor csokkentheti.
Ertekezésem elsé részében egy széles spektrumii herbicid, a glufozinat-ammonium
hatasat vizsgaltam egy olyan buzatérzsben, amely a detoxifikalo bar gént
expresszalja. A buza csirdzas idején legérzékenyebb erre a hatdanyagra, ezért érett
embriokat csiraztattunk a hatéanyag 14-féle dozisaval Kiegészitett taptalajokon. Az
in vitro szakasz soran kapott ndvénykéket tiveghazba iiltettiik ki és magfogasig
neveltiik azokat. Betakaritaskor feljegyeztilkk a kaldszszamot, a kalaszonkénti
szemszamot, az ezerszemtOomeget ¢és a termést. Eldkisérletiinkben a glufozinat-
ammonium letalis dozisa 1 mg-1™ alatt volt a bar gént nem hordozé buza esetében.
Ehhez képest a gént expresszalo genotipus embrioi 5000 mg1™ hatéanyag-
magas dozist glufozinat-ammonium erételjes bokrosodast okozott, valamint
szignifikansan csokkentette a kalaszonkénti szemszamot és az ezerszemtomeget. A
novények termése 64 mg-1™" herbicid hatisara még nem valtozott statisztikailag,
vagyis kisérletiinkben a bar gén legalabb 64-szeres rezisztenciat biztositott a vad
tipust kontrollhoz képest.

Dolgozatom masodik részében a blza virusokkal szembeni rezisztenciajat
tanulmanyoztam. Hazankban az arpa csikos mozaik, az arpa sarga torpiilés, a buza
torpiilés és a buza csikos mozaik virusok karositjak leggyakrabban a buzavetéseket.
Valamennyi sulyos terméskiesést okozhat, s6t egyiittesen iS megbetegithetik a
novényeket. Munkank soran az RNS-interferencia indukalasaval probaltunk meg
kialakitani virusrezisztenciat két modell buzatoérzsben. Hétféle vektorkonstrukciot
hasznaltunk, amelyek a korokozok legkonzervativabb nukleinsav-régidinak
megfeleld, intronnal elvalasztott forditva ismétlodd6 DNS-szekvencidkat
tartalmaztak. Osszesen 38 fertilis pozitiv Ty ndvényt kaptunk, amelyek
utodgeneracidibol szelektiv portoktenyésztéssel dihaploid torzseket allitottunk eld.
Hat TDH torzs és a két vad tipusti buza egyedeit zart rendszerii iiveghazban
mesterségesen inokulaltuk arpa csikos mozaik virussal, és megvizsgaltuk a
koérokozé hatasat a fotoszintetikus aktivitasra és a terméskialakité komponensekre.
A mock inokulalt kontrollokhoz képest a virussal inokulalt vad tipusa buzékban
szignifikansan csokkent a fotoszintézis, valamint a ndvénymagassag, a kalaszhossz,
a termés ¢és az ezerszemtomeg is. A dihaploid torzseknél ezt nem tapasztaltuk.
fenticket megerdsité eredményt kaptunk. Mindkét modell buza genotipusban
sikeriilt rezisztenciat kialakitanunk az RNS-interferencia segitségével. A
vektorkonstrukcio jellegéb6l adodoan az eldallitott novények elvileg ellenalloak
arpa sarga torpiiléssel, biiza torpiiléssel és buza csikos mozaikkal szemben is, de ez
még bizonyitast kivan. A munka soran késziilt primerek koziil nyolcat fel tudtunk
hasznalni szant6foldi virusfertézések polimerdz lancreakcioval vald kimutatisara
is. Osszehasonlitva ennek érzékenységét és hatékonysagat a DAS-ELISA teszttel
megallapitottuk, hogy biztonsagos és gyors detektalast tesz lehetoveé.
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7. SUMMARY

