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1. A MUNKA ELŐZMÉNYEI ÉS A KITŰZÖTT CÉLOK 

 

A biotechnológia és a vegyipar fejlődésével újabb és újabb vegyületek kapnak sze-

repet a gabonafélék gyomirtásában. Közöttük olyanok is, amelyek ún. széles spekt-

rumú szerek, tehát toxikus hatásuk a kultúrnövényekre is kiterjed, amit abiotikus 

stresszként értelmezünk. Léteznek azonban rezisztenciagének, amelyekkel kivédhe-

tő a hatásuk, így ezek a herbicidek szelektívvé tehetők. Dolgozatom első részében 

egy ilyen gén hatását vizsgáltam meg egy modell búzatörzsben üvegházi körülmé-

nyek között.  

Az aminosav-bioszintézis a herbicidek által az egyik leggyakrabban támadott 

anyagcsereút. Néhány évtizeddel ezelőtt a Streptomyces viridochromogenes és a S. 

hygroscopicus gombák által termelt speciális antibiotikumról, a PTT-ről (foszfino-

tricin-tripeptid) jelentek meg publikációk. A PTT molekula bioaktív komponense a 

PT, amely a glutaminsav szerkezeti analógjaként belépve az aminosavszintézis 

folyamatába irreverzibilisen gátolja a nitrogén-metabolizmus kulcsenzimét, a GS-t 

(glutamin-szintetáz). A GS ammónia felhasználásával katalizálja a glutaminsav → 

glutamin átalakulást. Gátlása révén a kontroll sejtekhez viszonyítva a glutaminsav-

szint és az ammónium-ion felhalmozódás akár százszoros értéket is elérhet. A PT 

hatással van számos más anyagcsereútra is: módosítja a membrántranszport-

folyamatokat, csökkenti a protein- és nukleotidkoncentrációt, valamint hatására 

foszfoglikolát, glikolát és glioxalát halmozódik fel, ami a fotoszintézis csökkenésé-

hez vezet (Schinko és mtsai, 2009). Mindezek következtében a PT-nek baktericid, 

fungicid és herbicid hatásai vannak. Növények esetében a PT-kezelést követően 2-

4 órával lelassul a fotoszintézis, 2-5 napon belül levélklorózis, deszikkáció és nek-

rózis figyelhető meg, végül a növények elpusztulnak (Berzsenyi, 2011). A széles 

hatásspektrumú gyomirtószerekre a gyom- és a kultúrnövények is érzékenyek. Az 

ilyen herbicideket úgy lehet szelektívvé tenni, ha a gyomokhoz képest eltérő ha-

tásmechanizmust alakítunk ki egy adott kultúrnövény genotípusban. Így a szelekti-

vitás nem faj-, hanem fajtaspecifikus lesz.  

A glufozinát-ammónium egy ún. proherbicid, amely a növényi sejtekbe jutva PTT-

vé alakul, ezért a perzselő hatású növényirtók közé tartozik. A glufozinát-

ammóniummal szemben rezisztens kultúrnövények nemesítése a PTT-t termelő 

sugárgombák esetében megfigyelt mechanizmuson alapszik, amelynek kulcsenzi-

me a PAT (foszfinotricin-N-acetiltranszferáz). Ez az enzim úgy detoxifikálja a 

PTT-t, hogy acetilálja annak szabad aminocsoportját. A PAT-enzimet kódoló pat 

gént a Streptomyces viridochromogenes Tü494 törzséből izolálták, míg az ugyano-

lyan hatást kiváltó bar (bialafosz rezisztencia) gént S. hygroscopicus-ból. Több 

kutatócsoport is sikerrel állított elő a glufiznát-ammóniummal szemben toleráns 

gabona genotípusokat (Tan és mtsai, 2006). Kevésbé ismert azonban, hogy a bar 

gén milyen mértékű rezisztenciát alakíthat ki a növényekben, illetve hogy a magas 

koncentrációban adagolt glufozinát-ammónium milyen elváltozásokat okozhat egy 

rezisztensnek vélt búzatörzs egyedeiben.  
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A vírusok mint biotikus stresszfaktorok jelentős károkat tehetnek a búzavetések-

ben. Rezisztenciát kialakítani velük szemben igen nehéz, mert a szóba jöhető gének 

száma kevés és azok általában vad fajokban találhatók. A kenyérbúza és vad roko-

nainak keresztezésekor számos hátrányos tulajdonság kerülhet át a tenyészanyagba, 

bonyolulttá téve a szelekciót. Mindez kiküszöbölhető a kórokozók genomszekven-

ciáinak felhasználásával, amelyek indukálhatják a növényi sejt ősi géncsendesítő 

mechanizmusát, az RNS-interferenciát. Munkám második szakaszában e rendszer 

hatékonyságát tanulmányoztam modell búzatörzseken szintén üvegházi körülmé-

nyek között, illetve a polimeráz láncreakciókhoz kifejlesztett primerpárok szántó-

földi vírusfertőzések diagnosztizálására való alkalmasságát vizsgáltam meg. 

A Triticum fajok több mint ötven vírusra fogékonyak. Sokéves megfigyelések alap-

ján Magyarországon leggyakrabban a BSMV (Barley stripe mosaic hordeivirus – 

árpa csíkos mozaik), a BYDV (Barley yellow dwarf luteovirus – árpa sárga törpü-

lés), a WDV (Wheat dwarf mastrevirus – búza törpülés) és a WSMV (Wheat streak 

mosaic tritimovirus – búza csíkos mozaik) fordul elő. Az ellenük való védekezés 

leghatékonyabb módszere a rezisztencianemesítés. Az utóbbi évtizedben bebizo-

nyosodott, hogy az RNS-interferencia jelensége hatékony módszere a vírusrezisz-

tencia kialakításának. Az RNS-interferencia az eukarióta élőlényekben működő, 

dsRNS-ek (kétszálú RNS) által indukált ősi géncsendesítési rendszer. A dsRNS-

eket egy RNázIII-szerű nukleáz, a DICER 21-25 nukleotid méretű rövid darabokra 

vágja. Ezek a rövid siRNS-ek különböző csendesítő komplexekhez kapcsolódnak 

és az interferencia szekvencia-specifikusságát biztosítják. Funkciójuk a komplexek 

elvezetése a velük komplementer nukleinsavakhoz azok specifikus vágása végett. 

Végeredményben a csendesítés célpontjának számító mRNS genetikai információ-

tartalma nem expresszálódik (Bapat, 2013). A vírusfertőzések aktiválják a sejt RNS 

csendesítő rendszerét, mert a növény mind az RNS vírusok repilkációs 

intermedierjeit, mind az egyszálas DNS-vírusok átfedő szensz-antiszensz 

transzkriptjeit dsRNS-ként értelmezi. A DICER-szerű enzimek a virális dsRNS-

eket siRNS-ekké alakítják, amelyek a Watson-Crick-féle bázispárosodás szabályai 

szerint felismerik a sejtbe jutott patogén nukleinsavát, a csendesítő komplexek pe-

dig degradálják azt (Ding és Voinnet, 2007). Bár az RNS-interferencia hatékony 

antivirális rendszer, sok vírus mégis megfertőzi a növényeket, mert a vírusok RNS 

csendesítést gátló fehérjéket is kódolnak, és mert a rendszer csak késleltetve aktivá-

lódik, miután a vírus replikálódni kezdett (Mérai és mtsai, 2006). Amennyiben egy 

DNS-szakasz intronnal elválasztott, fordítva ismétlődő szekvenciákat tartalmaz, az 

arról átíródó mRNS hajtűformát vesz fel, és dsRNS-sé alakul. Az ilyen DNS-

konstrukció a célmolekula teljes csendesítését eredményezheti. Ha a fordítva ismét-

lődő szekvenciák virális eredetűek és konstitutív promóterrel szabályozottak, a 

DNS-t expresszáló növény immunissá válhat az adott kórokozóval szemben, mert a 

vírus nukleinsava még a replikáció megindulása előtt elbomlik (Fusaro és mtsai, 

2006). Megvan tehát a lehetősége annak, hogy a hazánkban gyakran károsító gabo-

navírusok ellen immunis búzatörzseket hozzunk létre.  

