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Tartalmi 6sszefoglalo

A kalaszfuzariozis a kalaszos gabonaink — koztiik a buza (Triticum aestivum L.) — egyik
legsulyosabb karokat okozd betegsége.

Munkank soran, a Frontana brazil tavaszi buzafajta fuzarium rezisztenciajanak
molekuléris hatterét vizsgaltuk. A legtobb Frontana rezisztencidjanak hatterérdl szolo
kozleményben bizonyitottan fuzarium rezisztenciaval kapcsolt QTL-t (quantitative trait
locus, mennyiségi tulajdonsagot meghatarozo 16kusz) hordozo6 3A, 5A és 6B kromoszomak
térképezését végeztik el a GK Mini Mand/Frontana dihaploid (DH) térképezo
populacidban, SSR (simple sequence repeat, mikroszatellit) és DArT (diversity arrays
technology) markerek segitségével. A novényi anyagot két kisérleti év soran Osszesen hat
epidémiai szituacioban teszteltik Fusarium culmorum és Fusarium graminearum
izolatumokkal szant6foldon. A fuzarium rezisztencia mértékének jellemzésére
kalaszfert6zottség, szemfert6zottség és dezoxinivalenol (DON) tartalmat is vizsgaltunk.

A QTL térképezés mellett elvégeztiik kiilonbozd rezisztenciagén analdg polimorfizmus
(RGAP) markerek meghatdrozasara hasznalt, rezisztenciagén analdg (RGA) primerek
tesztelését a két sziildn, és a populédcio hét fogékony €s hét rezisztens vonalan.

A vizsgalt harom kromoszoéméan 6t QTL régidt sikeriilt azonositani. Az SA ¢és 6B
kromoszéman taldlhatdé két QTL mutatott kapcsoltsagot kaldszfert6zottséggel,
szemfertdzottséggel és DON tartalommal is. Ugyanezeken a kromoszémékon tovabbi két
olyan QTL-t azonositottunk, amely csak DON tartalommal volt Osszefliggésben, mig
kalasz- és szemfert6zottséggel nem, vagy csak gyenge kapcsoltsagot mutatott. Térképezési
munkank sordn, a 3A kromoszéman kordbban leirt Frontana eredetli QTL jelenlétét
sikeriilt bebizonyitanunk, am ez utobbi QTL csak a DON tartalommal mutatott
kovetkezetes kapcsoltsagot. A Frontana fuzarium rezisztenciajanak molekularis hatterének

pontosabb megértéséhez a RGA primerektdl varunk tovabbi segitséget.

Kulcsfogalmak: buza (Triticum aestivum L.), fuzarium rezisztencia, QTL térképezés,
SSR, DArT, F. culmorum, F. graminearum, kalaszfertozottség, szemfert6zottség,

dezoxinivalenol (DON), rezisztenciagén analog (RGA).
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1. Bevezetés

A Fusarium nemzetség kiilonboz6 fajai a legtobb termesztett gabonafélében okoznak
problémat. Csirapusztulast, szar- és gyokérrothadast, valamint sulyos kaldszbetegséget
idéznek eld. A buza kalaszfuzaridzis betegségének jelentdségét mar a XIX. szdzad végén
leirtak (Chester, 1890; Arthur, 1891). A korai beszamolok o6ta a vilag legtobb
kapcsolatba hozhat6. A kiilonbozd feljegyzések akar 40-70 %-os terméshozam-kiesést
irnak le a betegség kapcsan (Parry és mtsai, 1995).

Magyarorszagon Kiikedi (1972) 40-50 %-os, sulyos kalaszfuzariozis fertdzésnek
tulajdonithatd termésveszteségrdl szamolt be az 1970-es évben. Szaraz években 5-6 % a
belsd fert6zottséget mutatd szemek orszagos aranya. A gombafert6zés szamara kedvezo
kornyezeti feltételek mellett azonban ez 20 % folott is lehet. Az atlagosnal csapadékosabb
2010-es évben a belsd fertdzottséget mutatd 6szi bliza magvak orszagos aranya 24,6 %-ra
volt tehet6 (Halasz és Valovics, 2012).

A betegséggel szembeni vegyszeres és agrotechnikai védekezés mellett hosszautdvon a
leghatékonyabb és legkdrnyezetkimélobb védekezési mod a rezisztencianemesités, azaz a
nagyobb ellenalloképességli fajtak létrehozasa. A nemesitd programok kiilonbozo, a
betegséggel szemben magas ellenalloképességet —mutatd  buzafajtakkal, un.
rezisztenciaforrasok bevonasaval probaljak a rezisztenciat ndvelni.

