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1. A MUNKA ELOZMENYEI ES A KITUZOTT CELOK

A biotechnologia €s a vegyipar fejlodésével ujabb ¢és ujabb vegyiiletek kapnak sze-
repet a gabonafélék gyomirtasaban. Kozottiik olyanok is, amelyek Un. széles spekt-
rumu szerek, tehat toxikus hatasuk a kulturndvényekre is kiterjed, amit abiotikus
stresszként értelmeziink. Léteznek azonban rezisztenciagének, amelyekkel kivédhe-
t0 a hatasuk, igy ezek a herbicidek szelektivvé tehet6k. Dolgozatom elsé részében
egy ilyen gén hatasat vizsgaltam meg egy modell buzatérzsben iiveghazi korilmé-
nyek kozott.

Az aminosav-bioszintézis a herbicidek altal az egyik leggyakrabban tamadott
anyagcsereut. Néhany évtizeddel ezeldtt a Streptomyces viridochromogenes és a S.
hygroscopicus gombak altal termelt specialis antibiotikumroél, a PTT-rél (foszfino-
tricin-tripeptid) jelentek meg publikaciok. A PTT molekula bioaktiv komponense a
PT, amely a glutaminsav szerkezeti analogjaként belépve az aminosavszintézis
folyamatéba irreverzibilisen gatolja a nitrogén-metabolizmus kulcsenzimét, a GS-t
(glutamin-szintetaz). A GS ammonia felhasznalasaval katalizalja a glutaminsav —
glutamin atalakulast. Gatlasa révén a kontroll sejtekhez viszonyitva a glutaminsav-
szint és az ammoOnium-ion felhalmozodas akar szazszoros értéket is elérhet. A PT
hatassal van szdmos mdas anyagcserettra is: modositja a membrantranszport-
folyamatokat, csokkenti a protein- és nukleotidkoncentraciot, valamint hatasara
foszfoglikolat, glikolat és glioxalat halmozodik fel, ami a fotoszintézis csokkenésé-
hez vezet (Schinko és mtsai, 2009). Mindezek kovetkeztében a PT-nek baktericid,
fungicid és herbicid hatasai vannak. Novények esetében a PT-kezelést kovetden 2-
4 6raval lelassul a fotoszintézis, 2-5 napon beliil levélklorozis, deszikkaciod és nek-
rozis figyelheté meg, végiil a névények elpusztulnak (Berzsenyi, 2011). A széles
hatasspektrumi gyomirtoszerekre a gyom- és a kulturnévények is érzékenyek. Az
ilyen herbicideket ugy lehet szelektivvé tenni, ha a gyomokhoz képest eltérd ha-
tasmechanizmust alakitunk ki egy adott kulturnévény genotipusban. Igy a szelekti-
vitas nem faj-, hanem fajtaspecifikus lesz.

A glufozinat-ammonium egy Un. proherbicid, amely a novényi sejtekbe jutva PTT-
vé alakul, ezért a perzseld hatasi novényirtok kozé tartozik. A glufozinat-
ammoniummal szemben rezisztens kulturnévények nemesitése a PTT-t termeld
sugargombak esetében megfigyelt mechanizmuson alapszik, amelynek kulcsenzi-
me a PAT (foszfinotricin-N-acetiltranszferaz). Ez az enzim ugy detoxifikalja a
PTT-t, hogy acetilalja annak szabad aminocsoportjat. A PAT-enzimet kddolo pat
gént a Streptomyces viridochromogenes Tii494 torzsébdl izolaltak, mig az ugyano-
lyan hatast kivalto bar (bialafosz rezisztencia) gént S. hygroscopicus-bol. Tobb
kutatocsoport is sikerrel allitott el6 a glufiznat-ammoniummal szemben tolerans
gabona genotipusokat (Tan €s mtsai, 2006). Kevésbé ismert azonban, hogy a bar
gén milyen mérték rezisztenciat alakithat ki a névényekben, illetve hogy a magas
koncentracioban adagolt glufozinat-ammonium milyen elvaltozasokat okozhat egy
rezisztensnek vélt buzatorzs egyedeiben.



A virusok mint biotikus stresszfaktorok jelent6s karokat tehetnek a buzavetések-
ben. Rezisztenciat kialakitani veliik szemben igen nehéz, mert a szoba joheté gének
szdma kevés és azok altaldban vad fajokban taldlhatok. A kenyérbuza és vad roko-
nainak keresztezésekor szamos hatranyos tulajdonsag keriilhet 4t a tenyé€szanyagba,
bonyolultta téve a szelekciot. Mindez kikiiszobdlhetd a korokozok genomszekven-
ciainak felhasznalasaval, amelyek indukalhatjak a novényi sejt 6si géncsendesitd
mechanizmusat, az RNS-interferenciat. Munkam masodik szakaszaban e rendszer
hatékonysagat tanulmanyoztam modell buzatorzseken szintén liveghéazi koriilmé-
nyek kozott, illetve a polimeraz lancreakcidkhoz kifejlesztett primerparok szanto-
foldi virusfertézések diagnosztizalasara valo alkalmassagat vizsgaltam meg.

A Triticum fajok tobb mint 6tven virusra fogékonyak. Sokéves megfigyelések alap-
jan Magyarorszagon leggyakrabban a BSMV (Barley stripe mosaic hordeivirus —
arpa csikos mozaik), a BYDV (Barley yellow dwarf luteovirus — arpa sarga torpii-
1¢s), a WDV (Wheat dwarf mastrevirus — baza torpiilés) és a WSMV (Wheat streak
mosaic tritimovirus — btza csikos mozaik) fordul el6. Az elleniik valo védekezés
leghatékonyabb modszere a rezisztencianemesités. Az utdbbi évtizedben bebizo-
nyosodott, hogy az RNS-interferencia jelensége hatékony modszere a virusrezisz-
tencia kialakitasanak. Az RNS-interferencia az eukaridta él6lényekben mikodo,
dsRNS-ek (kétszali RNS) altal indukalt 6si géncsendesitési rendszer. A dSRNS-
eket egy RNazlll-szerti nukleaz, a DICER 21-25 nukleotid méretti rovid darabokra
vagja. Ezek a rovid siRNS-ek kiilonb6z6 csendesité komplexekhez kapcsolodnak
¢s az interferencia szekvencia-specifikussagat biztositjak. Funkciojuk a komplexek
elvezetése a velilk komplementer nukleinsavakhoz azok specifikus vagasa végett.
Végeredményben a csendesités célpontjanak szamit6 mRNS genetikai informacio-
tartalma nem expresszalodik (Bapat, 2013). A virusfert6zések aktivaljak a sejt RNS
csendesitd rendszerét, mert a ndvény mind az RNS virusok repilkécios
intermedierjeit, mind az egyszalas DNS-virusok atfed6 szensz-antiszensz
transzkriptjeit dSRNS-ként értelmezi. A DICER-szer(i enzimek a viralis dsRNS-
eket siRNS-ekké alakitjak, amelyek a Watson-Crick-féle bazisparosodas szabalyai
szerint felismerik a sejtbe jutott patogén nukleinsavat, a csendesité komplexek pe-
dig degradaljak azt (Ding és Voinnet, 2007). Bar az RNS-interferencia hatékony
antiviralis rendszer, sok virus mégis megfertdzi a ndvényeket, mert a virusok RNS
csendesitést gatlo fehérjéket is kodolnak, és mert a rendszer csak késleltetve aktiva-
16dik, miutan a virus replikalodni kezdett (Mérai és mtsai, 2006). Amennyiben egy
DNS-szakasz intronnal elvalasztott, forditva ismétlédd szekvencidkat tartalmaz, az
arrdl atirodd6 mRNS hajtiiformat vesz fel, és dsRNS-s¢ alakul. Az ilyen DNS-
konstrukci6 a célmolekula teljes csendesitését eredményezheti. Ha a forditva ismét-
16d6 szekvenciak viralis eredetliek és konstitutiv promoterrel szabalyozottak, a
DNS-t expresszald novény immunissa valhat az adott kérokozoval szemben, mert a
virus nukleinsava még a replikacié megindulasa elétt elbomlik (Fusaro és mtsai,
2006). Megvan tehat a lehetdsége annak, hogy a hazankban gyakran karosité gabo-
navirusok ellen immunis buzatorzseket hozzunk Iétre.