A vírusdiagnosztika történetében mérföldkőnek számított a szerológiai vizsgálatok 

kifejlesztése. Az ELISA-tesztet (enzyme linked immunosorbent assay – enzimhez 
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kötött immunválasz) az 1960-as évek végétől alkalmazzák. Az antigén-antitest re-

akció egy az antitesthez kapcsolt enzim segítségével követhető nyomon. A reakció-

elegy színváltozásának mértéke arányos a keresett vírus koncentrációjával. Létez-

nek indirekt és direkt eljárások, utóbbiak közé tartozik a DAS-ELISA (double 

antibody sandwich – kettős antitest szendvics). Akár fél nanogramm vírus is kimu-

tatható vele, a növényvírusok diagnosztizálásában a legnépszerűbb szerológiai 

módszer, specifikus és igen pontos (Tatineni és mtsai, 2013). A fertőzések diag-

nosztizálása és a vírustaxonómia is újabb lehetőséggel bővült a nukleinsav alapú in 

vitro technikák fejlődésével. Hibridizációs és amplifikációs eljárásokkal mind a 

DNS, mind az RNS genommal rendelkező vírusok kimutathatók és jellemezhetők. 

A detektáláshoz szükséges a keresett kórokozó genomjának legalább részleges 

szekvenciaismerete. A PCR-alapú módszerek (polymerase chain reaction – 

polimeráz láncreakció) jó lehetőséget adnak szekvenciaspecifikus amplifikációra, 

mert akár pikogramm nagyságrendű kiindulási nukleinsav is elegendő az ered-

ményhez. A PCR érzékenysége meghaladja az ELISA-tesztét, ami hátrányává is 

válhat, mert könnyen félrevezető következtetéseket lehet levonni a gélfotó alapján. 

A PCR ugyanis csak minőségi eredményt ad (igen/nem válasz), nem pedig meny-

nyiségit, így a fertőzöttség mértékét nehéz megbecsülni. Továbbfejlesztett változa-

ta, a qRT-PCR (kvantitatív real time PCR) azonban ezt a hátrányt is kiküszöböli és 

a nukleinsavamplifikációt az egyik legmegbízhatóbb diagnosztikai módszerré teszi 

(Jarosova és Kundu, 2010). 

 

 

Célkitűzések: 

 

1. Egy széles spektrumú gyomirtószer-rezisztenciagént hordozó búzatörzs tényle-

ges herbicid-ellenállóságának megállapítása a vad típusú búza genotípushoz ké-

pest. 

 

2. Az extrém magas koncentrációban alkalmazott glufozinát-ammónium terméski-

alakító komponensekre gyakorolt komplex hatásának megismerése. 

 

3. Olyan DNS-szekvenciák beépítése búzába, amelyek az RNS-interferencia indu-

kálása révén rezisztenciát eredményezhetnek egy vagy több, Magyarországon 

gyakran előforduló gabonavírussal szemben.  

 

4. A kialakított vírusrezisztencia hatékonyságának bizonyítása legalább egy kór-

okozóval szemben. 

 

5. Annak megállapítása, hogy a DNS-konstrukciók nyomon követésére kifejlesz-

tett primereink alkalmasak-e szántóföldi vírusfertőzések kimutatására. A 

polimeráz láncreakció és a klasszikusnak számító szerológiai vírusdetektálás ér-

zékenységének, hatékonyságának összehasonlítása. 
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2. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

 

 

2.1. Széles spektrumú gyomirtószerrel szembeni rezisztencia vizsgálata 

 

Glufozinát-ammóniummal kezeltünk egy detoxifikáló gént hordozó búzatörzset. 

Előzetesen meghatároztuk a hatóanyag letális dózisát. Vad típusú CY-45 búzatörzs 

(Triticum aestivum L.) terméseiből érett embriókat izoláltunk és in vitro csíráztat-

tuk azokat 5 ml ½MS0 táptalajon, kiegészítve 0, 1, 2 illetve 4 mg·l
-1

 glufozinát-

ammóniummal. Magát a rezisztencia tesztet a CY-45 eredetű „T-124” jelű búza-

törzzsel végeztük el, amely a konstitutív promóterrel szabályozott bar gént 

expresszálta. Az érett embriók csíráztatása során tizennégy különböző koncentráci-

ót alkalmazva (2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 200, 400, 600, 800, 1000 és 5000 mg·l
-1

) a 

táptalajokat glufozinát-ammóniummal egészítettük ki, míg a kontroll kezelés esetén 

a táptalaj nem tartalmazta a herbicidet. Minden kezelést nyolc ismétlésben végez-

tünk el. Három hetes szövettenyésztési periódus után a növénykéket talajba ültettük 

és zárt rendszerű üvegházban neveltük fel. A kalászokat egyenként arattuk le és 

vizuális értékelés alapján jól termékenyült és rosszul termékenyült csoportokba osz-

tottuk. Betakarítás után mindkét csoportban megállapítottuk a növényenkénti ka-

lászszámot, a kalászonkénti szemszámot, a növényenkénti termést és az ezerszem-

tömeget. Mindegyik kezelésnél véletlenszerűen kiválasztottunk egy egyedet a 

nyolc közül, amelyek leveleiből összes RNS-t izoláltunk és RT-PCR-el ellenőriz-

tük a bar gén expresszióját. A jól és a rosszul termékenyült kalászok eredményeit 

külön-külön elemeztük egytényezős varianciaanalízissel. A teljesen vagy részlege-

sen steril kalászok adatait nem hagytuk figyelmen kívül. A megfigyelések és a kí-

sérlet kiértékelése után a növényanyagot a NÉBIH szakembereinek jelenlétében és 

előírásuk alapján megsemmisítettük. Erről 162/1/210 szám alatt jegyzőkönyv ké-

szült, amit a 103613/4/2006 számú Engedélyező Határozat alapján készítettünk és a 

hatóságnak bemutattunk. 