A kiilonbozd rezisztenciaforrasok azonositasa, és a rezisztenciat kialakitdo genetikai
faktorok megértése nagyban segiti a nemesitd programok munkajat, és lehetové teszi a
hagyomanyos fenotipusos szelekcido mellett a markerekkel tamogatott szekcid6 (MAS)

alkalmazasat a fuzarium rezisztencianemesitésben.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A buza fuzariézisanak jelentésége

A kalaszfuzariozis a gazdasagi szempontbol fontos kalaszos gabonaink, koztiik a buza
(Triticum aestivum L.), egyik legjelentdsebb karokat okozd betegsége. Sok kiilonb6zo
Fusarium faj hozhatd Osszefiiggésbe a betegséggel, ezek koziil azonban az éghajlati
viszonyoktol fiiggben a Fusarium graminearum (ivaros forma Gibberella zeae), Fusarium
culmorum és a Fusarium avenaceum (ivaros forma Gibberella avenaceae) tekinthetok a
legjelentdsebb korokozoknak (Parry és mtsai, 1995). A kaldszfuzaridzis karositja a
keményité szemcséket €s a sejtfalat, tovabba magvak szerkezetének romlasahoz ¢és
tomegilik csokkenéséhez, ezzel terméshozam-kieséshez és mindség romlashoz vezet. A
F. graminearum és F. culmorum fajok trichotecéneket termelnek, 3-acetil-dezoxinivalenolt
(3A-DON), nivalenolt (NIV), és legnagyobb mennyiségben dezoxinivalenolt (DON) (Gang
¢és mtsai, 1998; Bottalico ¢és Perrone, 2002). Ezek a mikotoxinok eukariétakban képesek a
fehérjeszintézis gétlasara (McLaughlin és mtsai, 1977) és fitotoxikus hatastiak. A
mikotoxinok felhalmozddasa a szemekben a terméshozam-kiesés mellett komoly
¢lelmiszer-egészségiigyi  probléméakat okozhat. Ezek kockazatanak minimalisra
csokkentése érdekében tobb orszagban, koztik az Eurdpai Unid tagillamaiban is
hatarértékeket vezettek be, megszabva az emberi fogyasztisra késziilt ételek
alapanyagainak és a készételeknek a maximalis fuzarium toxin tartalmat (Eurdpai Tanacs
2005, 2007), és az allati takarmanyokra vonatkozoan is ajanlast tettek (Europai Tanacs

2006).

2.2. A korokozé életmodja

A Fusarium nemzetség rendszertanilag az Ascomicota torzs, Hypocreales rend,
Hypocreaceae csaladjaba tartozik. A kalaszfuzariozist okozo Fusarium fajok fitopatogén,
nekrotrof gombdk. A fuzarium fajok kiilonboznek az éghajlati eloszlasukban és a
fert6zéshez sziikséges optimalis éghajlati tényezdk szempontjabdl is, de a legtobb faj
szdmara a meleg és nedves kornyezet idedlis az intenziv novekedéshez (Doohan és mtsai,
2003). A fertézés terjedhet mind ivartalan sporakkal, mind pedig ivaros aszkosporaval,
melyek széllel, vizcsepp felcsapodasaval terjedhetnek leginkabb (Parry és mtsai, 1995). A
gomba fert6zhet a pelyvaba, toklaszba ¢s a kalaszorsoba kozvetleniil behatolva. Fogékony

buzaban a korokoz6 a szallitoszoveteken keresztiil tobb kaldszkat is képes megfertézni. A
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talajon és a felszinén 1év0 ndvény maradvanyokon eléforduld peritéciumokbol szarmazéd
aszkosporak, ivartalan sporak és hifa darabok a fertézé inokulum f6 forrasai (Kosova és
mtsai, 2009).

A betegség tiinetei a legtobb a gabonafélén hasonloak. Az elsé tlinetek altaldban kis
foltok, elszinezddések a virdg pelyvajan egy kaldszkan. A betegség elorehaladtaval ez a
kalaszorsora, majd az egész kalédszra atterjedhet. A foltok elészor vilagos szintiek, majd
késObb narancssziniiek, rdézsaszinliek, vordsek vagy cserszintliek lesznek (Kosova és mtsai,
2009), a betegség hatasara a fert6zott magvak toppedtek, krétapor-szerti fehér vagy vilagos

rozsaszinii elszinez6dést mutatnak (Abramson és mtsai, 1987).

2.3. Védekezési lehetéségek

A kalédszfuzariozissal szembeni védekezést harom alapvetd csoportra lehet osztani:
agrotechnikai, vegyszeres ¢s genetikai védelem.

Az agrotechnikai védelem alatt azt értjiik, hogy az agrotechnika minden elemét ugy
valasztjuk meg, hogy azok minél egészségesebb ndvényallomany kialakitasat segitsék
(Békési 2010). Mivel alapvetd fertdzési forrasok az el6zé évben megbetegedett ndvények
maradvanyai, ezért kivanatos, hogy blizat buza utan ne vessenek, illetve kukorica utan sem,
mivel sok fuzarium fajnak a kukorica is gazdanovénye. Ez el6bbi okok miatt eldnydsebb a
fuzarium fajok ellen valo védekezés szempontjabol az un. forgatasos talajmiivelés, amely
az el6z6 évi tarlomaradvanyok leforgatasat biztositja. Fontos tényezd tovabba a ndvény
tapanyag ellatottsaga. A nitrogén szerepe azonban nem teljesen tisztazott. Vannak olyan
tanulmanyok, amelyek szerint a megemelkedett nitrogén szint kedvez a betegség
kifejez0désének (Martin €s mtsai, 1991), mas tanulmanyok nem tudtak Osszefliggést
kimutatni a két tényez6 kozott (Teich és Hamilton 1985; Fauzi és Paulitz 1994). Azonban
Teich és Nelson (1984) kisérleteik alapjan gy taldltdk, hogy a nitrogén szint emelése
csokkentette a kalaszfuzaridzis kialakulasat. Az idoben valo betakaritas is fontos, hiszen a
beérett és idében be nem takaritott buza, ha a tartésan csapadékos id6 miatt késve kertil
betakaritasra, gy nagy mértében ki van téve a tovabbi fertézésnek ¢€s a toxinok
felszaporodasanak. A betakaritott termés megfeleld tisztitas, 14 % alatti
nedvességtartalommal torténd betarolasa, és a tarolotér megfeleld szelldztetése csokkenti a
toxinképzddés veszélyét (Békési 2010).