A virusdiagnosztika torténetében mérfoldkonek szamitott a szerologiai vizsgalatok
kifejlesztése. Az ELISA-tesztet (enzyme linked immunosorbent assay — enzimhez
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kotott immunvalasz) az 1960-as évek végétol alkalmazzak. Az antigén-antitest re-
akcid egy az antitesthez kapcsolt enzim segitségével kovetheté nyomon. A reakcio-
nek indirekt és direkt eljarasok, utobbiak kozé tartozik a DAS-ELISA (double
antibody sandwich — kettds antitest szendvics). Akar fél nanogramm virus is kimu-
tathatdo vele, a novényvirusok diagnosztizalasdban a legnépszeriibb szerologiai
modszer, specifikus és igen pontos (Tatineni és mtsai, 2013). A fert6zések diag-
nosztizalasa és a virustaxonomia is ujabb lehetéséggel boviilt a nukleinsav alapu in
vitro technikak fejlédésével. Hibridizacios és amplifikacios eljarasokkal mind a
DNS, mind az RNS genommal rendelkez6 virusok kimutathatok és jellemezhetok.
A detektalashoz sziikséges a keresett kérokozd genomjanak legalabb részleges
szekvenciaismerete. A PCR-alapi moddszerek (polymerase chain reaction —
polimeraz lancreakcio) jo lehetséget adnak szekvenciaspecifikus amplifikaciora,
mert akar pikogramm nagysagrendi kiindulasi nukleinsav is elegendé az ered-
ményhez. A PCR érzékenysége meghaladja az ELISA-tesztét, ami hatranyava is
valhat, mert kdnnyen félrevezetd kovetkeztetéseket lehet levonni a gélfoto alapjan.
A PCR ugyanis csak mindségi eredményt ad (igen/nem valasz), nem pedig meny-
nyiségit, igy a fertdzottség mértékét nehéz megbecsiilni. Tovabbfejlesztett valtoza-
ta, a qRT-PCR (kvantitativ real time PCR) azonban ezt a hatranyt is kikiiszoboli és
a nukleinsavamplifikaciot az egyik legmegbizhatobb diagnosztikai modszerré teszi
(Jarosova és Kundu, 2010).

Célkitizeések:

1. Egy széles spektrumt gyomirtdszer-rezisztenciagént hordoz6 blzatdrzs tényle-
ges herbicid-ellenallosaganak megallapitasa a vad tipust btiza genotipushoz ké-
pest.

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

3. Olyan DNS-szekvenciak beépitése buzaba, amelyek az RNS-interferencia indu-
kalasa révén rezisztenciat eredményezhetnek egy vagy tobb, Magyarorszagon
gyakran el6fordulé gabonavirussal szemben.

4. A kialakitott virusrezisztencia hatékonysaganak bizonyitdsa legalabb egy kor-
okozdval szemben.

5. Annak megallapitasa, hogy a DNS-konstrukciok nyomon kdvetésére kifejlesz-
tett primereink alkalmasak-e szant6foldi virusfertézések kimutatasara. A
polimerdz lancreakcid és a klasszikusnak szamito szeroldgiai virusdetektalas ér-
zékenységének, hatékonysdganak dsszehasonlitasa.



2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1. Széles spektrumu gyomirtoszerrel szembeni rezisztencia vizsgalata

Glufozinat-ammoniummal Kezeltiink egy detoxifikalé gént hordozé buzatorzset.
Eldzetesen meghataroztuk a hatdéanyag letalis dozisat. Vad tipusu CY-45 buzatorzs
(Triticum aestivum L.) terméseib6l érett embridkat izolaltunk és in vitro csiraztat-
tuk azokat 5 ml 4MS, taptalajon, kiegészitve 0, 1, 2 illetve 4 mg-1™ glufozinat-
ammoniummal. Magat a rezisztencia tesztet a CY-45 eredetli ,, T-124” jelti buza-
torzzsel végeztik el, amely a konstitutiv promoterrel szabalyozott bar gént
expresszalta. Az érett embridk csiraztatasa soran tizennégy kiilonb6z6 koncentraci-
ot 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 kezelést nyolc ismétlésben végez-
tiink el. Harom hetes szdvettenyésztési peridodus utan a novénykeéket talajba tiltettiik
¢s zart rendszerli liveghazban neveltiik fel. A kalaszokat egyenként arattuk le és
vizualis értékelés alapjan jol termékenyiilt és rosszul termékenyiilt csoportokba osz-
tottuk. Betakaritas utdn mindkét csoportban megéllapitottuk a novényenkénti ka-
laszszamot, a kaldszonkénti szemszamot, a ndvényenkénti termést és az ezerszem-
tomeget. Mindegyik kezelésnél véletlenszerien kivalasztottunk egy egyedet a
nyolc koziil, amelyek leveleibdl 6sszes RNS-t izolaltunk és RT-PCR-el ellendriz-
tik a bar gén expresszidjat. A jol és a rosszul termékenyiilt kalaszok eredményeit
kiilon-kiilon elemeztiik egytényezds varianciaanalizissel. A teljesen vagy részlege-
sen steril kalaszok adatait nem hagytuk figyelmen kiviil. A megfigyelések és a ki-
sérlet kiértékelése utan a novényanyagot a NEBIH szakembereinek jelenlétében és
eléirasuk alapjan megsemmisitettiik. Errél 162/1/210 szam alatt jegyzkonyv ké-
sziilt, amit a 103613/4/2006 szamt Engedélyezd Hatarozat alapjan készitettiink és a
hatosadgnak bemutattunk.

2.2. Virusfert6zéssel szemben ellenall6o biizatorzsek létrehozasa és vizsgalata

Ehhez a kisérletsorozathoz a pPBAJEN transzformacios vektormolekula hét valtoza-
tat kaptuk meg a Mezbégazdasagi Biotechnologiai Kutatokozpont RNS-biologia
csoportjatol. A klonozd helyre intronnal Osszekapcsolt forditva ismétlddd DNS-
szekvenciakat épitettek, amelyek az RNS-interferencia indukalasa révén a hazank-
ban eléforduld négy legjelentdsebb gabonavirussal szemben biztosithatnak rezisz-
tenciat. E patogén eredetli szekvencidkat tigy allitottak eld, hogy a koérokozok né-
hany izolatumanak részleges genomszekvenalasa alapjan klonoztak azok legkon-
zervativabb nukleinsav-régioit. Négy plazmid csak az egyik virusnak megfeleld
szekvenciakat hordozta, két masik egyszerre ketté korokozo ellen lehet hatékony,
mig a hetedik komplex mdédon mind a négy virussal szemben védelmet nytjthat.



Munkank soran a CY-45 és a GK Tavasz genotipusokat alkalmaztuk (mindkettd
CYMMIT-eredetii kozonséges buza). Eretlen embriokat izolaltunk D, taptalajra a
viragzas utadni 12-14. napon. A dedifferencialodott kalluszokat 4 6raval a gén-
transzfer el6tt mannitollal kiegészitett taptalajra raktuk at, s az igy indukalt ozmdzis
a sejtfalak fellazitdsa révén elésegitette a vektormolekuldk célba érését. A transz-
formacios plazmidokat részecskebelové késziilékkel juttattuk be a célsejtekbe. Mi-
vel valamennyi plazmid tartalmazta a konstitutiv promoterrel szabalyozott bar
gént, a pozitiv variansokat glufozinat-ammoniummal szelektaltuk ki. A talélé
egyedeket zart rendszerii iiveghazban neveltiik fel. Leveleikbdl genomi DNS-t izo-
laltunk a bejuttatott DNS-szekvenciak integralodasanak vizsgalatahoz, illetve 6sz-
szes RNS-t az expresszio ellenérzéséhez. Elobbit hagyomanyos, utobbit RT-PCR-
rel végeztiik. A primerek torzsoldatait a MezO6gazdasagi Biotechnoldgiai Kutato-
kozpontbol kaptuk. A pozitiv egyedeket felneveltiik és termésiiket betakaritottuk.
Haploid technikat alkalmaztunk annak érdekében, hogy a kisérleti ndvényanyag
homozigoéta formaban tartalmazza a bejuttatott szekvenciakat. Mivel a donor gene-
raci6 a bejuttatott szekvencidkra nézve genetikailag még hasadt, a TDH
(transzformans dihaploid) novények eldallitasa soran a donor diploid novényeket 3-
4 leveles fenofazisban Finale 14 SL herbiciddel permeteztiik le, s a portoktenyész-
tést kizardlag a tulélé egyedekbdl inditottuk. A folyamatot W14f kalluszindukcios
¢s 190-2Cu regeneracios tapkozegek alkalmazasaval hajtottuk végre. A legalabb 10
cm-es hajtast és erds gyokeret fejlesztett novénykéket tenyészedényekbe iiltettiik at
¢és liveghazban neveltiik fel. Vizualis mindsitéssel kivalogattuk koziiliik az életerds
szemterméseket neveld, spontan dihaploid egyedeket és magfogasig neveltiik azo-
kat. Viaszérés fenofazisban minden torzsbol kivalasztottuk a legtobb termést igérd
novényeket (2-8 egyedet), amelyek levélmintaiban RT-PCR-rel ismételten leellend-
riztiik a bejuttatott viralis eredetll szekvencidk expressziojat.