Wheat is exposed to many abiotic and biotic stresses causing yield depression. In
the first part of my study, the impact of glufosinate ammonium, a wild range
herbicide was analysed on a wheat line constitutively expressing the detoxifying
bar gene. Wheat is the most sensitive against this herbicide during seed
germination. Because of this, mature embryos were excised from donor seeds and
put onto selective media containing 14 different concentrations of glufosinate
ammonium for germination. After the in vitro period, plantlets were transferred to
soil in greenhouse, grown to maturity and harvested. We recorded and analysed the
number of spikes per plant, grains per spikes, thousand kernel weight and yield. In
a preliminary experiment, lethal dose of glufosinate ammonium was less than 1
mg-1™" in bar~ wheat. Interestingly, bar® plants treated with 5000 mg-1"* herbicide
could germinate and produced fertile spikes. Extremely high concentrations of
glufosinate ammonium caused a bushy phenotype, significantly lower numbers of
grains per spike and thousand kernel weights. Concerning the productivity, we
observed that concentrations of glufosinate ammonium 64 times the lethal dose did
not lead to yield depression.

In the second part of the thesis, | studied the resistance of wheat against viral
pathogenes. Four viruses occure frequently on cereals in Hungary: barley stripe
mosaic, barley yellow dwarf, wheat dwarf and wheat streak mosaic. Each can cause
severe yield depression and they can infect the plants together, too. We tried to
create resistance in two model wheat varieties with the induction of RNA
interference. Seven plasmids were construed containing intron separated inverted
repeat sequences complementer to the most conservative regions of the four
pathogens. Totally 38 fertile positive T, plants were harvested and their progenies
were used as donors for selective anther culture in order to have homozygous
populations. Six doubled haploid strains and the two wild type control varieties
were artificially inoculated with barley stripe mosaic virus in greenhouse and
photosynthetic activity were recorded as well as yield parameters. In the wild type
varieties inoculated with the virus significant losses were found in photosynthesis,
plant height, length of spikes, thousand kernel weight and yield compared to the
mock inoculated controls. Similar decreasing was not observed in the doubled
haploid plants. Virus titer of some plants was checked by DAS-ELISA method and
data confirmed the above mentioned results. We managed to create resistance in
two different wheat genetic backgrounds with the aid of RNA interference.
According to the plasmid construction, the plants can be resistant not only to barley
stripe mosaic but also barley yellow dwarf, wheat dwarf and wheat streak mosaic.
This fact must be confirmed by further examinations.

Polymerase chain reactions were done with a set of primer pairs in our experiments
and four of them proved to be useful for detection of natural virus infections. We
compared the sensitivity and efficiency with DAS-ELISA method and found that
the four primer paires make possible accurate and fast virus detection.
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M2. A Kkisérleteink soran alkalmazott kitek hasznalati protokollja

M2.1. Promega #2Z3100 RNS-izolalé kit

1. Eppendorf csében iivegbottal eldorzsolink 30 mg levelet folyékony
nitrogénben.

2. Hozzaadunk 175 pl lizis puffert és 350 pl dilucios puffert. Ovatosan,
forgatva keverjikk, majd 16000-es fordulattal centrifugaljuk 10 percig
szobahdmérsékleten (RT).

3. A pellet felszivasa nélkiil vagott végi pipettaval (ij Eppendorf csébe mérjiik
at a feliiliszot, amelybe mar el6zéleg bemértiink 200 pl 95 %-0s etanolt.
Pipettaval szuszpendaljuk 3-4-szer.

4. Az alkoholos mixet a kitben talalhatd 2 ml-es, specidlis sziirével ellatott,
kupak nélkiili csébe mérjiik at, majd 16000-es fordulattal centrifugaljuk 1
percig (RT).

5. A sziirét leemeljiik és a csé aljan 6sszegytlt folyadékot eltavolitjuk, majd
visszahelyezziik a sziir6t.

6. Hozzaadunk 600 pl RNS-mosé oldatot, majd 16000-es fordulattal
centrifugaljuk 1 percig (RT).

7. Megismételjiik az 5. 1épést.

8. Kozvetleniil a szlirdmembranra pipettazunk 50 pl frissen készitett DNaz
inkubacios mixet*. Inkubaljuk 15 percig, 20-25 °C hémérsékleten.