 

 

2.2. Vírusfertőzéssel szemben ellenálló búzatörzsek létrehozása és vizsgálata 

 

Ehhez a kísérletsorozathoz a pBAJEN transzformációs vektormolekula hét változa-

tát kaptuk meg a Mezőgazdasági Biotechnológiai Kutatóközpont RNS-biológia 

csoportjától. A klónozó helyre intronnal összekapcsolt fordítva ismétlődő DNS-

szekvenciákat építettek, amelyek az RNS-interferencia indukálása révén a hazánk-

ban előforduló négy legjelentősebb gabonavírussal szemben biztosíthatnak rezisz-

tenciát. E patogén eredetű szekvenciákat úgy állították elő, hogy a kórokozók né-

hány izolátumának részleges genomszekvenálása alapján klónozták azok legkon-

zervatívabb nukleinsav-régióit. Négy plazmid csak az egyik vírusnak megfelelő 

szekvenciákat hordozta, két másik egyszerre kettő kórokozó ellen lehet hatékony, 

míg a hetedik komplex módon mind a négy vírussal szemben védelmet nyújthat.  
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Munkánk során a CY-45 és a GK Tavasz genotípusokat alkalmaztuk (mindkettő 

CYMMIT-eredetű közönséges búza). Éretlen embriókat izoláltunk D2 táptalajra a 

virágzás utáni 12-14. napon. A dedifferenciálódott kalluszokat 4 órával a gén-

transzfer előtt mannitollal kiegészített táptalajra raktuk át, s az így indukált ozmózis 

a sejtfalak fellazítása révén elősegítette a vektormolekulák célba érését. A transz-

formációs plazmidokat részecskebelövő készülékkel juttattuk be a célsejtekbe. Mi-

vel valamennyi plazmid tartalmazta a konstitutív promóterrel szabályozott bar 

gént, a pozitív variánsokat glufozinát-ammóniummal szelektáltuk ki. A túlélő 

egyedeket zárt rendszerű üvegházban neveltük fel. Leveleikből genomi DNS-t izo-

láltunk a bejuttatott DNS-szekvenciák integrálódásának vizsgálatához, illetve ösz-

szes RNS-t az expresszió ellenőrzéséhez. Előbbit hagyományos, utóbbit RT-PCR-

rel végeztük. A primerek törzsoldatait a Mezőgazdasági Biotechnológiai Kutató-

központból kaptuk. A pozitív egyedeket felneveltük és termésüket betakarítottuk. 

Haploid technikát alkalmaztunk annak érdekében, hogy a kísérleti növényanyag 

homozigóta formában tartalmazza a bejuttatott szekvenciákat. Mivel a donor gene-

ráció a bejuttatott szekvenciákra nézve genetikailag még hasadt, a TDH 

(transzformáns dihaploid) növények előállítása során a donor diploid növényeket 3-

4 leveles fenofázisban Finale 14 SL herbiciddel permeteztük le, s a portoktenyész-

tést kizárólag a túlélő egyedekből indítottuk. A folyamatot W14f kalluszindukciós 

és 190-2Cu regenerációs tápközegek alkalmazásával hajtottuk végre. A legalább 10 

cm-es hajtást és erős gyökeret fejlesztett növénykéket tenyészedényekbe ültettük át 

és üvegházban neveltük fel. Vizuális minősítéssel kiválogattuk közülük az életerős 

szemterméseket nevelő, spontán dihaploid egyedeket és magfogásig neveltük azo-

kat. Viaszérés fenofázisban minden törzsből kiválasztottuk a legtöbb termést ígérő 

növényeket (2-8 egyedet), amelyek levélmintáiban RT-PCR-rel ismételten leellenő-

riztük a bejuttatott virális eredetű szekvenciák expresszióját. 

A molekuláris tesztek során pozitív TDH búzatörzsek vetőmagját felszaporítottuk, 

s az egyszerre 4-féle vírus szekvenciáit expresszáló növények ellenállóképességét 

mesterséges BSMV-fertőzéssel vizsgáltuk meg zárt rendszerű üvegházi kabinban. 

Egy árpanövény erős kórképeket mutató fiatal hajtásaiból emulziót készítettünk, ezt 

használtuk fel a növények mesterséges inokulációjához. Előzetes vizsgálatunkban a 

vad típusú CY-45 és GK Tavasz búzákból 8-8 szemet vetettünk és a csíranövények 

felét 10 napos korban, egyleveles fenofázisban megfertőztük BSMV-vel. A növé-

nyek másik felét vírusmentes árpából származó, de a fentiekkel azonos módon elő-

készített emulzióval inokuláltuk (mock kontroll). A vírusátvitel hatékonyságát há-

rom hét elteltével értékeltük ki az inokulált levél feletti második lombleveleken 

megjelenő tünetek pontozásával (1 = tünetmentes; 5 = igen erősen tünetes levél). 

Magát a rezisztencia tesztet a következő TDH búzatörzsekkel végeztük el: 243-1, 

243-3, 243-4 (GK Tavasz eredetűek), illetve 249-3, 249-4, 249-8 (CY-45 eredetű-

ek). Fogékony kontrollként a vad típusú GK Tavasz és CY-45 búzákat használtuk. 

Genotípusonként 20 szemet vetettünk el, 16-ot BSMV-vel inokuláltunk, 4 pedig 

mock inokulált kontrollként szolgált. A vetéstől számított 12-18. héten hetente fel-

vételeztük az inokulált levél feletti negyedik lombleveleken észlelt tüneteket a fen-

tiek szerint, valamint megmértük ugyanezen levelek SPAD (Soil Plant Analysis 
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Development) értékét, amely a klorofill tartalommal jól korreláló, mértékegység 

nélküli mutató. A vetéstől számított 18. héten véletlenszerűen kiválasztottunk 4 

BSMV-vel inokulált és 1 mock inokulált növényt, amelyek víruskoncentrációját 

DAS-ELISA módszerrel határoztuk meg. Ha egy minta extinkciós értéke a kitben 

található negatív kontroll értékének a háromszorosát, azaz a 0,7-es határértéket 

meghaladta, akkor tekintettük az adott mintát a BSMV-re nézve pozitívnak. A nö-

vényeket magfogásig neveltük, betakarításkor megmértük magasságukat, a kalász-

hosszt (több kalász esetén a főhajtás kalászának hosszát), a növényenkénti termést, 

illetve az ezerszemtömeget. A klorofilltartalom-mérés adatait kétváltozós lineáris 

regresszióanalízissel elemeztük. Meghatároztuk a korrelációs koefficiens becsült 

értékét, valamint a regressziós egyenletet. Elvégeztük a mock inokulált és a vírus-

sal inokulált növénycsoportban kiszámított regressziós koefficiensek különbségé-

nek szignifikanciavizsgálatát is. A betakarítás után meghatározott agronómiai ada-

tok tekintetében a mock inokulált, valamint a vírussal inokulált növények csoport-

jában a vad típusú kontroll és annak TDH változatai között kapott különbségek 

statisztikai elemzését egytényezős varianciaanalízissel végeztük. Az egyes genotí-

pusokon belül a mock inokulált kontroll és a vírussal inokulált növények között 

kapott különbségeket középérték analízissel értékeltük ki. A BSMV-vel inokulált 

csoportban előforduló steril növények adatait nem hagytuk figyelmen kívül. 