A vegyszeres védekezés alatt kalaszfuzariozis esetén foként az allomany fungiciddel

valo kezelését kell érteni. Teljes kikaldszolastol érdemes a vegyszerek alkalmazasa.



Szamos engedélyezett szer van, hatdbanyagukat tekintve tobbnyire kiilonboz6 azolok. A
kalaszfuzariozissal szembeni allomanyvédelem hatékonysdga viszonylag gyengének
mondhato. A nemzetkdzi irodalomban 20-30 % az atlag (bar ez messze nem elégséges).
Természetesen amerikai adatokban is ritkan vannak 70 %-ot meghalad6 értékek. Azonban
a vegyszerek ennél 1ényegesen jobbak, a szegedi adatok mar hosszt évek o6ta 80 % feletti
értékeket adnak a legjobb fungicidekre, és ez szant6f6ldon is konzekvensen reprodukalhato
(Mesterhazy, 2003; Lehoczki-Krsjak és mtsai, 2010).

Hosszatavon a védekezés legolcsobb ¢és legkornyezetkimélébb modja a fajtdkban
kialakitott ellendllosag, vagyis a genetikai védelem. A fuzarium rezisztencia mennyiségi
tulajdonsag, tehat nem egy-két fogén hatasa alakitja ki. Az atlagosnal joval kisebb mértéki
fogékonysdg is hatékony védekezési lehetdséget nyujt a betegséggel szemben (Békési
2010).

2.4. Fuzarium rezisztencia

A mennyiségi tulajdonsagokra, igy a fuzarium rezisztenciara is, az a jellemzd, hogy
nagyszamu egyeden vizsgalva nem jol elkiiloniild fenotipusokban, hanem folytonos
eloszlasban jelennek meg. A kornyezeti tényezdk, de nagyszamu egyéb tulajdonsag is
befolyasolhatja a kifejezddésiiket. Tobb, mennyiségi tulajdonsdgot meghataroz6 lokusz
azonban ez tobb gént is magaba foglalhat. VVannak nagy (major), kdzepes (medium) és Kis
(minor) hatasi QTL-ek is. A csoportositas alapja az, hogy az adott QTL a fenotipusos
varianciat milyen mértékben hatarozza meg (Collard és mtsai, 2005).

Buzaban a kalaszfuzaridzis rezisztencia horizontalisnak tekinthet6, hiszen nincsen
bizonyiték arra, hogy F. culmorum vagy F. graminearum fajtak kiilonb6z6 buza
genotipusokhoz adaptalodtak volna. (Mesterhazy, 1977; Snijders ¢s mtsai, 1991; Eeuwijk
¢és mtsai, 1995; Mesterhazy, 2002a; Hollins és mtsai, 2003).

A fuzarium rezisztencianak tobb tipusat kiillonboztetjiik meg. Schroeder és Christensen
(1963) két, eltérd tipust rezisztenciat irt le:

e A gomba elsddleges behatoldsaval szembeni rezisztencia (1. tipus).
e A gomba kalaszban valo terjedésével szembeni rezisztencia (II. tipus).

A két forma kozotti kiillonbség a szerzok szerint az, hogy az egyik (I.) a permetezéses
inokulacio, a masik (II.) pedig az egyvirdg inokulacidés fertézés eredményeként

értelmezendo.



Miller és Arnison (1986) felismerte a mikotoxin akkumulécidval szemben rezisztenciat,
amely nem mutat korrelaciot az 1. és 1. tipussal. Mesterhazy (1995, 2002b) a kovetkezok
szerint csoportositja a fuzarium rezisztencia tipusait:

l. A gomba elsddleges behatoldsaval szembeni rezisztencia.
Il. A gomba kaldszban val¢ terjedésével szembeni rezisztencia.
I1l.  Szemfert6zottséggel szembeni rezisztencia.
V. Tolerancia. (Ugyanakkora kalészfertozottségnél kisebb termésveszteség
figyelhetd meg a tolerans novénynél.)
V.  Toxin akkumulacioval szembeni rezisztencia. Boutigny és mtsai (2008) ezt
a rezisztencia tipust két altipusra osztotta:
V-1. Az akkumuléciot a mikotoxin lebontdsa vagy detoxifikalasa akaddlyozza
meg.
V-2. Az akkumulacidt a mikotoxin bioszintézisének gatlasa akadalyozza meg.
VI.  Késoi fert6zéssel szembeni rezisztencia. (Alacsony szemfert6zodés az érés
folyaman hosszu esds periddus esetén.)
VIl.  Kaléaszvég elhalasa. (A fert6z6dési pont feletti kalaszrész elhalasa.)