9. Hozzdadunk 200 pl DNaz Stop oldatot és 16000-es fordulattal
centrifugaljuk 1 percig (RT). Hozzdadunk 600 pul RNS-moso6 oldatot, majd
az elézdek szerint centrifugaljuk és megismételjiik az 5. 1épést.

10. Hozzaadunk 250 pl RNS-mosé oldatot, majd 16000-es fordulattal
centrifugaljuk 2 percig (RT). Ezutdn csavard mozdulattal eltavolitjuk a
szird kupakjat és athelyezziik a kitben talalhato 1,5 ml-es elucios
Eppendorf csore.

11. Kozvetleniil a szlirdmembranra pipettazunk 100 pl nukledzmentes vizet,
majd nyitott kupakkal, 16000-es fordulattal centrifugaljuk 1 percig (RT).

12. A sziir6t eldobjuk, az eluciés Eppendorf csovet -80 °C-on taroljuk.

* Osszemérjiik a kovetkezdket (ebben a sorrendben): 40 ul ,, Yellow Core Buffer” +
5 ul 0,09M MnCl, + 5 ul DNaz I. enzim. Ovatosan, pipettaval keveryjiik.
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M2.2. Loewe Biochemica #07004 DAS-ELISA kit

A vizsgalatokhoz polisztirol mikrotitrald lapokat (Nunc Maxisorp) hasznélunk.
Minden celldba 200 ul, un. feliiletbevond pufferben 1:200 aranyban oldott, nyul
vérsavojabol szarmazé BSMV-specifikus antitestet (immunoglobulin — 1gG)
pipettazunk.

1. Inkubaljuk a lemezeket 37 °C-on 4 6ran at, igy az IgG molekuldk a
polisztirolhoz kotédnek.

2. A nem kotédott IgG molekuldkat négyszeri mosd pufferes oblitéssel
eltavolitjuk. Minden alkalommal 200 pul puffert mériink a mikrotitrald lapok
mintahelyeibe és 3 percig allni hagyjuk.

3. Dorzsmozsarban eldorzsoljiik a levélmintakat 1:10-1:20 aranyu extrakcios
puffer hozzaadasaval (RT), s a kinyert présnedvbél 200 ul-t a polisztirol
lemez megfeleld cellajaba pipettdzunk. Egy éjszakan 4t 4 °C-on tartjuk a
mintakat — ez alatt lehetdvé valik az antigén-antitest-komplexek kialakulasa.

4. Moso pufferrel haromszor kimossuk a lemezt a 3. pontban leirtak szerint.
Ezutan 200 pl, Un. konjugaciés pufferben 1:200 aranyban oldott IgG-
konjugatumot pipettdzunk a cellakba és inkubaljuk a lemezt 4 6ran at 37 °C-
on, hogy kialakulhassanak a dupla antitest szendvicsek.

5. A nem kotodott konjugidtumot haromszori mosd pufferes Oblitéssel
eltavolitjuk a 3. pontban leirtak szerint. Végiil 200 pl, szubsztrat pufferben
oldott, frissen készitett szubsztrat oldatot mériink be a cellakba.

Oldat neve Osszetevék Elkészités modja
Feliiletbevono 1,59 g Na,COg3 desztillalt vizben oldva ¢és
puffer 2,93 g NaHCO; higitva 1 literre; pH=9.6
Mos6 puffer 8,0 g NaCl desztillalt vizben oldva és
2,9 g Na;HPO,4 x 12 H,0 higitva 1 literre; pH=7.3
0,2 g KH2PO,4
0,2 g KCI
0,5 ml ,,Tween 20”
Extrakcios puffer a kitben talalhato
Konjugacios puffer | 20 g polivinil-pirrolidon desztillalt vizben oldva és
2 g marha szérum albumin | higitva 1 literre; pH=7.4
0,1 g NaN3
8,0 g NaCl
2,9 g Na;HPO4 x 12 H,0
0,2 g KH2PO4
0,2 g KCI
Szubsztrat puffer | 97 ml dietanol-amin desztillalt vizben oldva és
0,2 g MgCl, x 6 H,0O higitva 1 literre; pH=9.8
Szubsztrat oldat 0,2 mg Na,-para-nitro-fenil- | szubsztrat-pufferben oldva
fosztat (mintanként) 1 mg-mlt-es koncentracio-
ban
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KOSZONETNYILVANITAS