 

 

2.3. Vírusfertőzések detektálása szerológiai és molekuláris módszerekkel 

 

Célunk volt annak megállapítása, hogy a vírusrezisztencia program keretében a 

vektorkonstrukciók nyomon követésére kifejlesztett primerek alkalmasak-e vírus-

diagnosztikai vizsgálatokra, valamint a szerológiai és a molekuláris detektálás ér-

zékenységének összehasonlítása. Tizenkét államilag elismert szegedi őszi búzafajta 

(Élet, Garaboly, Kalász, Verecke, Ati, Tisza, Békés, Csillag, Petur, Hattyú, Holló 

és Piacos) vírusfertőzöttségét teszteltük le. Egy korai (október első dekádja) és egy 

késői (november első dekádja) vetésidőt alkalmaztunk. A fajtákat kétsoros parcel-

lákba vetettük el a tenyészkertben, dupla gabona sortávolságra. Parcellánként két 

növény véletlenszerű kiválasztásával április végén begyűjtöttük a levélmintákat, 

kétfelé vágtuk azokat és egyik részüket DAS-ELISA, a másikat PCR vizsgálatnak 

vetettük alá. Az első kísérlet csak részleges eredményekkel szolgált, ezért szükség 

volt egy második mintavételre is, ami május közepén történt. A szerológiai tesztek 

során BSMV-re, BYDV-re, WDV-re és WSMV-re specifikus antiszérumokat 

használtunk fel és az előző fejezetben leírtak szerint tekintettük fertőzöttnek az 

egyes mintákat. A molekuláris vizsgálatok előtt a levelek egyik feléből genomi 

DNS-t, a másikból összes RNS-t izoláltunk. A minták WDV-fertőzöttségének 

megállapításához a kinyert genomi DNS-eket használtuk templátként és normál 

PCR-t futtattunk le, míg a másik három vírus detektálásához az izolált összes RNS-

t alkalmaztuk és egylépéses RT-PCR-t végeztünk. A következő primerpárokat vit-

tük reakcióba: (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. EREDMÉNYEK 

 

 

3.1. Széles spektrumú gyomirtószerrel szembeni rezisztencia vizsgálata 

 

Elsőként meghatároztuk a glufozinát-ammónium letális dózisát a vad típusú CY-45 

búzatörzs embrióinak in vitro csíráztatásával. Csak azok az embriók csíráztak ki, 

amelyeket herbicidmentes táptalajra helyeztünk, míg 1-4 mg·l
-1

-es glufozinát-

ammónium tartalmú táptalajon az embriók sem gyökeret, sem hajtást nem fejlesz-

tettek. Esetünkben a herbicid letális dózisa tehát 1 mg·l
-1

 alatti volt. 

A herbicidrezisztencia teszt során használt „T-124” búzatörzs nem hasadt a bar 

génre nézve, amit RT-PCR-rel is alátámasztottunk. Minden embrió kicsírázott 

herbicidterhelés mellett is, így a tesztet 112 növénnyel végeztük el. Az embriók 

azonos intenzitással csíráztak, de 5000 mg·l
-1

 glufozinát-ammónium már lassította 

a folyamatot, ami három héttel megnövelte a tenyészidőt. Felneveltük mindegyik 

növényt, és 773 darab kalászt (100 %) takarítottunk be. A szemek kiteltsége szerint 

két csoportra osztottuk a kalászokat: jól termékenyült 311 darab (40,2 %), rosszul 

termékenyült 462 darab (59,8 %). Részlegesen 19 kalász (2,4 %), teljesen 7 kalász 

(0,9 %) bizonyult sterilnek. A jól termékenyült csoportban a növényenkénti kalász-

szám 2,38 és 3,13 között változott, ami nem jelentett szignifikáns eltérést. Ugyanez 

a paraméter a rosszul termékenyült csoportban a három legmagasabb koncentráció-

jú kezelés hatására látványosan megnövekedett. A legintenzívebb hajtásfejlődés 

5000 mg·l
-1 

herbicid hatására következett be, ezeken a növényeken erőteljes bokro-

sodást figyeltünk meg. Az adatok három szignifikancia szintet reprezentáltak. A 

kalászonkénti szemszám a jól termékenyült csoportban 21,09 és 17,43 között vál-

tozott. Utóbbit 5000 mg·l
-1

 glufozinát-ammónium okozta és ez szignifikánsan ke-

vesebb, mint a többi kezelés esetében. A rosszul termékenyült csoportban a kalá-

szonkénti szemszám 21,56 és 12,65 között alakult, ami három szignifikancia szint-

nek felelt meg. A két csoport az ezerszemtömegben különbözött leginkább egymás-

tól. A jól termékenyült kalászok esetében 37,19 g és 28,21 g között változott, míg a 

másik csoportban 29,84 g és 16,92 g között alakult. Előbbi három, utóbbi négy 

szignifikancia szintnek felelt meg. A termés 2,15 g és 1,43 g között változott a jól 

termékenyült kalászok esetében, míg 2,18 g és 1,03 g között a másik csoportban. A 

növényenkénti teljes termés 4,32 g és 2,64 g között alakult. A kontroll növények-

hez képest a 128-5000 mg·l
-1

 glufozinát-ammóniummal kezeltek – kivéve az 1000 

mg·l
-1

-es kezelést – termése 3 g alá csökkent, ami szignifikáns változást jelentett.  

 

 

3.2. Vírusfertőzéssel szemben ellenálló búzatörzsek létrehozása és vizsgálata 

 

A pBAJEN plazmid hét változatának búza sejtekbe juttatásához 12250 db CY-45 

eredetű és 300 db GK Tavasz eredetű éretlen embriót izoláltunk. A bar markergén-

re alapozott szelkció in vitro fázisát követően 673 növényt ültettünk ki üvegházba, 

amelyekből 486-ot tudtunk felnevelni. Finale 14 SL kezelést követően 117 növé-
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nyünk maradt, amelyekről PCR technikával megállapítottuk meg, hogy az integrá-

lódott célszekvenciák mindegyike expresszálódott is, a szensz- és antiszensz orien-

tációban beépült DNS-szakaszok pedig mindig együttesen voltak jelen – tehát az 

RNS interferencia működésének alapjául szolgáló dsRNS-ek kialakulásának nem 

volt elvi akadálya. A molekuláris tesztelés során 44 pozitív növényt kaptunk, ame-

lyekről 628 szemet takarítottunk be. Mivel célunk volt a növények rezisztenciájá-

nak megismerése, ezért szelektív portoktenyésztés alkalmazásával 21 CY-45 és 1 

GK Tavasz eredetű búzatörzs TDH változatát állítottuk elő, amelyek homozigóta 

formában tartalmazzák a beépített szekvenciákat. Az in vitro regenerálódott 

növénykéket üvegházba ültettük ki. Fejlettségük, terméskötődésük alapján elkülö-

nítettük a haploidokat és a spontán dihaploidokat. Összesen 381 TDH búzanövényt 

állítottunk elő. Viaszérés fenofázisban minden törzsből kiválasztottunk néhány 

egyedet, amelyeknél ismételten leellenőriztük a bejuttatott virális szekvenciák át-

íródását. A molekulárisan jellemzett 91 növény 97 %-a expresszálta a célszekven-

ciákat, tehát sikeres volt a bar génre alapozott szelekció.  

A növényanyag előállítását követően megvizsgáltuk a 4-féle vírus szekvenciáit 

hordozó 243-as és 249-es búzatörzsek BSMV-vel szembeni rezisztenciáját. A mes-

terséges fertőzési rendszer hatékonyságát vad típusú CY-45 és GK Tavasz növé-

nyeken teszteltük. Az inokulációt követő harmadik héten valamennyi mock 

inokulált egyed tünetmentes volt, míg a BSMV-vel inokulált egyedeken megjelen-

tek a vírus által okozott tipikus tünetek. Fertőzési módszerünkkel tehát a BSMV 

hatékonyan átvihető volt mind CY-45, mind pedig GK Tavasz búzafajtákra, ezáltal 

lehetővé vált a TDH növények ellenállóképességének objektív vizsgálata. A rezisz-

tencia tesztre a 243-1, 243-3, 243-4 (GK Tavasz eredetűek), és a 249-3, 249-4, 249-

8 (CY-45 eredetűek) törzseket jelöltük ki. A vetéstől számított 12-18. hét között 

hetente felvételeztük a kórképeket. Mock inokulált növényeink tünetmentesek ma-

radtak. A BSMV-vel inokulált vad típusú búzafajták levelein igen erős tünetek je-

lentkeztek. GK Tavasz esetében az első megfigyelés alkalmával a 16 növény átla-

gos pontszáma ötfokozatú skálán 1,75 volt, majd fokozatosan romlott, s a 18. héten 

már 4,44-es értéket rögzítettünk. A CY-45 egyedek átlaga 1,81 volt a 12. héten, 

míg a 18. héten 4,69. Ehhez képest valamennyi TDH növény teljesen tünetmentes 

volt a kísérlet kezdetekor és 85 %-uk az is maradt a megfigyelési periódus végéig. 