A molekuléris tesztek soran pozitiv TDH blzatorzsek vetdmagjat felszaporitottuk,
S az egyszerre 4-féle virus szekvencidit expresszald novények ellenalloképességét
mesterséges BSMV-fertdzéssel vizsgaltuk meg zart rendszer(i liveghédzi kabinban.
Egy arpandvény erds korképeket mutato fiatal hajtasaibol emulziot készitettiink, ezt
vad tipusu CY-45 és GK Tavasz buzakbol 8-8 szemet vetettiink és a csirandvények
felét 10 napos korban, egyleveles fenofazisban megfertéztiik BSMV-vel. A nové-
nyek masik felét virusmentes arpabdl szarmazo, de a fentiekkel azonos modon el6d-
készitett emulzidval inokulaltuk (mock kontroll). A virusatvitel hatékonysagat ha-
rom hét elteltével értékeltiik ki az inokulalt levél feletti masodik lombleveleken
megjelend tiinetek pontozasaval (1 = tiinetmentes; 5 = igen erdsen tiinetes levél).
Magat a rezisztencia tesztet a kovetkezd TDH buzatorzsekkel végeztiik el: 243-1,
243-3, 243-4 (GK Tavasz eredetiick), illetve 249-3, 249-4, 249-8 (CY-45 eredetii-
ek). Fogékony kontrollként a vad tipusit GK Tavasz ¢s CY-45 buzakat hasznaltuk.
Genotipusonként 20 szemet vetettiink el, 16-ot BSMV-vel inokulaltunk, 4 pedig
mock inokulalt kontrollként szolgalt. A vetést6l szamitott 12-18. héten hetente fel-
vételeztiik az inokulalt levél feletti negyedik lombleveleken észlelt tiineteket a fen-
tiek szerint, valamint megmértiik ugyanezen levelek SPAD (Soil Plant Analysis
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Development) értékét, amely a klorofill tartalommal jol korrelald, mértékegység
nélkiili mutatd. A vetéstdl szamitott 18. héten véletlenszertien kivalasztottunk 4
BSMV-vel inokulalt és 1 mock inokulalt novényt, amelyek viruskoncentraciojat
DAS-ELISA modszerrel hataroztuk meg. Ha egy minta extinkcios értéke a kitben
talalhat6 negativ kontroll értékének a haromszorosat, azaz a 0,7-es hatarértéket
meghaladta, akkor tekintettiik az adott mintat a BSMV-re nézve pozitivnak. A no-
vényeket magfogasig neveltiik, betakaritaskor megmértilk magassagukat, a kalasz-
hosszt (t6bb kalasz esetén a féhajtas kalaszanak hosszat), a ndvényenkénti termést,
illetve az ezerszemtomeget. A klorofilltartalom-mérés adatait kétvaltozos linearis
regresszidanalizissel elemeztiik. Meghataroztuk a korrelacids koefficiens becsiilt
értékét, valamint a regresszios egyenletet. Elvégeztiik a mock inokulalt és a virus-
sal inokulalt ndvénycsoportban kiszamitott regresszios koefficiensek kiilonbségé-
nek szignifikanciavizsgélatat is. A betakaritas utan meghatarozott agronémiai ada-
tok tekintetében a mock inokulalt, valamint a virussal inokulalt névények csoport-
jaban a vad tipust kontroll és annak TDH valtozatai kozott kapott kiilonbségek
statisztikai elemzését egytényezds varianciaanalizissel végeztiikk. Az egyes genoti-
pusokon beliil a mock inokulalt kontroll és a virussal inokuldlt novények kozott
kapott kiilonbségeket kozépérték analizissel értékeltiik ki. A BSMV-vel inokulalt
csoportban el6forduld steril novények adatait nem hagytuk figyelmen kiviil.

2.3. Virusfertozések detektalasa szerologiai és molekularis médszerekkel

Célunk volt annak megallapitasa, hogy a virusrezisztencia program keretében a
vektorkonstrukciok nyomon kovetésére kifejlesztett primerek alkalmasak-e virus-
diagnosztikai vizsgalatokra, valamint a szerologiai és a molekularis detektalas ér-
z€kenységének Osszehasonlitasa. Tizenkét allamilag elismert szegedi 6szi buzafajta
(Elet, Garaboly, Kalasz, Verecke, Ati, Tisza, Békés, Csillag, Petur, Hatty, Holld
¢s Piacos) virusfertdzottségét teszteltiik le. Egy korai (oktober elsé dekadja) és egy
kés6i (november elsé dekadja) vetésidot alkalmaztunk. A fajtakat kétsoros parcel-
lakba vetettiik el a tenyészkertben, dupla gabona sortavolsagra. Parcellanként két
novény véletlenszerli kivalasztasaval aprilis végén begylijtottiik a levélmintakat,
kétfelé vagtuk azokat és egyik résziiket DAS-ELISA, a masikat PCR vizsgalatnak
vetettiik ala. Az els6 kisérlet csak részleges eredményekkel szolgalt, ezért sziikség
volt egy masodik mintavételre is, ami majus kozepén tortént. A szerologiai tesztek
soran BSMV-re, BYDV-re, WDV-re ¢s WSMV-re specifikus antiszérumokat
hasznaltunk fel és az el6z0 fejezetben leirtak szerint tekintettiik fertézottnek az
egyes mintakat. A molekularis vizsgalatok eldtt a levelek egyik felébél genomi
DNS-t, a masikbol 0sszes RNS-t izolaltunk. A mintdk WDV-fertdzottségének
megallapitdsdhoz a kinyert genomi DNS-eket hasznaltuk templatként és normal
PCR-t futtattunk le, mig a masik harom virus detektalasahoz az izolalt 6sszes RNS-
t alkalmaztuk és egylépéses RT-PCR-t végeztiink. A kovetkezd primerparokat vit-
tiik reakcioba: (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).
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3. EREDMENYEK

3.1. Széles spektrumu gyomirtdészerrel szembeni rezisztencia vizsgalata

Els6ként meghataroztuk a glufozinat-ammonium letalis dozisat a vad tipusa CY-45
buzatorzs embridinak in vitro csiraztatasaval. Csak azok az embriok csiraztak ki,
amelyeket herbicidmentes taptalajra helyeztiink, mig 1-4 mg-l’l-es glufozinat-
ammoOnium tartalmu taptalajon az embridok sem gyokeret, sem hajtast nem fejlesz-
tettek. Esetiinkben a herbicid letalis dozisa tehat 1 mg-1* alatti volt.

A herbicidrezisztencia teszt soran hasznalt ,, T-124” bhzatérzs nem hasadt a bar
génre nézve, amit RT-PCR-rel is aladtdmasztottunk. Minden embri6 kicsirazott
herbicidterhelés mellett is, igy a tesztet 112 novénnyel végeztiikk el. Az embriok
azonos intenzitassal csiraztak, de 5000 mg-1™ glufozinat-ammoénium mar lassitotta
a folyamatot, ami harom héttel megnovelte a tenyészidot. Felneveltiik mindegyik
novényt, és 773 darab kalaszt (100 %) takaritottunk be. A szemek kiteltsége szerint
két csoportra osztottuk a kalaszokat: jol termékenyiilt 311 darab (40,2 %), rosszul
termékenytilt 462 darab (59,8 %). Részlegesen 19 kalasz (2,4 %), teljesen 7 kalasz
(0,9 %) bizonyult sterilnek. A jol termékenyiilt csoportban a novényenkénti kalasz-
szédm 2,38 és 3,13 kozott valtozott, ami nem jelentett szignifikans eltérést. Ugyanez
a paraméter a rosszul termékenyiilt csoportban a harom legmagasabb koncentracio-
ju kezelés hatisara latvanyosan megndvekedett. A legintenzivebb hajtasfejlodés
5000 mg-1™ herbicid hataséara kovetkezett be, ezeken a ndvényeken erételjes bokro-
sodast figyeltink meg. Az adatok harom szignifikancia szintet reprezentaltak. A
kalaszonkénti szemszam a jol termékenyiilt csoportban 21,09 és 17,43 kozott val-
tozott. Utdbbit 5000 mg-1™" glufozinat-ammonium okozta és ez szignifikansan ke-
vesebb, mint a tobbi kezelés esetében. A rosszul termékenyiilt csoportban a kala-
szonkénti szemszam 21,56 és 12,65 kozott alakult, ami hdrom szignifikancia szint-
nek felelt meg. A két csoport az ezerszemtomegben kiilonbozott leginkabb egymas-
tol. A jol termékenyiilt kalaszok esetében 37,19 g és 28,21 g kozott valtozott, mig a
masik csoportban 29,84 g és 16,92 g kozott alakult. El6bbi harom, utébbi négy
szignifikancia szintnek felelt meg. A termés 2,15 g és 1,43 g kozott valtozott a jol
termékenytilt kalaszok esetében, mig 2,18 g és 1,03 g kdzott a masik csoportban. A
novényenkeénti teljes termés 4,32 g és 2,64 g kozott alakult. A kontroll novények-
hez képest a 128-5000 mg-1™ glufozint-ammoniummal kezeltek — kivéve az 1000
mg-1"-es kezelést — termése 3 g ala csokkent, ami szignifikans véltozast jelentett.