Azt is tobb tanulmény alatdmasztja, hogy a kaldszfuzariozis rezisztencia (foként az I. €s
II. tipus) Osszefiiggést mutat kiilonb6z6 morfoldgiai jellegeket meghatarozo allélokkal,
kiilonosen a novénymagassaggal és a kalaszolasi idOponttal (Parry és mtsai, 1995),
szalkassaggal, kalasztomottséggel (Mesterhazy, 1987), virdg felépitéssel és viragzassal
kapcsolatos jellegekkel, mint a szlik viragpelyva nyilas (Gilsinger és mtsai, 2005), vagy a
portok kildégasa (Taylor, 2004). Amikor a rezisztencia Osszefliggést mutat a novény
fiziologiai ¢és morfologiai jellemzOivel, azt passziv rezisztencidnak is nevezzik
(Mesterhazy, 1995).

Rezisztenciaforrasnak nevezziik azokat a buza fajtakat, amelyek magas
ellenalloképességet mutatnak a  kaldszfuzaridzissal szemben. A  legmagasabb
ellenalloképességii fajtak a tavol-keleti régiobol szarmaznak. Ebbol a régiobol szarmazik a
I1. tipust rezisztenciaforrasként az egész vilagon jol ismert kinai Sumai 3 tavaszi buzafajta,
¢s tovabbi magas ellenalloképességii fajtak, mint a kinai Ning 7840 és Ning 894037 (Shen
¢és mtsai, 2003; Zhou és mtsai, 2003), a Whangshuibai (Zhang és mtsai, 2004; Mardi és
mtsai, 2005; Ma és mtsai, 2006a) és Wuhan, tovabba a japan Nyu Bai (Somers ¢és mtsai,
2003) és Nobeokabozu komugi, ¢s a koreai Chokwang (Yang és mtsai, 2005) fajtak.

Az Eurépabdl szarmazo forrasok koziil kiemelkedd rezisztencidval rendelkeznek a

kelet-europai a Praag 8 és a Novokrumka 0102 6szi buzak (Snijders 2004). Illetve vannak
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igéretes mérsékelt rezisztenciaval rendelkez6 forrasok is, példaul a francia Renan (Gervais
¢és mtsai, 2003), a német Cansas, Dream és Petrus (Klahr és mtsai, 2007) és a svajci Arina
(Paillard és mtsai, 2004) fajtak. A szegedi fajtak koziil példaul a GK Csillag, a GK Fény és
a GK Rozi rendelkezik az atlagost joval meghalado ellenalloképességgel.

Az észak-amerikai forrasok koziil az Ernie puha- voros szemii 0szi buzafajta (Liu és
mtsai, 2005, 2007) és a Heyne (Zhang és mtsai, 2012) Oszi buza az, ami igéretes
kalaszfuzarium rezisztencia QTL forrasnak tiinik. A dél-amerikai forrasok koziil jelentds
brazil Frontana tavaszi blza, amely leginkdbb I. tipusu rezisztenciaforrasként ismert

(Steiner és mtsai, 2004).

2.5. Molekularis markerek

A QTL-ek azonositasa csupan fenotipusos jellegek vizsgalataval nem lehetséges. A
mennyiségi jellegek jellemzésében a nagy attdrést a kiilonb6z6 DNS markerek
kifejlesztése hozta.

A genetikai markereknek genetikai kiilonbségeket reprezentalnak fajok vagy egyes
¢él6lények kozott. Harom {6 tipus ismert:

1. Morfologiai (klasszikus vagy lathatd) markerek: fenotipusos jellegek vagy
tulajdonsagok.

2. Biokémiai markerek: ide tartoznak enzimek kiilonboz6 allél valtozatai
(izoenzimek).

3. DNS (vagy molekularis) markerek (Jones és mtsai, 1997).

A {6 probléma a morfologia és biokémiai markerekkel az, hogy a szamuk véges és hogy
a kornyezeti tényezok, valamint a ndvény fejlodési allapota befolyasolhatja ket (Winter és
Khal, 1995). A molekularis markerek nukleotid szintii variaciok. A kromoszdémakon
meghatdrozhato hellyel rendelkeznek, 6roklédésiik a mendeli szabalyokat kdveti. A marker
lehet gén is, de Aaltaldban ismeretlen funkcioji DNS szakasz, a fenotipusos jelleg
meghatarozasaban részt nem vevd, semleges allélokat hordoz (Kiss, 2005). Ezek a
nukleotid (DNS) varidciok kiilonb6z6 DNS mutaciobol szadrmaznak: szubsztitcios
mutacidk (pont mutécio), atrendezddések (inszercid vagy delécio), vagy az ismétlddé DNS
szekvenciak replikaciojanak hibajabol bekovetkezd mutaciok (Paterson, 1996). A
morfologiai és biokémiai markerekkel szemben szamuk gyakorlatilag végtelen, és nem

befolyasolja ket a kdrnyezet és a novény fejlédési allapota (Winter és Khal, 1995).