A 18. héten megfigyelt átlagos pontszámok 1,06 és 1,44 között változtak, alig ha-

ladták meg a mock inokulált kontrollok adatait. A vírustünetek felvételezésére ki-

választott levelek fotoszintetikus aktivitását gyorsmérővel vizsgáltuk meg. A 

SPAD értékek jól követték a tünetek felvételezésekor rögzített pontszámokat. A 

mock inokulált növények klorofilltartalma szinte teljesen megegyezett: 40 körüli 

értékeket mértünk, s a hét hetes periódus alatt az adatok csak minimális ingadozást 

mutattak. A BSMV-vel inokulált vad típusú búzafajták klorofilltartalma azonban 

már a 12. héten alacsonyabb volt, mint a mock inokulált kontrolloké, s ez a különb-

ség a 18. hétre még kifejezettebbé vált: GK Tavasz esetében 17-re, CY-45-nél 

16,1-re esett vissza a SPAD-érték. A vírussal inokulált TDH búzatörzsek fotoszin-

tetikus aktivitása a saját mock inokulált konrolljukhoz viszonyítva nem, vagy csak 

kismértékben változott. Kétváltozós lineáris regresszió-analízissel megállapítottuk, 
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hogy a vírussal való inokuláció hatására a regressziós koefficiens értéke szignifi-

kánsan kevésbé csökkent le a TDH törzsek esetében, mint a GK Tavasz, illetve a 

CY-45 búzák esetében, vagyis a vad típusú kontrollok statisztikailag is eltérően 

viselkedtek, mint a TDH növények. Minden genotípusból véletlenszerűen kiválasz-

tottunk egy mock inokulált és négy vírussal inokulált növényt, amelyek BSMV-

koncentrációját meghatároztuk DAS-ELISA módszerrel. A tapasztalt tünetek és 

SPAD-értékek összhangban voltak az extinkciós értékekkel. Valamennyi mock 

inokulált növény fertőzésmentesnek bizonyult, esetükben 0,367-0,533 közötti érté-

keket detektáltunk. A BSMV-vel inokulált vad típusú búzatörzsek egyedei erősen 

fertőzöttek voltak, víruskoncentrációjuk 1,000 fölött alakult. A CY-45 eredetű 

TDH-növények közül egy sem bizonyult fertőzöttnek. A GK Tavasz eredetűek 

közül a 243-3 törzs egyetlen egyede sem volt fertőzött, ugyanakkor a 243-1 törzs 

egyik növényénél 0,882-es értéket kaptunk, ez fertőzésre utal. A 243-4 törzs 2 nö-

vénye éppen átlépte a 0,7-es határértéket, egy harmadiknál pedig 0,662-t mértünk, 

ami a fertőzöttség szintjét alulról közelítette. Közvetlenül a betakarítás előtt felvé-

teleztük a növények magasságát. A mock inokulált vad típusú GK Tavasz és CY-

45 egyedek 40-50 cm közötti magasságot értek el. Ezzel szemben a BSMV-vel 

történt inokuláció hatására a növények visszamaradtak a fejlődésben és mindössze 

20-30 cm közötti magasságadatokat mértünk. A vírussal inokulált TDH törzsek 

átlagos fejlettsége és magassága hasonlóképpen alakult a vad típusú mock inokulált 

kontrolloknál leírtakkal. Megjegyezzük azonban, hogy a 18. héten tünetesnek, il-

letve fertőzöttnek elkönyvelt egyedeknél a betakarításkor is észleltük a kezelés ha-

tását, hiszen ezek a növények csoportátlagukhoz képest alacsonyabbak voltak – 

jóllehet közel sem annyira, mint a vírussal inokulált vad típusú kontrollok. Cséplés 

előtt rögzítettük a betakarított kalászok hosszát. A fordítva ismétlődő szekvenciákat 

nem tartalmazó GK Tavasz és CY-45 növényeknél a kalászhossz 55 mm körüli 

értékről 30 mm-re esett vissza a BSMV-vel történt inokuláció hatására. A TDH 

törzsek esetében – a néhány beteg növénytől eltekintve – nem találtunk 12 mm-nél 

nagyobb különbséget egy adott törzs mock inokulált és vírussal inokulált változata 

között. A mock inokulált vad típusú GK Tavasz növények átlagtermése 539 mg 

volt, ami a BSMV-inokuláció hatására drasztikusan lecsökkent 60 mg alá. Ennek 

oka, hogy a 16 növény közül 6 teljesen sterilnek bizonyult, s a magokat fejlesztő 

egyedek termése sem haladta meg a 200 mg-ot. A GK Tavasz eredetű, vírussal 

inokulált TDH törzseknél 400 mg körüli átlagadatokat kaptunk. A 243-1 és a 243-4 

törzsek egyedei között – ahol néhány fertőzött növényt találtunk a szerológiai vizs-

gálatok során – előfordult 200 mg alatti terméseredmény is. A CY-45 fajta átlag-

termése 457 mg volt a kísérletben, s ez a BSMV hatására még a GK Tavaszhoz 

képest is nagyobb arányban lecsökkent: 25 mg alatti átlagértéket mértünk, amiben 

közrejátszott az is, hogy itt kettővel több volt a steril növények száma, és a fertili-

seknél is szinte csak 100 mg alatti értékeket kaptunk. A CY-45 eredetű TDH tör-

zseknél mind a mock inokulált, mind a vírussal inokulált csoport átlagos termése 

400 mg körül alakult. A terméseredmények alapján kiszámítottuk a növények 

ezerszemtömegét, amely közvetve a termés minőségére is utalt. Általánosságban a 

termésnél tapasztalt tendenciák érvényesültek ennél a mutatónál is. A vírussal tör-
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tént inokuláció hatására a vad típusú GK Tavasz átlagos ezerszemtömege 18 g-mal, 

a CY-45 fajtáé pedig 23 g-mal csökkent a mock inokuláltakhoz képest, míg a TDH 

törzseknél csak 1-5 g-mal volt alacsonyabb a kontrollokhoz viszonyítva. Egyténye-

zős varianciaanalízissel megállapítottuk, hogy a mock inokulált növények csoport-

jában a vad típusú kontroll és TDH változatai között mért különbség egyik termés-

kialakító komponens esetében sem volt szignifikáns, vagyis sem a GK Tavasz, sem 

a CY-45 genotípus megvizsgált tulajdonságai nem változtak meg a bejuttatott for-

dítva ismétlődő szekvenciák hatására. Másrészt igazoltuk, hogy a vírussal inokulált 

TDH törzsek és vad típusú fajták eredményei között tapasztalt eltérések statisztikai-

lag szignifikánsak voltak, tehát a fordítva ismétlődő szekvenciákat expresszáló 

TDH törzsek minden paraméter esetében eltérő reakciókat mutattak a szekvenciá-

kat nem tartalmazó genotípusokhoz képest. Egy-egy genotípuson belül a mock 

inokulált kontroll és a vírussal inokulált növények közötti különbségek elemzésével 

megállapítottuk, hogy a vad típusú kontrolloknál a BSMV-vel történt inokuláció 

minden tulajdonságban statisztikailag igazolható leromlást okozott. A 249-4 és a 

249-8 törzsek kalászhossza szintén szignifikáns csökkenést mutatott – ezt leszámít-

va a TDH törzseknél nem kaptunk szignifikáns eltérést a kontroll és a kezelt cso-

portok átlagadatai között a BSMV hatására.  