3.2. Virusfertozéssel szemben ellenallo buzatorzsek létrehozasa és vizsgalata

A pBAIJEN plazmid hét valtozatanak btiza sejtekbe juttatasahoz 12250 db CY-45
eredetli és 300 db GK Tavasz eredetii éretlen embridt izolaltunk. A bar markergén-
re alapozott szelkcid in vitro fazisat kovetéen 673 novényt tltettiink ki {iveghazba,
amelyekbdl 486-ot tudtunk felnevelni. Finale 14 SL kezelést kovetden 117 nové-
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nyiink maradt, amelyekrdl PCR technikaval megallapitottuk meg, hogy az integra-
lodott célszekvencidk mindegyike expresszalodott is, a Szensz- és antiszensz orien-
tacioban beépiilt DNS-szakaszok pedig mindig egyiittesen voltak jelen — tehat az
RNS interferencia miikodésének alapjaul szolgaldé dsRNS-ek kialakulasanak nem
volt elvi akaddlya. A molekuléris tesztelés soran 44 pozitiv ndvényt kaptunk, ame-
lyekr6l 628 szemet takaritottunk be. Mivel célunk volt a névények rezisztenciaja-
nak megismerése, ezért szelektiv portoktenyésztés alkalmazasaval 21 CY-45 és 1
GK Tavasz eredeti buzatérzs TDH valtozatat allitottuk el6, amelyek homozigoéta
formaban tartalmazzak a beépitett szekvencidkat. Az in vitro regeneralodott
novénykéket liveghazba iiltettiik ki. Fejlettségiik, terméskotddésiik alapjan elkiilo-
nitettiik a haploidokat és a spontan dihaploidokat. Osszesen 381 TDH buzandvényt
allitottunk el6. Viaszérés fenofazisban minden torzsbol kivalasztottunk néhany
egyedet, amelyeknél ismételten leellendriztiik a bejuttatott viralis szekvenciak at-
irodasat. A molekularisan jellemzett 91 ndvény 97 %-a expresszalta a célszekven-
ciakat, tehat sikeres volt a bar génre alapozott szelekcio.

A ndvényanyag eldallitdsat kovetéen megvizsgaltuk a 4-féle virus szekvencidit
hordozo6 243-as és 249-es buzatorzsek BSMV-vel szembeni rezisztenciajat. A mes-
terséges fertdzési rendszer hatékonysagat vad tipusit CY-45 és GK Tavasz nové-
nyeken teszteltiik. Az inokulaciot kovetd harmadik héten valamennyi mock
inokulalt egyed tiinetmentes volt, mig a BSMV-vel inokulalt egyedeken megjelen-
tek a virus altal okozott tipikus tiinetek. Fert6zési modszeriinkkel tehat a BSMV
hatékonyan atvihetd volt mind CY-45, mind pedig GK Tavasz buzafajtakra, ezaltal
lehetévé valt a TDH novények ellenalloképességének objektiv vizsgalata. A rezisz-
tencia tesztre a 243-1, 243-3, 243-4 (GK Tavasz eredetliek), és a 249-3, 249-4, 249-
8 (CY-45 eredetiick) torzseket jeloltik ki. A vetéstdl szamitott 12-18. hét kozott
hetente felvételeztiik a korképeket. Mock inokulalt ndvényeink tiinetmentesek ma-
radtak. A BSMV-vel inokulalt vad tipust buzafajtak levelein igen erds tiinetek je-
lentkeztek. GK Tavasz esetében az elsé megfigyelés alkalmaval a 16 ndvény atla-
gos pontszama otfokozata skalan 1,75 volt, majd fokozatosan romlott, s a 18. héten
mar 4,44-es értéket rogzitettiink. A CY-45 egyedek 4tlaga 1,81 volt a 12. héten,
mig a 18. héten 4,69. Ehhez képest valamennyi TDH ndvény teljesen tiinetmentes
volt a kisérlet kezdetekor és 85 %-uk az is maradt a megfigyelési periodus végéig.
A 18. héten megfigyelt atlagos pontszamok 1,06 és 1,44 kozott valtoztak, alig ha-
ladtak meg a mock inokulalt kontrollok adatait. A virustiinetek felvételezésére ki-
valasztott levelek fotoszintetikus aktivitdsat gyorsmérdvel vizsgaltuk meg. A
SPAD értekek jol kovették a tiinetek felvételezésekor rogzitett pontszamokat. A
mock inokulalt ndvények klorofilltartalma szinte teljesen megegyezett: 40 kortili
értekeket mértiink, s a hét hetes periodus alatt az adatok csak minimalis ingadozast
mutattak. A BSMV-vel inokulalt vad tipust buzafajtak klorofilltartalma azonban
mar a 12. héten alacsonyabb volt, mint a mock inokulalt kontrolloké, s ez a kiilonb-
ség a 18. hétre még kifejezettebbé valt: GK Tavasz esetében 17-re, CY-45-nél
16,1-re esett vissza a SPAD-érték. A virussal inokulalt TDH butizatorzsek fotoszin-
tetikus aktivitasa a sajat mock inokulalt konrolljukhoz viszonyitva nem, vagy csak
kismértékben valtozott. Kétvaltozos linearis regresszio-analizissel megallapitottuk,
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hogy a virussal vald inokulacid hatasara a regresszios koefficiens értéke szignifi-
kansan kevésbé csokkent le a TDH torzsek esetében, mint a GK Tavasz, illetve a
CY-45 buzak esetében, vagyis a vad tipust kontrollok statisztikailag is eltéréen
viselkedtek, mint a TDH névények. Minden genotipusbodl véletlenszeriien kivalasz-
tottunk egy mock inokulalt és négy virussal inokuldlt novényt, amelyek BSMV-
SPAD-értékek Osszhangban voltak az extinkcids értékekkel. Valamennyi mock
inokulalt novény fertézésmentesnek bizonyult, esetiikben 0,367-0,533 kozotti érté-
keket detektaltunk. A BSMV-vel inokulalt vad tipusu buzatorzsek egyedei erésen
fert6zottek voltak, viruskoncentraciojuk 1,000 folott alakult. A CY-45 eredeti
TDH-névények koziil egy sem bizonyult fertézottnek. A GK Tavasz eredetiiek
koziil a 243-3 torzs egyetlen egyede sem volt fert6zott, ugyanakkor a 243-1 torzs
egyik novényénél 0,882-es értéket kaptunk, ez fertézésre utal. A 243-4 torzs 2 no-
vénye éppen atlépte a 0,7-es hatarértéket, egy harmadiknal pedig 0,662-t mértiink,
ami a fert6zottség szintjét alulrol kozelitette. Kdzvetleniil a betakaritas eldtt felve-
teleztiik a novények magassagat. A mock inokulalt vad tipusia GK Tavasz és CY-
45 egyedek 40-50 cm kozotti magassagot értek el. Ezzel szemben a BSMV-vel
tortént inokulaci6 hatasara a novények visszamaradtak a fejlddésben és mindossze
20-30 cm kozotti magassagadatokat mértiink. A virussal inokulalt TDH torzsek
atlagos fejlettsége és magassaga hasonloképpen alakult a vad tipust mock inokulalt
kontrolloknal leirtakkal. Megjegyezziik azonban, hogy a 18. héten tiinetesnek, il-
letve fertdzottnek elkonyvelt egyedeknél a betakaritaskor is észleltiik a kezelés ha-
tasat, hiszen ezek a novények csoportatlagukhoz képest alacsonyabbak voltak —
jollehet kdzel sem annyira, mint a virussal inokulalt vad tipusu kontrollok. Cséplés
el6tt rogzitettiik a betakaritott kalaszok hosszat. A forditva ismétl6do szekvenciakat
nem tartalmaz6é GK Tavasz és CY-45 novényeknél a kaldszhossz 55 mm koriili
értékrél 30 mm-re esett vissza a BSMV-vel tortént inokulacioé hatasara. A TDH
torzsek esetében — a néhany beteg novénytdl eltekintve — nem talaltunk 12 mm-nél
nagyobb kiilonbséget egy adott torzs mock inokulalt és virussal inokulalt valtozata
kozott. A mock inokulalt vad tipust GK Tavasz novények atlagtermése 539 mg
volt, ami a BSMV-inokulaci6 hatasara drasztikusan lecsokkent 60 mg ala. 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 eredetli, virussal
inokulalt TDH torzseknél 400 mg koriili atlagadatokat kaptunk. A 243-1 és a 243-4
torzsek egyedei kozott — ahol néhany fert6zott noveényt talaltunk a szerologiai vizs-
gélatok soran — eléfordult 200 mg alatti terméseredmény is. A CY-45 fajta atlag-
termése 457 mg volt a kisérletben, s ez 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 novények szama, és a fertili-
seknél is szinte csak 100 mg alatti értékeket kaptunk. A CY-45 eredeti TDH tor-
zseknél mind a mock inokulalt, mind a virussal inokulalt csoport atlagos termése
400 mg koriil alakult. A terméseredmények alapjan kiszamitottuk a novények
ezerszemtomegét, amely kozvetve a termés minGségére is utalt. Altalanossagban a
termésnél tapasztalt tendencidk érvényesiiltek ennél a mutatonal is. A virussal tor-
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tént inokulacioé hatasara a vad tipusu GK Tavasz atlagos ezerszemtomege 18 g-mal,
a CY-45 fajtaé pedig 23 g-mal csokkent a mock inokuléltakhoz képest, mig a TDH
torzseknél csak 1-5 g-mal volt alacsonyabb a kontrollokhoz viszonyitva. Egyténye-
z0Os varianciaanalizissel megallapitottuk, hogy a mock inokulalt névények csoport-
jéban a vad tipust kontroll és TDH valtozatai k6zott mért kiilonbség egyik termés-
kialakité komponens esetében sem volt szignifikans, vagyis sem a GK Tavasz, sem
a CY-45 genotipus megvizsgalt tulajdonsadgai nem valtoztak meg a bejuttatott for-
ditva ismétlodo szekvencidk hatasara. Masrészt igazoltuk, hogy a virussal inokulalt
TDH torzsek és vad tipusu fajtak eredményei kozott tapasztalt eltérések statisztikai-
lag szignifikansak voltak, tehat a forditva ismétlodé szekvencidkat expresszalo
TDH torzsek minden paraméter esetében eltéré reakciokat mutattak a szekvencia-
kat nem tartalmazd genotipusokhoz képest. Egy-egy genotipuson beliil a mock
inokulalt kontroll és a virussal inokulalt novények kozotti kiilonbségek elemzésével
megallapitottuk, hogy a vad tipusu kontrollokndl a BSMV-vel tortént inokulécio
minden tulajdonsagban statisztikailag igazolhatd leromlast okozott. A 249-4 ¢és a
249-8 torzsek kalaszhossza szintén szignifikans csokkenést mutatott — ezt leszdmit-
va a TDH torzseknél nem kaptunk szignifikans eltérést a kontroll és a kezelt cso-
portok atlagadatai kozott a BSMV hatasara.