A DNS markereket harom nagy csoportra lehet osztani a kimutatdsukra hasznalt
modszer alapjan:

1. Hibridizacion alapulé. Pl.  RFLP  (restriction fragment length
polymorphism), DArT (diversity arrays technology).

2. Polimeraz lancreakcion (PCR) alapuld. Pl. AFLP (amplified fragment
lenght polymorphism), RAPD (random amplification of polymorphic DNA) és SSR
(simple sequence repeat).

3. DNS szekvencia kiilonbségen alapul6. Pl. SNP (single-nucleotid
polimorphism) (Collard és mtsai, 2005).

A DNS szekvencia kiilonbségen alapulé markerek hasznalata, az el6z6 kettével
ellentétben, mindenképpen eldzetes szekvencia ismeretet igényel (Kiss, 2005). Egy DNS
marker akkor hasznélhato, ha kiilonbségeket mutatnak fajok egyedei vagy fajok kozott. Az
ilyeneket polimorf, a genotipusok kozott kiillonbséget nem mutatokat monomorf
markereknek nevezziik. A polimorf markerek lehetnek dominansak és kodominansak
aszerint, hogy a markerrel meg tudjuk-e kiilonboztetni a homozigotakat és a
heterozigotakat. A kodominans markerek méretbeli kiilonbségeket mutatnak, mig a
dominans markerek vagy megjelennek, vagy nem jelennek meg (Collard és mtsai, 2005).

A mikroszatellit vagy SSR (simple sequence repeat) markerek PCR alapt, kodominans
markerek. A ndvényi genomra jellemz6, hogy fajtol fiiggden 10-90 %, de akar 90 %-ot is
meghaladé mértékben, rovid ismétlédé DNS motivumokat tartalmaz. Ezek az ismétlédések
a genomban egyenletesen oszlanak el. A mikroszatellit motivumok szdma eltérd, a
hatarszekvencidkra tervezett primerparokkal eltérd méretli fragmentumokat Iehet
felszaporitani. A valtozatossdg forrdsa a repetitiv szekvencidk replikacidja soran
bekdvetkezo cstszas (Kiss, 2005). A hossz-polimorfizmus kimutathato gélelektroforézissel
¢s az azt kovetd festéssel (etidium-bromid, eziist).

A DArT-ot (diversity arrays technology) egy hibridizacion alapuld lehetéségként
fejlesztették ki. Azt, hogy ez a technologia jol hasznalhato a hexaploid buzaban, Akbari és
mtsai (2006) valamint Semagn és mtsai (2006) munkaja is alatamasztja. Ez egy nagy
ateresztOképességli modszer, ami az egyedi DNS fragmentumok meglétét detektalja a
.komplexitds csokkentéssel” a genomi DNS-bdl eldallitott ,,genomi reprezentacioban”
(Jaccoud és mtsai, 2001). A ,komplexitas csokkentést” végezhetik restrikcios enzimes
hasitassal, majd adapterek ligalasaval, azt kovetden amplifikdcidval (Wenzl és mitsai,

2004). A ,,genomi reprezentacid” egyéb modszerekkel is készithetd.
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A DArT marker vizsgalatok alapja, hogy a ,,genomi reprezentacioban” két tipusu
fragmentumot talalunk:

e Allandd6  fragmentumok, amelyek  minden  ,reprezenticidban”
megtalalhatoak, amit az adott fajhoz tartoz6 genotipusokbodl szdrmazd DNS-bol
készitettek.

e Viltozo (polimorf) fragmentumok, amelyek nem minden
Lreprezentacioban” talalhatdak meg.

A valtozo fragmentumok azért informativak, mert szekvencia varidciot tikkroznek, ami
meghatarozza az eredeti DNS minta azon részét, amit a ,,reprezentacio” tartalmaz. A
valtozd fragmentumokat nevezziik DArT markereknek. Ezek jelenlétének vagy hidnyanak
vizsgalata a genomi ,reprezentidcioban”, a ,reprezenticid” egy DArT sorhoz vald
hibridizacidjaval torténik, amely az adott faj DNS konyvtarat tartalmazza. A
konyvtarkészitéshez kiilonbozé egyedektdl szarmazod ,,genomi reprezentaciok™ keverékeét
szaporitjak fel, amelyek igy lefedik a faj teljes genetikai valtozatossagat. A hibridizaciot
microarray platformon végzik. Az egyedi ,reprezentaciok” egy fluoreszcens festékkel
vannak jelolve, mig a konyvtarkészitésnél hasznalt vektor fragmentumokat egy masik
fluoreszcens festékkel jelolik, amelyek referenciaként szolgalnak, igy hibridizaltatjak oket
a probahoz. Minden egyedi ,, reprezentaci6”, csak a proba vele 9sszeilld fragmentumaival
fog hibridizalni, igy az egyes ,reprezentaciok” esetén egyedi hibridizaciés mintazatot
kapunk. Az adatok elemzése szamitogépes program hasznalataval torténik

(www.diversityarrays.com).