 

 

3.3. Vírusfertőzések detektálása szerológiai és molekuláris módszerekkel 
 

A kettéválasztott levélminták egyik felét DAS-ELISA módszerrel vizsgáltuk meg. 

A késői vetésű növényanyagnál csak egyetlen fajta, az Élet esetében tudtunk kimu-

tatni BYDV fertőzöttséget, míg BSMV, WDV és WSMV fertőzést egyetlen mintá-

ban sem detektáltunk. Ezzel szemben a korai vetésű növények 46 %-ában fordult 

elő a BYDV. Mindkét vizsgált növényegyedben kimutattuk a vírust a következő 

három fajta esetében: Garaboly, Kalász, Ati. A két egyed közül egyik fertőzöttnek 

bizonyult a következő öt fajtánál: Élet, Verecke, Békés, Holló, Piacos. Mindkét 

vizsgált egyed fertőzésmentes volt négy fajta esetében: Tisza, Csillag, Petur, Haty-

tyú. A másik három vírus a korai vetésű növényanyagban is sokkal kisebb gyakori-

sággal fordult elő. WSMV fertőzést a Holló és a Piacos fajtákban mutattunk ki, 

WDV fertőzést pedig a Piacos egyik egyedében. BSMV-t egyáltalán nem detektál-

tunk. Két fajta, a Holló és a Piacos kevert fertőzést mutatott. Előbbiben BYDV és 

WSMV, utóbbiban WDV, BYDV és WSMV egyaránt előfordult a mintavétel ide-

jén. Mivel szinte csak a BYDV fordult elő a vizsgált mintákban, három hét eltelté-

vel újabb leveleket gyűjtöttünk célzottan a korai vetésű parcellák tünetes növényei-

ről, hogy alaposabban összehasonlíthassuk vizsgálati módszereinket. BSMV-t 1, 

BYDV-t 16, WDV-t 7, WSMV-t pedig 6 mintában detektáltunk. Kevert fertőzés 9 

esetben fordult elő. A levélminták másik felét PCR módszerrel vizsgáltuk meg. A 

vírusspecifikus primerekkel történő polimeráz láncreakciók kiértékelésekor a késői 

vetésű növényanyagnál ugyanaz az Élet minta bizonyult BYDV-vel fertőzöttnek, 

amelyik a szerológiai tesztben is pozitív volt. Ugyanakkor a korai vetésű növények 

58 %-ában detektáltuk a fenti vírust. Mindkét vizsgált növényben kimutattuk a 
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kórokozót a Garaboly, Kalász, Ati, Békés, Holló és Piacos fajták esetében. Az 

egyik egyed bizonyult fertőzöttnek az Élet és a Verecke fajtáknál. A Tisza, Csillag, 

Petur és Hattyú fajtáknál mindkét növény fertőzésmentes volt. Utóbbiak meg-

egyeznek a szerológiai tesztben is negatív fajtákkal. A többi három vírus közül 

csak WSMV-t tudtunk kimutatni, azt is csupán az Ati fajta esetében. BSMV és 

WDV egyáltalán nem fordult elő. A második mintavétel alkalmával gyűjtött erősen 

tünetes levelekből mind a négy kórokozót 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 alátámasztották a szerológiai teszt eredményeit, ugyanakkor megmutat-

kozott a molekuláris detektálás érzékenyebb volta is, mivel 19 esetben ott is kap-

tunk jelet, ahol az ELISA szerint a minta nem volt fertőzött. 

 

 

ÚJ TUDOMÁNYOS EREDMÉNYEK 

 

1. Megállapítottuk, hogy a „T-124” búzatörzs csíranövény fenofázisban 5000 

mg·l
-1

-es koncentrációjú glufozinát-ammónium kezelést is túlél, valamint hogy 

az extrém magas dózisban alkalmazott glufozinát-ammónium a detoxifikáló 

bar gén expressziója ellenére is gátolja az apikális dominanciát, ezáltal erőtel-

jes bokrosodást indukál és fejletlen, esetenként steril kalászokat eredményez.  

2. Megállapítottuk, hogy a glufozinát-ammónium CY-45 búza genotípusra vo-

natkoztatott letális dózisához képest 64-szer magasabb koncentráció hatására 

sem változik szignifikánsan a bar gént konstitutívan expresszáló „T-124” bú-

zatörzs termésmennyisége. 

3. Kétféle donor búza genotípust felhasználva előállítottunk 38 fertilis növényt, 

amelyek az RNS-interferenciát indukáló fordítva ismétlődő DNS-

szekvenciákat expresszálnak, ezáltal rezisztensek lehetnek az árpa csíkos mo-

zaik, az árpa sárga törpülés, a búza törpülés és a búza csíkos mozaik betegsé-

gekre. Közülük 13 olyan konstrukciót tartalmaz, amely mind a négy betegség-

gel szemben védelmet nyújthat.  

4. Szelektív portoktenyésztést alkalmazva 22 transzformáns dihaploid búzatörzset 

hoztunk létre, amelyek utódnemzedékei genetikailag nem hasadnak a fordítva 

ismétlődő virális DNS-szekvenciákra nézve. 

5. Üvegházi körülmények között hat dihaploid búzatörzs növényeit mestersége-

sen inokuláltuk árpa csíkos mozaik vírussal. Statisztikailag igazoltuk, hogy a 

kórokozónak nem volt szignifikáns hatása a növények fotoszintetikus aktivitá-

sára, a növénymagasságra, az ezerszemtömegre és a termésmennyiségre sem. 

Szerológiailag bizonyítottuk, hogy a dihaploid növényekben gátolt volt a vírus 

replikációja, tehát sikeresen indukáltuk az RNS-interferenciát kétféle búza ge-

netikai háttérben.  

6. Bizonyítottuk, 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) primerpárok alkalmasak szántóföldi vírusfertőzések de-

tektálására PCR-alapú technikák alkalmazásakor. 
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4. KÖVETKEZTETÉSEK ÉS JAVASLATOK 

 

 

4.1. Széles spektrumú gyomirtószerrel szembeni rezisztencia vizsgálata 

 

Előkísérletünkben kevesebb, mint 1 mg·l
-1

 glufozinát-ammónium jelenléte a tápta-

lajban elegendő volt a CY-45 búzatörzs csírázásának blokkolásához in vitro. A 

legelső búza transzformációs tanulmányok szerint hasonlóan alacsony koncentráci-

ójú PTT-szerű herbicidek lehetővé tették a kalluszok hatékony szelekcióját (Vasil 

és mtsai, 1992). A bar gént konstitutívan expresszáló, CY-45 eredetű „T-124” bú-

zatörzs növénykéit életük első három hete során glufozinát-ammónium 14 külön-

böző koncentrációjával kezeltük ugyancsak in vitro. A magasabb koncentrációjú 

kezelések szignifikáns változásokat okoztak a terméskialakító komponensekben. 