3.3. Virusfertozések detektalasa szerolégiai és molekularis médszerekkel

A kettévalasztott levélmintak egyik felet DAS-ELISA modszerrel vizsgaltuk meg.
A késéi vetésii novényanyagnal csak egyetlen fajta, az Elet esetében tudtunk kimu-
tatni BYDV fertdzottseget, mig BSMV, WDV és WSMV fertdzést egyetlen minta-
ban sem detektaltunk. Ezzel szemben a korai vetésli novények 46 %-aban fordult
eld a BYDV. Mindkét vizsgalt novényegyedben kimutattuk a virust a kdvetkezo
harom fajta esetében: Garaboly, Kalasz, Ati. A két egyed koziil egyik fertézottnek
bizonyult a kovetkezd 6t fajtanal: Elet, Verecke, Békés, Hollo, Piacos. Mindkét
vizsgalt egyed fertdzésmentes volt négy fajta esetében: Tisza, Csillag, Petur, Haty-
tyt. A masik harom virus a korai vetésii ndvényanyagban is sokkal kisebb gyakori-
sadggal fordult el6. WSMV fertézést a Hollo és a Piacos fajtdkban mutattunk ki,
WDV fert6zést pedig a Piacos egyik egyedében. BSMV-t egyaltalan nem detektal-
tunk. Két fajta, a Hollo és a Piacos kevert fertézést mutatott. E16bbiben BYDV és
WSMYV, utébbiban WDV, BYDV ¢s WSMV egyarant el6fordult a mintavétel ide-
jén. Mivel szinte csak a BYDV fordult el6 a vizsgalt mintdkban, harom hét eltelté-
vel ujabb leveleket gytijtottiink célzottan a korai vetésii parcellak tiinetes névényei-
r6l, hogy alaposabban Osszehasonlithassuk vizsgalati modszereinket. BSMV-t 1,
BYDV-t 16, WDV-t 7, WSMV-t pedig 6 mintaban detektaltunk. Kevert fertézés 9
esetben fordult elé. A levélmintak masik felét PCR modszerrel vizsgaltuk meg. A
virusspecifikus primerekkel torténd polimeraz lancreakciok kiértékelésekor a késoi
vetésli novényanyagnal ugyanaz az Elet minta bizonyult BYDV-vel fertézottnek,
amelyik a szerologiai tesztben is pozitiv volt. Ugyanakkor a korai vetésti novények
58 %-aban detektaltuk a fenti virust. Mindkét vizsgalt ndvényben kimutattuk a
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koérokozot a Garaboly, Kalasz, Ati, Békés, Hollo és Piacos fajtak esetében. Az
egyik egyed bizonyult fertézottnek az Elet és a Verecke fajtaknal. A Tisza, Csillag,
Petur és Hattya fajtaknal mindkét novény fert6zésmentes volt. Utdbbiak meg-
egyeznek 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. A masodik mintavétel alkalmaval gytijtott erdsen
tiinetes levelekb6l mind a négy koérokozédt ki tudtuk mutatni: a BSMV-t 1, a
BYDV-t 18, a WDV-t 13, a WSMV-t pedig 14 esetben. A PCR eredmények egy
kivétellel alatamasztottdk a szeroldgiai teszt eredményeit, ugyanakkor megmutat-
kozott a molekularis detektalas érzékenyebb volta is, mivel 19 esetben ott is kap-
tunk jelet, ahol az ELISA szerint a minta nem volt fertézott.

UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Megallapitottuk, hogy a ,,T-124” buzatorzs csiranévény fenofazisban 5000
mg-1"-es koncentracioju glufozinat-ammonium kezelést is talél, valamint hogy
az extrém magas dozisban alkalmazott glufozinat-ammonium a detoxifikélo
bar gén expresszidja ellenére is gatolja az apikalis dominanciat, ezaltal erétel-
jes bokrosodast indukal ¢és fejletlen, esetenként steril kalaszokat eredményez.

2. Megallapitottuk, hogy a glufozindt-ammoénium CY-45 buza genotipusra vo-
natkoztatott letalis dozisahoz képest 64-szer magasabb koncentracio hatasara
sem valtozik szignifikansan a bar gént konstitutivan expresszalé ,,T-124” bu-
zatOrzs termésmennyisége.

3. Kétféle donor buza genotipust felhasznalva eléallitottunk 38 fertilis ndvényt,
amelyek az RNS-interferenciat indukalo forditva ismétlédd6 DNS-
szekvenciakat expresszalnak, ezaltal rezisztensek lehetnek az arpa csikos mo-
zaik, az arpa sarga torpiilés, a buza torpiilés és a buza csikos mozaik betegsé-
gekre. Koziiliik 13 olyan konstrukciot tartalmaz, amely mind a négy betegség-
gel szemben védelmet nyujthat.