2.6. Genetikai térképezés

Mind a mendeli gének, mind a mennyiségi tulajdonsagokat meghataroz6 QTL-ek
azonositasahoz térképezési populaciokra van szikség (Kiss, 2005). A klasszikus
térképezési megkozelitéseknél hasadd, azaz szegregald populaciokat haszndlnak, amelyek
két kiilonbozd tulajdonsagu sziild keresztezésébdl szarmaznak. Fuzarium rezisztencia
térképezés esetén egy rezisztens és egy fogékony sziild keresztezésébdl szarmazod
populacioérdl van szd. Gyakran hasznalt populacid tipusok:

e RIL (recombinant inbred lines): rekombinans beltenyésztett vonalak.

e BC (backcross): visszakeresztezésbdl szarmazo hasadd populaciok.

e DH (doubled haploid): dihaploid, teljesen homozigéta vonalak (Buerstmayr
¢és mtsai, 2009).
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A RIL-eket egy mag mddszerrel (single seed descent) hozzdk létre, 6-8 generacion
keresztiil torténd Onbeporzassal, melynek a végére gyakorlatilag homozigdta vonalakat
kapnak (Kiss, 2005).

A DH populaciok eldallitasa gyors, hiszen egy generaci6 alatt a kiilonb6z6 16kuszokban
homozigoéta vonalakat kapunk. A dihaploid vonalakat az F; nemzedék haploid gamétaibol
szarmazo6 kromoszomak megduplazasaval allitjak eld. Ez torténhet mikrospora-tenyésztés,
portoktenyésztés vagy ginogenezis alapi novényregeneralasi rendszer segitségével (Kiss,
2005). Térképez6 munkara ez a legjobb, mert itt mar stabil torzsekr6l van sz, amelyekkel
korlatlan ideig lehet dolgozni a valtozas legkisebb kockazata nélkiil.

A fuzarium rezisztencia QTL-ek térképezésének elvégzéséhez  sziikséges
fenotipizalashoz mesterségesen kell inokulalni a populaciot. A kalaszfuzariozis jarvany
sulyossaga tobb tényezotdl fligg:

e A gazdandvény és a patogén genetikai faktoraitdl (rezisztenciafaktorok a
novényben €és a gomba agresszivitdsa).

e A kornyezet hatdsa a gomba megtelepedésére és a betegség kifejezddésére,
ami szignifikans genotipus x kornyezet (GXE) kdlcsonhatast alakithat ki (Campbell
és Lipps, 1998; Fuentes és mtsai, 2005), ami jelent6sen elferditheti a QTL
becsléseket (Ma és mtsai, 2006b).

A fenti tényezdkbdl kifolydlag a legtobb fuzarium rezisztencia tanulmanyban
mesterséges inokulaciot alkalmaznak, ugyanazzal az inokulummal, ugyanabban a fejlédési
szakaszban (pl. virdagzas kozepe), hogy minél inkdbb hasonld feltételek kozott tudjak
tesztelni a populaciot (Buerstmayr és mtsai, 2009). A fertézésre tobb modszert
alkalmazhatnak:

e Mesterségesen fertdzott gabonaszemek (blza, arpa vagy kukorica)
kiszorasaval biztositjak a fertézéanyag forrast.

e [Egyvirdg inokulaciés modszer: a kaldsz kozepén levdé kaldszka egyik
virdgjanak belsejébe juttatnak egy csepp konidium szuszpenziot, majd a fertdzés
terjedését mérik.

e Permetezéses modszer: a kaldszok teljes feliiletének konidium vagy/és
micélium szuszpenzioval torténd permetezése.

A permetezés esetén tobb modszer alkalmazhato:

e A vizsgalandd novények egészét a viragzas alatt minden harmadik-negyedik

napon fert6z6 anyaggal permetezik. Ez a modszer a késéi érésii genotipusokat
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részesiti elényben, mivel azok sokkal kevesebb fert6zo anyagot és nedvességet
kapnak.

e A viragzasi idének megfeleléen csak egyszer fertézik a kiilonbozo
genotipusokat.

Mindkét modszernél parasitdé ontozést kapnak a ndvények, ebbdl az kdvetkezik, hogy a
masodik moddszer alkalmazasanal is a korai virdagzasu genotipusok tovabb kapjak ezt a
kidolgozott mddszer, melynek soran kaldsz csokrok genotipusonkénti egyszeri fertdzését
egy 48 oras polietilén zacskds takarés kovet.

Altalanosan elfogadott, hogy a permetezéses modszerrel az I. és II. tipusi rezisztencia
vizsgalhato (Buerstmayr ¢€s mtsai, 2009). Azonban a kiilonb6z6 permetezési mddszerek
alkalmazasa minden rezisztencia tipus vizsgalatdhoz hasznalhat6, nem csak az I. és 1., de a
szemfertdzottséggel szembeni, a DON akkumulacioval szembeni rezisztencia, és a
tolerancia is vizsgéalhat6 (Mesterhdzy, 1995). Ezért a permetezéses inokulécid nemesitési,
kutatasi célokra megfelelébb lehet (Mesterhazy, 1995; Miedaner és mtsai, 2003).