Megfigyeltük a tenyészidő alakulását is, amely az 5000 mg·l
-1

-es herbicidkezelés 

hatására jelentősen meghosszabbodott. Valószínűleg a PAT enzim termelődésének 

ellenére a növények csak lassabb anyagcsere árán tudták detoxifikálni a herbicidet. 

Ezek a növények a talajba ültetés után megpróbálták behozni lemaradásukat, ami 

számos oldalhajtás fejlesztésében mutatkozott meg. Hasonló bokrosodást észlel-

tünk a 800 és 1000 mg·l
-1

-es kezeléseknél is, bár itt nem tapasztaltunk tenyészidő-

hosszabbodást. A szubletális dózisú PTT stimulálta az in vitro hajtásregenerációt 

szőlő (Hébert-Soulé és mtsai, 1995), tátika (Hoshino és Mii, 1998) és rizs (Liu és 

mtsai, 2005) esetében is. Eredményeink rávilágítanak, hogy a megnövekedett am-

móniumion-szint abiotikus stresszt jelent a növényi sejt számára. Az apikális do-

minancia elve szerint a sejtosztódás gátlása a hajtáscsúcs szöveteiben erőteljes ol-

dalhajtás-fejlődéshez vezethet. Ennek ellenére a túlélésnek ez a fajtája gyengébb 

kondícióval járt együtt és kizárólag rosszul termékenyült kalászokat eredményezett. 

A kalászonkénti szemszám csökkenését főként a kalászok rövidülésével magyaráz-

hatjuk, illetve közrejátszott a részleges vagy teljes sterilitás is. Az ezerszemtömeg 

mindkét csoportban hasonló intenzitással csökkent. Ennek ellenére a jól terméke-

nyült csoportban ez nem mutatkozott meg a termésben, mivel a növényenkénti ka-

lászszám, valamint a kalászonkénti szemszám stabil maradt és ellensúlyozta az 

ezerszemtömeg csökkenését. A rosszul termékenyült kalászok csoportjában a 128 

mg·l
-1

-es koncentrációnál már szignifikáns termésveszteséget mértünk, ám ez a 

tendencia a 800 mg·l
-1

-es dózisnál megfordult és a termésértékek visszatértek a 

kontroll növények szignifikancia szintjére. A csökkenés az ezerszemtömeg és a 

kalászonkénti szemszám változásainak következménye volt, míg a növekedést a 

növényenkénti kalászszám emelkedése okozta. A növényenkénti teljes termés ha-

sonló fluktuációt mutatott. Bár a termés minőségét nem vizsgáltuk, de a herbicid 

három legmagasabb koncentrációja esetén a termésveszteséget a növények kifeje-

zetten a rosszul termékenyült kalászok megnövekedett számával kompenzálták, 

amelyek azonban láthatólag gyenge minőségű szemeket produkáltak.  

Ha a növény pusztulását vesszük alapnak, nem tudjuk megmondani, hogy mekkora 

rezisztenciával rendelkeznek a „T-124” növények a kontroll CY-45 búzafajtához 

képest. Az 5000 mg·l
-1

-es kezelést ugyanis minden egyed túlélte, így a letális dózis 
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ismeretlen maradt. Ha a vizsgált tulajdonságokban bekövetkezett legkisebb szigni-

fikáns változást vesszük alapul, akkor azt látjuk, hogy a 8 mg·l
-1

-es kezelés volt a 

legnagyobb, amely még semmilyen szignifikáns változást nem okozott. Vélemé-

nyünk szerint azonban a növényenkénti teljes termést érdemes az összehasonlítás 

alapjának választani. A 64 mg·l
-1

-es herbicidkoncentráció volt a legmagasabb, 

amely még nem okozott szignifikáns terméscsökkenést. Ebből következően a 

glufozinát-ammóniummal szembeni rezisztencia küszöbértékének 64 és 128 mg·l
-1

 

között kellett lennie kísérletünkben. Minthogy az előzetes vizsgálatban a herbicid 

letális dózisa 1 mg·l
-1

-nél kevesebb volt, a „T-124” növények legalább 64-szeres 

rezisztenciával rendelkeznek a vad típusú CY-45 búzához képest. Ez az érték más 

kísérletek adatainál magasabb, vagy azokhoz hasonló (Gopalakrishnan és mtsai, 

2000; Manickavasagam és mtsai, 2004). 

Úgy véljük, hogy a megfigyelt nagymértékű herbicidrezisztencia esetleges gyakor-

lati hasznosítása csak nagy körültekintéssel történhet, mert alacsony szelekciós 

nyomás alatt gyorsan kialakulhatnak rezisztens gyompopulációk is, túl nagy per-

metlé-koncentrációt alkalmazni pedig gazdaságtalan és környezetszennyező. 

Eredményeinknek mégis nagy elméleti jelentőséget tulajdonítunk, hiszen ha a bar 

gént egyéb stresszekkel (pl. szárazság- vagy fagytűrés) szemben rezisztenciát 

eredményező DNS-szekvenciával helyettesítjük és az jelen kísérletünkhöz hasonló 

mértékű ellenállóképességhez vezet, akkor sok, a mai mezőgazdaságot érzékenyen 

érintő probléma oldódhat meg. 

 

 

 

4.2. Vírusfertőzéssel szemben ellenálló búzatörzsek létrehozása és vizsgálata 

 

Kísérletsorozatunkban hétféle vektormolekulával dolgoztunk, amelyek az RNS-

interferencia elvén a BSMV, BYDV, WDV és WSMV vírusokkal, vagy azok kom-

binációival szemben rezisztenciát indukálhatnak. A bar
+
 T0 növényekre vonatkoz-

tatva 1,02 %-os, míg a célgénre pozitív fertilis T0 növényekre vonatkoztatva 0,33 

%-os transzformációs gyakoriságot sikerült elérnünk. Ez a hatékonyság a nemzet-

közi publikációkban közölt 0,1-5,0 %-os határok közé esik (Bhalla és mtsai, 2006). 

Mivel célunk volt az előállított növények kórtani tesztelése is, portoktenyésztéssel 

homogénné tettük a búzatörzseket, hogy ne kelljen számolni a tenyészanyag gene-

tikai hasadásával. A kalászosokra kidolgozott haploid technika eredményes múltra 

tekint vissza laboratóriumunkban. Csoportunk az elsők között bizonyította, hogy az 

in vitro androgenezis során is alkalmazható a bar génre alapozott szelekció anélkül, 

hogy a zöld növény kihozatal hatékonyságát vesztené (Mihály és mtsai, 2002). A 

regenerációs képesség a portoktenyésztés során is köztudottan igen fajtafüggő, 

azonban az alkalmazott genotípusok kiválóan teljesítettek: 21 CY-45 és 1 GK Ta-

vasz eredetű búzatörzs dihaploid változatát állítottuk elő, összesen 381 növényt. 

Közülük 91-ben molekuláris vizsgálatokkal leellenőriztük a fordítva ismétlődő 

szekvenciák expresszióját, és 97 %-ban pozitív eredményt kaptunk, tehát a marker-
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gén és a célszekvenciák együttesen öröklődtek, sikeres volt a szelekciós fázis, és 

maga a portoktenyésztés is. 