4. Szelektiv portoktenyésztést alkalmazva 22 transzformans dihaploid buzatorzset
hoztunk létre, amelyek utddnemzedékei genetikailag nem hasadnak a forditva
1smétlédo viralis DNS-szekvenciakra nézve.

5. Uveghazi koriilmények kozott hat dihaploid buzatdrzs ndvényeit mestersége-
sen inokulaltuk arpa csikos mozaik virussal. Statisztikailag igazoltuk, hogy a
korokozonak nem volt szignifikans hatasa a ndvények fotoszintetikus aktivita-
sdra, a nOvénymagassagra, az ezerszemtomegre €s a termésmennyiségre Sem.
Szerologiailag bizonyitottuk, hogy a dihaploid ndvényekben gétolt volt a virus
replikacioja, tehat sikeresen indukaltuk az RNS-interferenciat kétféle buza ge-
netikai 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 de-
tektalasara PCR-alapu technikak alkalmazasakor.
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4. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

4.1. Széles spektrumu gyomirtészerrel szembeni rezisztencia vizsgalata

Eldkisérletiinkben kevesebb, mint 1 mg-l'1 glufozinat-ammonium jelenléte a tapta-
lajban elegendé volt a CY-45 buzatorzs csirazasanak blokkolasahoz in vitro. A
legels6 buza transzformacios tanulmanyok szerint hasonloéan alacsony koncentraci-
6ju PTT-szer(l herbicidek lehetévé tették a kalluszok hatékony szelekciojat (Vasil
¢és mtsai, 1992). A bar gént konstitutivan expresszald, CY-45 eredetii ,,T-124” bu-
zatdrzs novénykeit életiik elsd harom hete soran glufozindt-ammonium 14 kiilon-
kezelések szignifikans valtozasokat okoztak a terméskialakito komponensekben.
Megfigyeltiik a tenyészidé alakulasat is, amely az 5000 mg-1"-es herbicidkezelés
hatasara jelentésen meghosszabbodott. Valésziniileg a PAT enzim termelddésének
ellenére a novények csak lassabb anyagesere aran tudtak detoxifikalni a herbicidet.
Ezek a novények a talajba {iltetés utan megprobaltak behozni lemaradasukat, ami
szamos oldalhajtas fejlesztésében mutatkozott meg. Hasonld bokrosodast észlel-
tiink a 800 és 1000 mg-1™-es kezeléseknél is, bar itt nem tapasztaltunk tenyészids-
hosszabbodast. A szubletalis dozist PTT stimulalta az in vitro hajtasregeneraciot
sz016 (Hébert-Soulé és mtsai, 1995), tatika (Hoshino és Mii, 1998) ¢és rizs (Liu és
mtsai, 2005) esetében is. Eredményeink ravilagitanak, hogy a megnévekedett am-
moniumion-szint abiotikus stresszt jelent a ndvényi sejt szamara. Az apikalis do-
minancia elve szerint a sejtosztodas gatlasa a hajtascstics szoveteiben erételjes ol-
dalhajtas-fejlodéshez vezethet. Ennek ellenére a tulélésnek ez a fajtaja gyengébb
kondicidval jart egyiitt és kizardlag rosszul termékenyiilt kaldszokat eredményezett.
A kalaszonkénti szemszam csokkenését foként a kaldszok rovidiilésével magyaraz-
hatjuk, illetve kozrejatszott a részleges vagy teljes sterilitds is. Az ezerszemtomeg
mindkét csoportban hasonl6 intenzitassal csokkent. Ennek ellenére a jol terméke-
nylilt csoportban ez nem mutatkozott meg a termésben, mivel a névényenkénti ka-
laszszam, valamint a kaldszonkénti szemszdm stabil maradt €s ellenstlyozta az
ezerszemtomeg csokkenését. A rosszul termékenyiilt kaldszok csoportjaban a 128
mg~l'1-es koncentracional mar szignifikans termésveszteséget mértiink, am ez a
tendencia a 800 mg-1"-es dozisnal megfordult és a termésértékek visszatértek a
kontroll novények szignifikancia szintjére. A csdkkenés az ezerszemtomeg és a
kalaszonkénti szemszam valtozasainak kdvetkezménye volt, mig a novekedést a
novényenkénti kalaszszam emelkedése okozta. A novényenkénti teljes termés ha-
sonlo fluktuaciot mutatott. Bar a termés mindségét nem vizsgaltuk, de a herbicid
harom legmagasabb koncentracioja esetén a termésveszteséget a novények kifeje-
zetten a rosszul termékenyiilt kaldszok megnovekedett szamaval kompenzaltak,
amelyek azonban lathatélag gyenge mindségii szeémeket produkaltak.

Ha a novény pusztulasat vessziik alapnak, nem tudjuk megmondani, hogy mekkora
rezisztenciaval rendelkeznek a ,,T-124” novények a kontroll CY-45 buzafajtahoz
képest. Az 5000 mg-1™-es kezelést ugyanis minden egyed tulélte, igy a letalis dozis
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ismeretlen maradt. Ha a vizsgalt tulajdonsagokban bekovetkezett legkisebb szigni-
fikans valtozast vessziik alapul, akkor azt latjuk, hogy a 8 mg-l’l-es kezelés volt a
legnagyobb, amely még semmilyen szignifikdns valtozast nem okozott. Vélemé-
nyiink szerint azonban a ndvényenkénti teljes termést érdemes az 0sszehasonlitas
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 eldzetes vizsgalatban a herbicid
letalis dozisa 1 mg'l'l-nél kevesebb volt, a ,,T-124” novények legalabb 64-szeres
rezisztenciaval rendelkeznek a vad tipust CY-45 buzéhoz képest. Ez az érték mas
kisérletek adatainal magasabb, vagy azokhoz hasonlé (Gopalakrishnan és mitsai,
2000; Manickavasagam és mtsai, 2004).

Ugy véljiik, hogy a megfigyelt nagymértékii herbicidrezisztencia esetleges gyakor-
lati hasznositdsa csak nagy koriiltekintéssel torténhet, mert alacsony szelekcids
nyomas alatt gyorsan kialakulhatnak rezisztens gyompopulaciok is, tal nagy per-
metlé-koncentraciot alkalmazni pedig gazdasdgtalan ¢és kornyezetszennyezo.
Eredményeinknek mégis nagy elméleti jelentdséget tulajdonitunk, hiszen ha a bar
gént egyeb stresszekkel (pl. szdrazsdg- vagy fagytiirés) szemben rezisztenciat
eredményez6 DNS-szekvenciaval helyettesitjiik és az jelen kisérletiinkh6z hasonld
mértéki ellenalloképességhez vezet, akkor sok, a mai mezdgazdasagot érzékenyen
érintd probléma oldédhat meg.

4.2. Virusfertozéssel szemben ellenallo buzatorzsek létrehozasa és vizsgalata

Kisérletsorozatunkban hétféle vektormolekulaval dolgoztunk, amelyek az RNS-
interferencia elvén a BSMV, BYDV, WDV ¢és WSMV virusokkal, vagy azok kom-
binacidival szemben rezisztenciat indukalhatnak. A bar® Ty novényekre vonatkoz-
tatva 1,02 %-os, mig a célgénre pozitiv fertilis To ndvényekre vonatkoztatva 0,33
%-0s transzformacios gyakorisagot sikeriilt elérniink. Ez a hatékonysag a nemzet-
kozi publikaciokban kozolt 0,1-5,0 %-os hatarok kozé esik (Bhalla és mtsai, 2006).
Mivel célunk volt az eldallitott novények kortani tesztelése is, portoktenyésztéssel
homogénné tettiik a buzatorzseket, hogy ne kelljen szamolni a tenyészanyag gene-
tikai hasadasaval. A kalaszosokra kidolgozott haploid technika eredményes multra
tekint vissza laboratoriumunkban. Csoportunk az elsék kozott bizonyitotta, hogy az
in vitro androgenezis soran is alkalmazhat6 a bar génre alapozott szelekcio anélkiil,
hogy a z6ld novény kihozatal hatékonysagat vesztené (Mihaly és mtsai, 2002). A
regeneracios képesség a portoktenyésztés soran is koztudottan igen fajtafiiggo,
azonban az alkalmazott genotipusok kivaldan teljesitettek: 21 CY-45 és 1 GK Ta-
vasz eredetli buzatorzs dihaploid valtozatat allitottuk eld, Gsszesen 381 novényt.
Koziilik 91-ben molekularis vizsgalatokkal leellendriztiik a forditva ismétlodod
szekvenciak expresszigjat, és 97 %-ban pozitiv eredményt kaptunk, tehat a marker-
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gén ¢€s a célszekvencidk egyiittesen oroklodtek, sikeres volt a szelekcids fazis, és
maga a portoktenyésztés is.