Draeger ¢és mtsai (2007) és Lu és mtsai (2011) vizsgalatai is alatdmasztjak, hogy a téves
QTL detektalas elkeriilésének érdekében elengedhetetlen a populdciot tobb kiilonbdzd
kornyezetben vizsgalni. Kis szamu kisérleti jarvanyhelyzet (2-3) alkalmazasaval — foleg
szantofoldi kisérleteknél — az adatok kevésbé megbizhatéak, mintha tobb kisérleti
kornyezetet alkalmaznanak, ami téves QTL analizishez vezethet (Szabo-Hevér és mtsai,
2012).

Buerstmayr és mtsai (2009) Gsszefoglaldja szerint a legtobb vizsgalatnal a fuzarium
fert6zés sulyossaganak jellemzésére a kalaszfert6zottség (FHB — Fusarium head blight,
kalaszfuzariozis; AUDPC — area under disease progress curve, jarvanygorbe alatti teriilet)
tiineteket hasznaljak, emellett vannak tanulményok, amelyeknél toxin, féleg DON
akkumulacioés, illetve szemfertézottség (FDK — Fusarium-damaged kernels) adatokat
(Yang és mtsai, 2005; Li és mtsai, 2008; Szabo-Hevér és mtsai, 2012) is hasznaltak. Tébb
fuzarium rezisztencia tipus vizsgalata ajanlott a fenotipizalas soran. Ennek hatterében az
all, hogy azok a markerek, amelyek tobb rezisztencia tipussal is kapcsoltak, nagyobb
eséllyel jeleznek egy valddi, molekularis fuzdrium rezisztencia QTL jelenlétét az adott
kromoszomaszakaszon (Szabo-Hevér és mtsai, 2012).

A térképezéshez hasznalt populdciok méretének megvalasztasanal figyelembe kell
venni, hogy a tobb vonal hasznalata mindig pontosabb térképezési adatokat eredményez,

mintha kevesebbel dolgoznak (Beavis, 1998). A legtobb vizsgalatnal 100-200 kozotti
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vonalat hasznalnak. Kis hatdst QTL-ek esetében a nagyobb ndvényszam hasznalata
célszerii. Kevesebb, mint 100 rekombinans vonal hasznalata a nagy hatasa QTL-eken kiviil
mas QTL kimutatasadra nem alkalmas. A molekuléris markerek szaménak megvalasztasanal
az a legjobb, ha a markereink teljes lefedettséget biztositanak a kromoszémakon (ne
legyenek 20 cM-nal nagyobb tavolsagok a markerek kozott) (Buerstmayr és mtsai, 2009).

A QTL térképek készitéséhez harom leginkabb hasznalt moddszer az egy-marker
térképezés, az egyszerli intervallum térképezés €s az Osszetett intervallum térképezés
(Tanksley, 1993; Liu, 1998). Az egy-marker térképezés soran a QTL egy markerhez valo
kapcsoltsagat vizsgaljak. Elénye, hogy nem igényel kapcsoltsagi térképet, €s egyszerii
szamitogépes statisztikai programokkal elvégezhetd. A statisztikai modszerek, amelyeket
hasznalni kell: t-proba, varianciaanalizis (ANOVA — analysis of variance) és linearis
regresszid. A f6 hatranya az, hogy minél tdvolabb esik a QTL a markertdl, annal kisebb az
esély a kimutatdsara, mivel rekombinécio kovetkezhet be QTL és marker kozott (Collard
¢és mtsai, 2005).

Az egyszerll intervallum térképezés kapcsoltsagi térképeket hasznal, és a szomszédos
kapcsolt markerek kozotti teriiletet vizsgalja (Lander és Botstein, 1989; Liu, 1998). Az
Osszetett intervallum térképezés 6tvozi az intervallum térképezést a linearis regresszioval
(Jansen, 1993; Jansen és Stam, 1994; Zeng, 1993, 1994).

Tobb szamitdgépes program is haszndlhaté intervallum térképezés elvégzéséhez: pl.
QTL Cartographer (Basten és mtsai, 2001), MapManager QTX (Manly és mtsai, 2001),
PLABQTL (Utz és Melchinger, 1996), JoinMap® 3.0 és MapQTL® 5 (Van Ooijen és
Voorips 2001; Van Ooijen, 2004).

Az intervallum térképezés a QTL valoszinli helyét abrazolja a szomszédos markerek
kozott. Az eredményeket altalaban LRS (likelihood ratio statistic) vagy LOD (logarithm of
odds) értékben kapjuk meg. A LOD érték szamszerGsiti, hogy a megfigyelt adatok
bekovetkezésének valosziniisége mennyivel nagyobb, ha az adott helyen egy QTL van,

mint ha nincs.