Dolgozatom befejezéseként koszonetemet fejezem ki az alant felsoroltaknak:

A Szent Istvan Egyetem Novénytudomanyi Doktori Iskolajaban Prof. Dr. Heszky
Laszlo akadémikus ur vezetése alatt folytathattam tanulmanyaimat.

Kutatomunkam ,,A hazai nemesitésii buzdk adaptacidos képességének ¢&s
termésbiztonsaganak javitdsa” (NKFP-4-038/2001) és ,,A magyar buza aszaly- és
fagytirésének, valamint betegség-ellenallosaganak javitdsa ndévénynemesitési,
genomikai €s biotechnologiai modszerekkel” (NKFP-4/064/04) cimii konzorcialis
nagyprojektekhez kapcsolodott, amelyek vezet6je Dr. Dudits Dénes VOlIt.
Kisérleteim megtervezése, kivitelezése, valamint az eredmények publikalasa soran
témavezetdm, Dr. Pauk Janos latott el hasznos tanacsokkal. Mindig batran
tamaszkodhattam Dr. Mihaly Robert és Dr. Lantos Csaba segitségére a genetikai
transzformacio, a haploid technikdk alkalmazasa, a statisztikai kiértékelések ¢€s a
fényképek készitése soran. Dr. Papp Maria szivélyesen megengedte, hogy
megfigyeléseket végezhessek és mintakat gylijthessek virusfert6zéseket provokald
tenyészkertjébol. A szdvettenyésztés soran nyujtott onzetlen segitségiikkel Kotai
Eva, Kiss Orsolya és Fehérné Juhdsz Erzsébet nagyban hozzajarultak a
dolgozatban bemutatott eredmények eléréséhez. Szakirodalmak megszerzésében
mindig szamithattam Buiza Lajosné kozremiikodésére. Az tliveghazi kisérleteknél
Vizi Sandor végezte a ndvényapolasi munkakat.

A virusrezisztencia program keretében Dr. Silhavy Ddniel RNS-bioldgia csoportja
tervezte meg, készitette el ¢és bocsatotta rendelkezésiinkre a transzformacids
vektormolekulakat és a primereket. A laboratoriumukban elt6ltott harom honap
alatt igen hasznos elméleti €s gyakorlati ismereteket szereztem. Dr. Kerényi Zoltan,
Dr. Mérai Zsuzsa és Magna Melinda id6t és faradtsagot nem kimélve ismertették
meg velem a nukleinsavakkal végzett munka, a polimerdz lancreakciok ¢és a
hibridizacios technikak fortélyait.

A mesterséges virusfertozések kivitelezéseében Dr. Salamon Pdl segédkezett, €s
latott el szakmai tanacsokkal.

Nyitott ajtora talaltam Dr. Takdcs Andras keszthelyi kutatocsoportjdnal, ahol Dr.
Cseh Eszter és Apro Melinda kozremikodésével elvégezhettem a dolgozatban
ismertetett szerologiai teszteket.

Dr. Mesterhizy Akos, mint a hazi védés levezetd elndke, valamint Dr. Jenes
Barnabas ¢és Dr. Szoke Antal opponensek szamos hibara rdmutattak €s javitd
szandéka  véleményiikkel jelentésen hozzdjarultak dolgozatom  végleges
valtozatanak elkészitéséhez.

Toth Aretta készségesen korrektirazta nemzetkodzi publikacidoim kéziratait.

Végiil, de nem utolsd sorban csalddomnak, barataimnak és az égieknek tartozok
héalaval, akik mindvégig tamogattak hosszlra nyult tanulmanyaimat és biztattak,
hogy egyszer mégiscsak eljutok eddig a mondatig.

121