A négy virus szekvencidit szimultan hordozé dihaploid buzatorzsek koziil a 243-as
¢és a 249-es BSMV-vel szembeni rezisztenciajat mesterséges inokulacioval tesztel-
tik le. Azért valasztottuk ezt a két torzset, mert igy mindkét kiindulasi genotipust
be tudtuk vonni a kisérletbe — a 243-as GK Tavasz eredetil, a 249-es CY-45 erede-
tl.. Megallapitottuk, hogy a virust mechanikailag hatékonyan at lehet vinni mindkét
vad tipust buzara és azok fogékonyak a koérokozoé altalunk hasznalt izolatumaéra.
Uveghézban beallitott kisérletiinkben a két vad tipusu 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 tiinetek. A vad tipusu névényeken kozepesnél erésebb
korképek jelentkeztek, mig a TDH novények 85 %-a tiinetmentes volt, fennmarado
résziikon legfeljebb kozepes erdsségli korképeket regisztraltunk. Megmértiik a le-
velek SPAD-értékét is, amely a klorofilltartalomrol, ezaltal a fotoszintézis intenzi-
tasarol nyujtott objektiv informaciot. Statisztikailag értékelve az adatokat megélla-
pitottuk, hogy a mock inokulalt kontrollokhoz viszonyitva a vad tipusu kontrollok
fotoszintetikus aktivitasa a BSMV hatasara szignifikansan lecsokkent, mig a TDH
torzseknél tapasztalt valtozds nem volt szignifikdns. Tehat az indukalt RNS-
interferencia miatt gatolt lehetett a virus szaporodasa a novényi sejtekben. Ezen
feltevésiinket DAS-ELISA teszttel bizonyitottuk. Minden megvizsgalt GK Tavasz
¢s CY-45 levélben a fertdzottségi limitet erésen meghalad6 adatokat kaptunk, mig
a TDH novényekben hatarérték alatti, vagy azt alig meghaladé viruskoncentracidt
mértiink. Betakaritdskor megvizsgaltuk a ndvénymagassadg, a kaldszhossz, az
ezerszemtomeg €s a termés alakulasat. A mock inokulalt vad tipust buzék és a
TDH névények kozotti kiilonbség nem volt szignifikans, tehat a transzformdacios
vektormolekula beépitése nem volt hatassal a vizsgalt terméskialakitd6 komponen-
sekre. Masrészt igazoltuk, hogy a virussal inokulalt TDH torzsek és vad tipusu bi-
zak eredményei kozotti eltérések szignifikansak voltak, tehat a forditva ismétlddo
szekvenciakat expresszaldo novények valoban ellenallobbnak bizonyultak a BSMV-
vel szemben, mint a szekvenciakat nem tartalmazo kontrollok. A mock inokulalt és
a virussal inokulalt novények kozott az egyes genotipusokon beliil észlelt kiilonb-
ségek a CY-45-nél és a GK Tavaszndl varakozasainknak megfelelden szignifikan-
sak voltak, mig a TDH torzseknél nem — kivéve a kalaszhossz csokkenését a 249-4
¢s a 249-8 jelt novényeknél. Egyes genotipusok adatai nagy szorast mutattak. Vé-
leménylink szerint ez epigenetikai hatds, vagy a virus altal generalt interferencia-
gatlas kovetkezménye volt, amely novényenként mas-mas szinten jelentkezett. A
novényvirusok e képessége intenziven tanulmanyozott (Bragg és Jackson, 2004).
Szamos kétszikli ndvényben vitték mar sikerre az RNS-interferenciat virusrezisz-
tencia kialakitasa céljabol, egyszikiiekben viszont joval kevesebb eredményt publi-
kaltak eddig. A dolgozat targyat képez6 korokozok koziil tudomasunk szerint csak
a BYDV-vel és a WSMV-vel kapcsolatban irtak le eddig RNS-interferencian ala-
pulo rezisztenciat (Wang és mtsai, 2000; Fahim és mtsai, 2010). Az intronnal elva-
lasztott forditva ismétlédé szekvencidkat tartalmazé vektorkonstrukciok lehetdvé
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teszik tobb virussal szembeni rezisztencia kialakitdsat ugyanabban a ndvényben
akar szimultan inokulacid esetén is (Bucher és mtsai, 2006; Zhang és mtsai, 2011).
Kisérletlink elérte céljat: kétféle buiza genetikai hattérben is sikeriilt indukalnunk az
RNS-interferencia elvén miikodé virusrezisztenciat, amely BSMV-vel szemben
hatékonynak bizonyult, mivel a névények fotoszintetikus aktivitasa és termése sem
valtozott szignifikansan a virussal tortént inokulacié hatasara. Az alkalmazott vek-
torkonstrukcio révén a novények elviekben BYDV-, WDV- és WSMV-fertézéssel
szemben is ellenalloak, de ez tovabbi bizonyitast kivan.

4.3. Virusfertozések detektalasa szerologiai és molekularis modszerekkel

A célkitizésekben megfogalmazott kérdésiinkre pozitiv valaszt kaptunk, mivel a
primerek alkalmasnak bizonyultak PCR-alapu virusdiagnosztikai célokra. A PCR
alatamasztotta az ELISA adatokat, ezzel meg tudtuk erdsiteni a korabban buzaban,
arpaban ¢és zabban publikalt hasonlé eredményeket (Robertson és mtsai, 1991,
(Figueira és mtsai, 1997; Mumford és mtsai, 2004). A reakcidk optimalizalasaval
lehetové valt harom RNS-virus szimultan vizsgalata is. A PCR 22 esetben pozitiv
eredményt adott olyan mintaknal, amelyek negativak voltak ELISA-val. Ez is mu-
tatja, hogy a molekularis modszer érzékenyebb a szeroldgiainal. A pontos mennyi-
ségi meghatarozashoz inkabb a qRT-PCR hasznalatat javasoljuk ugyanezekkel a
primerekkel. Négy esetben a pozitiv ELISA minta negativ maradt PCR-rel. Manua-
lis hiba is torténhetett, de az is lehetséges, hogy olyan virustorzs fert6zte meg a
novényt, amelynek bazissorendje nem volt komplementer a primerekkel. A vizsgalt
szezonban a BYDV volt a dominans virus. Feltehetden kedvezett a kiilondsen eny-
he Gszi idGjaras a levéltetvek megtelepedésének, amelyek késo oktoberig taplalkoz-
tak. Kabocakat és atkakat viszont nagyon kevés szamban figyeltiink meg, ezzel
osszhangban a WDV és WSMYV Kkartétele sokkal kevésbé volt jellemz6. A mecha-
nikailag terjed6 BSMV mindkét modszerrel csak egy mintabdl volt Kimutathatd. A
BYDV szignifikansan tobb mintdban volt jelen a korai vetésii populacidban, mint a
késObbi vetésliben. A korai vetésido tehat kockazatos, mert konnyebben alakulhat-
nak ki a fertdzések, sz¢élsdséges esetben jarvany (Perry és mtsai, 2000). A kisérlet-
ben részt vett buzafajtak fogékonysagbeli kiilonbségét ilyen kevés szamu minta
alapjan nem lehet hitelt érdemléen jellemezni. Tanulméanyunknak ez nem is volt
célja, csak a mddszertani 0sszehasonlitasra koncentraltunk.