A négy vírus szekvenciáit szimultán hordozó dihaploid búzatörzsek közül a 243-as 

és a 249-es BSMV-vel szembeni rezisztenciáját mesterséges inokulációval tesztel-

tük le. Azért választottuk ezt a két törzset, mert így mindkét kiindulási genotípust 

be tudtuk vonni a kísérletbe – a 243-as GK Tavasz eredetű, a 249-es CY-45 erede-

tű. Megállapítottuk, hogy a vírust mechanikailag hatékonyan át lehet vinni mindkét 

vad típusú búzára és azok fogékonyak a kórokozó általunk használt izolátumára. 

Üvegházban beállított kísérletünkben a két vad típusú kontroll, illetve a 243-1, 243-

3, 243-4, 249-3, 249-4 és 249-8 számú törzsek 16-16 egyedét inokuláltuk BSMV-

vel, 4-4 növény pedig mock inokulált kontrollként szolgált. A vetéstől számított 

15-18. hétre kialakultak a tünetek. A vad típusú növényeken közepesnél erősebb 

kórképek jelentkeztek, míg a TDH növények 85 %-a tünetmentes volt, fennmaradó 

részükön legfeljebb közepes erősségű kórképeket regisztráltunk. Megmértük a le-

velek SPAD-értékét is, amely a klorofilltartalomról, ezáltal a fotoszintézis intenzi-

tásáról nyújtott objektív információt. Statisztikailag értékelve az adatokat megálla-

pítottuk, hogy a mock inokulált kontrollokhoz viszonyítva a vad típusú kontrollok 

fotoszintetikus aktivitása a BSMV hatására szignifikánsan lecsökkent, míg a TDH 

törzseknél tapasztalt változás nem volt szignifikáns. Tehát az indukált RNS-

interferencia miatt gátolt lehetett a vírus szaporodása a növényi sejtekben. Ezen 

feltevésünket DAS-ELISA teszttel bizonyítottuk. Minden megvizsgált GK Tavasz 

és CY-45 levélben a fertőzöttségi limitet erősen meghaladó adatokat kaptunk, míg 

a TDH növényekben határérték alatti, vagy azt alig meghaladó víruskoncentrációt 

mértünk. Betakarításkor megvizsgáltuk a növénymagasság, a kalászhossz, az 

ezerszemtömeg és a termés alakulását. A mock inokulált vad típusú búzák és a 

TDH növények közötti különbség nem volt szignifikáns, tehát a transzformációs 

vektormolekula beépítése nem volt hatással a vizsgált terméskialakító komponen-

sekre. Másrészt igazoltuk, hogy a vírussal inokulált TDH törzsek és vad típusú bú-

zák eredményei közötti eltérések szignifikánsak voltak, tehát a fordítva ismétlődő 

szekvenciákat expresszáló növények valóban ellenállóbbnak bizonyultak a BSMV-

vel szemben, mint a szekvenciákat nem tartalmazó kontrollok. A mock inokulált és 

a vírussal inokulált növények között az egyes genotípusokon belül észlelt különb-

ségek a CY-45-nél és a GK Tavasznál várakozásainknak megfelelően szignifikán-

sak voltak, míg a TDH törzseknél nem – kivéve a kalászhossz csökkenését a 249-4 

és a 249-8 jelű növényeknél. Egyes genotípusok adatai nagy szórást mutattak. Vé-

leményünk szerint ez epigenetikai hatás, vagy a vírus által generált interferencia-

gátlás következménye volt, amely növényenként más-más szinten jelentkezett. A 

növényvírusok e képessége intenzíven tanulmányozott (Bragg és Jackson, 2004). 

Számos kétszikű növényben vitték már sikerre az RNS-interferenciát vírusrezisz-

tencia kialakítása céljából, egyszikűekben viszont jóval kevesebb eredményt publi-

káltak eddig. A dolgozat tárgyát képező kórokozók közül tudomásunk szerint csak 

a BYDV-vel és a WSMV-vel kapcsolatban írtak le eddig RNS-interferencián ala-

puló rezisztenciát (Wang és mtsai, 2000; Fahim és mtsai, 2010). Az intronnal elvá-

lasztott fordítva ismétlődő szekvenciákat tartalmazó vektorkonstrukciók lehetővé 
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teszik több vírussal szembeni rezisztencia kialakítását ugyanabban a növényben 

akár szimultán inokuláció esetén is (Bucher és mtsai, 2006; Zhang és mtsai, 2011). 

Kísérletünk elérte célját: kétféle búza genetikai háttérben is sikerült indukálnunk az 

RNS-interferencia elvén működő vírusrezisztenciát, amely BSMV-vel szemben 

hatékonynak bizonyult, mivel a növények fotoszintetikus aktivitása és termése sem 

változott szignifikánsan a vírussal történt inokuláció hatására. Az alkalmazott vek-

torkonstrukció révén a növények elviekben BYDV-, WDV- és WSMV-fertőzéssel 

szemben is ellenállóak, de ez további bizonyítást kíván.  

 

 

4.3. Vírusfertőzések detektálása szerológiai és molekuláris módszerekkel 

 

A célkitűzésekben megfogalmazott kérdésünkre pozitív választ kaptunk, mivel a 

primerek alkalmasnak bizonyultak PCR-alapú vírusdiagnosztikai célokra. A PCR 

alátámasztotta az ELISA adatokat, ezzel meg tudtuk erősíteni a korábban búzában, 

árpában és zabban publikált hasonló eredményeket (Robertson és mtsai, 1991; 

(Figueira és mtsai, 1997; Mumford és mtsai, 2004). A reakciók optimalizálásával 

lehetővé vált három RNS-vírus szimultán vizsgálata is. A PCR 22 esetben pozitív 

eredményt adott olyan mintáknál, amelyek negatívak voltak ELISA-val. Ez is mu-

tatja, hogy a molekuláris módszer érzékenyebb a szerológiainál. A pontos mennyi-

ségi meghatározáshoz inkább a qRT-PCR használatát javasoljuk ugyanezekkel a 

primerekkel. Négy esetben a pozitív ELISA minta negatív maradt PCR-rel. Manuá-

lis hiba is történhetett, de az is lehetséges, hogy olyan vírustörzs fertőzte meg a 

növényt, amelynek bázissorendje nem volt komplementer a primerekkel. A vizsgált 

szezonban a BYDV volt a domináns vírus. Feltehetően kedvezett a különösen eny-

he őszi időjárás a levéltetvek megtelepedésének, amelyek késő októberig táplálkoz-

tak. Kabócákat és atkákat viszont nagyon kevés számban figyeltünk meg, ezzel 

összhangban a WDV és WSMV kártétele sokkal kevésbé volt jellemző. A mecha-

nikailag terjedő BSMV mindkét módszerrel csak egy mintából volt kimutatható. A 

BYDV szignifikánsan több mintában volt jelen a korai vetésű populációban, mint a 

későbbi vetésűben. A korai vetésidő tehát kockázatos, mert könnyebben alakulhat-

nak ki a fertőzések, szélsőséges esetben járvány (Perry és mtsai, 2000). A kísérlet-

ben részt vett búzafajták fogékonyságbeli különbségét ilyen kevés számú minta 

alapján nem lehet hitelt érdemlően jellemezni. Tanulmányunknak ez nem is volt 

célja, csak a módszertani összehasonlításra koncentráltunk. 
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