17



IRODALOMJEGYZEK

Bapat V. A. (2013): Recent advances in ribonucleic acid interference (RNAI). Na-
tional Academy Science Letters - India, 36 (1): 1-8

Berzsenyi Z. (2011): Herbicidrezisztens gyomnovények ¢€s herbicidtolerans
kultirnovények. In: Hunyadi K., Béres 1., Kazinczi G. (szerk.): Gyomnovények,
gyombioldgia, gyomirtds. Budapest: Mezdgazda Kiado, 465-496

Bhalla P. L., Ottenhof H. H., Singh M. B. (2006): Wheat transformation — an up-
date of recent progress. Euphytica, 149 (3): 353-366

Bragg J. N., Jackson A. O. (2004): The C-terminal region of the Barley stripe mo-
saic virus yb protein participates in homologous interactions and is required for
suppression of RNA silencing. Molecular Plant Pathology, 5 (5): 465-481

Bucher E., Lohuis D., van Poppel P. M. J. A., Geerts-Dimitriadou C., Goldbach R.,
Prins M. (2006): Multiple virus resistance at high frequency using a single
transgene construct. Journal of General Virology, 87 (12): 3697-3701

Ding S. W., Voinnet O. (2007): Antiviral immunity directed by small RNAs. Cell,
130 (3): 413-426

Fahim M., Ayala L. N., Millar A. A., Larkin P. J. (2010): Hairpin RNA derived
from viral Nla gene confers immunity to wheat streak mosaic virus infection in
transgenic wheat plants. Plant Biotechnology Journal, 8 (7): 821-834

Figueira A. R., Domier L. L., D’Arcy C. J. (1997): Comparison of techniques for
detection of barley yellow dwarf virus PAV-IL. Plant Disease, 81 (11): 1236-
1240

Fusaro A. F., Matthew L., Smith N. A., Curtin S. J., Dedic-Hagan J., Ellacott G. A.,
Watson J. M., Wang M. B., Brosnan C., Carroll B. J., Waterhouse P. M.
(2006): RNA interference-inducing hairpin RNAs in plants act through the viral
defence pathway. EMBO Reports, 7 (11): 1168-1175

Gopalakrishnan S., Garg G. K., Singh D. T., Singh N. K. (2000): Herbicide-
tolerant transgenic plants in high yielding commercial wheat cultivars obtained
by microprojectile bombardment and selection on Basta. Current Science, 79
(8): 1094-1100

Hebert-Soule D., Kikkert J. R., Reisch B. I. (1995): Phosphinothricin stimulates
somatic embryogenesis in grape (Vitis sp. L.). Plant Cell Reports, 14 (6) 380-
384

Hoshino Y., Mii M. (1998): Bialaphos stimulates shoot regeneration form hairy
roots of snapdragon (Antirrhinum majus L.) transformed by Agrobacterium
rhizogenes. Plant Cell Reports, 17 (4): 256-261

Jarosova J., Kundu J. K. (2010): Validation of reference genes as internal control
for studying viral infections in cereals by quantitative real-time RT-PCR. BMC
Plant Biology, 10: Article 146

Liu Y. W., Chou W. Y., Wang C. Y. (2005): In vitro induction of phosphinothricin
tolerance in rice (Oryza sativa). Plant Protection Bulletin (Taipei), 47 (1): 47-
58

18



Manickavasagam M., Ganapathi A., Anbazhagan V. R., Sudhakar B., Selvaraj N.,
Vasudevan A., Kasthurirengan S. (2004): Agrobacterium-mediated genetic
transformation and development of herbicide-resistant sugarcane (Saccharum
species hybrids) using axillary buds. Plant Cell Reports, 23 (3): 134-143

Meérai Zs., Kerényi Z., Kertész S., Magna M., Lakatos L., Silhavy D. (2006): Dou-
ble stranded RNA binding may be a general plant RNA viral strategy to sup-
press RNA silencing. Journal of Virology, 80 (12): 5747-5756

Mihaly R., Kétai E., Kiss O., Pauk J. (2002): In vitro selection of transformed for-
eign gene (bar) in wheat anther culture. Acta Biologica Szegediensis, 46 (3-4):
9-10

Mumford R., Skelton A., Metcalfe E., Walsh K., Boonham N. (2004): The reliable
detection of barley yellow and mild mosaic viruses using real-time PCR (Tag-
Man®). Journal of Virological Methods, 117 (2): 153-159

Perry K. L., Kolb F. L., Sammons B., Lawson C., Cisar G., Ohm H. (2000): Yield
effects of barley yellow dwarf virus in soft red winter wheat. Phytopathology,
90 (9): 1043-1048

Robertson N. L., French R., Gray S. M. (1991): Use of group-specific primers and
the polymerase chain reaction for the detection and identification of luteovirus-
es. Journal of General Virology, 72 (6): 1473-1477

Schinko E., Schad K., Eys S., Kelle, U., Wohlleben, W. (2009): Phosphinothricin-
tripeptide biosynthesis: An original version of bacterial secondary metabolism?
Phytochemistry, 70 (15-16): 1787-1800

Tan, S., Evans, R., Singh, B. (2006): Herbicidal inhibitors of amino acid biosynthe-
sis and herbicide-tolerant crops. Amino Acids, 30 (2): 195-204

Tatineni S., Sarath G., Seifers D., French R. (2013): Immunodetection of Triticum
mosaic virus by DAS- and DAC-ELISA using antibodies produced against coat
protein expressed in Escherichia coli: potential for high-throughput diagnostic
methods. Journal of Virological Methods, 189 (1): 196-203

Vasil V., Castillio A. M., Fromm M. E., Vasil I. K. (1992): Herbicide resistant
fertile transgenic wheat plants obtained by microprojectile bombardment of
regenerable embryonic callus. Nature Biotechnology, 10 (6): 667-674.

Wang M. B., Abbott D. C., Waterhouse P. M. (2000): A single copy of a virus-
derived transgene encoding hairpin RNA gives immunity to barley yellow
dwarf virus. Molecular Plant Pathology, 1 (6): 347-356

Zhang X., Sato S., Ye X., Dorrance A. E., Morris T. J., Clemente T. E., Qu F.
(2011): Robust RNAI-based resistance to mixed infection of three viruses in
soybean plants expressing separate short hairpins from a single transgene. Phy-
topathology, 101 (11): 1264-1269

19



AZ ERTEKEZES TEMAJABAN MEGJELENT PUBLIKACIOK

Lektoralt nemzetkozi folyoiratokban megjelent kozlemények

Ay Z., Mihaly R., Cserhati M., Kotai E., Pauk J. (2012): The effect of high
concentrations of glufosinate ammonium on the yield components of transgenic
wheat (Triticum aestivum L.) constitutively expressing the bar gene. The
Scientific World Journal, pp. 1-9; doi: 1100/2012/657945. IF=1,73

Ay Z., Takacs A., Papp M., Gaborjanyi R., Silhavy D., Pauk J., Kertész Z. (2008):
Detection of cereal viruses in wheat (Triticum aestivum L.) by serological and
molecular methods. Cereal Research Communications, 2: 215-224.

Lektoralt hazai folydiratokban megjelent kizlemények
Ay Z., Kerényi Z., Papp M., Silhavy D., Pauk J. (2007): Virusok kimutatisa buza-
ban PCR technikaval. Agrar- és Vidékfejlesztési Szemle, 2: 101-109.

Nem lektordlt hazai folydiratokban megjelent kozlemények
Ay Z. (2007): Az 6szi blza ,.titokzatos” kérokozdi. Agroférum Extra, 21: 10-11.

Lektoralt nemzetkozi konferencia kotetek

Ay Z. (2008): Viral diseases on wheat: diagnosis and protection. In: Proceedings of
the International Scientific Conference on Multifunctional Agriculture, p. 23.
Hodmezdvasarhely, Hungary.

Nem lektordlt nemzetkozi konferencia absztraktok

Ay Z., Magna M., Kétai E., Kerényi Z., Silhavy D., Pauk J. (2009): Integration of
RNA interference into wheat breeding: production of virus resistant wheat lines.
In: Book of Abstracts; Plant Breeding and Biotechnology in the Great Pannoni-
an Region — Progress and Perspectives, p. 29. Ljubljana, Slovenia.

Nem lektoralt hazai konferencia absztraktok

Papp M., Gaborjanyi R., Takacs A., Szabo Cs., Ay Z., Kertész Z., Matuz J. (2008):
Buza genotipusok virusbetegségekkel szembeni ellendlloképességének jellemze-
se DAS-ELISA szerologiai modszerrel. XIV. Novénynemesitési Tudomdanyos
Napok — Osszefoglalok, p. 88. Budapest, Magyarorszag.

Ay Z., Kétai E., Magna M., Kerényi Z., Papp M., Silhavy D., Pauk J. (2007): Vi-
rusrezisztencia kialakitasa buzaban géntechnologiaval. XIII. Novénynemesitési
Tudomdnyos Napok — Osszefoglalok, p. 61. Budapest, Magyarorszag.

Ay Z., Pauk J. (2006): Herbicidrezisztencia-génnel transzformélt tavaszi buza el-
lendllosaganak vizsgélata in vitro és in vivo koriilmények kozott. XII. Novény-
nemesitési Tudomdnyos Napok — Osszefoglalok, p. 23. Budapest, Magyarorszag.

20