2.7. Markerekkel tamogatott szelekcio (MAS)

Markerekkel tamogatott szelekciot (MAS) mar alkalmaznak a fuzarium
rezisztencianemesités sordn. A MAS egy olyan mddszer, ahol a hasznalni kivant fenotipust
egy marker genotipusa alapjan valasztjdk ki. Azonban a QTL térképezéshez hasznalt

markerek altalaban nem megfeleléek a fenotipus egyértelmii és biztos meghatdrozasahoz.
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Altalanosan azt lehet elmondani, hogy a MAS-hoz hasznilhatd markerfejlesztés a
kovetkezd 1€pésekbdl all: nagyfelbontast térképezés, a marker validalasa és atalakitasa

konnyen és megbizhatdéan hasznalhatd markerré (Collard és mtsai, 2005).

2.8. A térképezési munkank el6zményei

Buerstmayr és mtsai (2009) 22 fuzérium rezisztencia QTL-t Osszesitettek, amelyek
kiilonboz6 térképezd populdcidkban a 7D kromoszoma kivételével a tobbin eléfordulnak.
Azb6ta mar a 7D kromoszoman is irtak le fuzarium rezisztencia QTL-eket (Srinivasachary
és mtsai, 2008; Li és mtsai, 2011). A legfontosabb QTL-eket a 2D, 3BS, 3BSc, 4B, 5AS és
6BS kromoszomakon irtak le (McCartney és mtsai, 2004; Yu és mtsai, 2006; Liu és mtsai,
2007), és fliggetlen térképezdé populaciokban is elvégezték validalasukat. A kiemelkedd
rezisztenciaval rendelkez6 kinai Sumai 3-ban, vagy annak leszarmazottaiban irtak le az
eddig legjobban jellemzett QTL-eket: a II. tipusu rezisztenciat kodold, 3BS kromoszoman
1év6 Fhbl, és a 6B kromoszoéman 1évé Fhb2 (Waldron és mtsai, 1999; Anderson és mtsai,
2001; Buerstmayr és mtsai, 2002, 2003; Somers és mtsai, 2003; Lemmens és mtsai, 2005;
Cuthbert és mtsai, 2006).

A Frontana egy mérsékelten rezisztens brazil tavaszi buzafajta, amelyet a
Fronteira/Mentana keresztezésbdl allitottak el (Van Ginkel és mtsai, 1996). A fajta
kalaszfuzariozis rezisztencidjanak hatterét tobb kutatd csoport is vizsgalta. Singh és mtsai
(1995) megallapitasa szerint, a Frontana rezisztencidjat legalabb harom kis hatdsu gén
egyittmiikodése hatarozza meg. Yang és mtsai (2006) azt allapitotta meg, hogy a
Frontananak nincsen a Sumai 3-al kozos QTL-e a 3B és 6B kromoszoman, ami a Frontana
rezisztenciaforrasként valo alkalmassagat igazolja.

Steiner és mtsai (2004) Frontana/Remus DH populacioval (210 vonal) végzett
vizsgalatai sordn [. tipusu fuzarium rezisztencia QTL-eket talalt a Frontana 3A, 5A, 2B, 4B
¢s 6B kromoszomain. Mardi és mtsai (2006) a Frontana/Falat populdcion vald vizsgalatai
soran a 3AL QTL-t, és két tovabbi QTL-t talalt az 1BL és 7AS kromoszoman.
Srinivasachary és mtsai (2008) az 1B, 2B, 3A, 6A, 7A és 7D kromoszomakon talaltak
Frontana fuzarium rezisztencia QTL-eket, egy RL4137 (Frontana-bol szarmazo
kalaszfuzdrium rezisztens vonal) és Timgalen fajtdk keresztezésébdl 1étrehozott
populacioval végzett vizsgalataik soran. Ezek a szerzOk a kalaszfert6zottségi tiineteken
kiviil, mas kalaszfuzaridzis rezisztenciat jellemzé tiineteket nem vettek figyelembe. A

legtobb vizsgalat soran altalaban csak egy F. culmorum és/vagy F. graminearum
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izoldtumot, vagy inokulom keveréket hasznalnak két-harom éven keresztiil, a fenotipizalas
soran (Mardi és mtsai, 2005, 2006; Chen. és mtsai, 2007; Klahr és mtsai, 2007).
Szabd-Hevér és mtsai,(2012) a Frontana/Remus DH populacion (210 vonal) négy éven
keresztiil végzett vizsgalatai soran dsszesen hat izolatummal kapott kalaszfert6zottség és
szemfertdzottség adatokkal végzett QTL  térképezést. Kalaszfert6zottséggel és
szemfert6zottséggel egyarant kapcsolt QTL-eket azonositott a 2B, 4B, 5A ¢és 7B
kromoszoémakon. Kalaszfert6zottséggel kapcsolt QTL-eket irt le a 3A, 4A és 6B
kromoszoémakon, illetve szemfert6zottséggel kapcsolt QTL-t 3D kromoszéman, és a

kromoszémahoz nem térképezhetd Xs12ml1l5 4 markernél.

2.9. Rezisztenciagén analégok (RGAs)

A ndvény patogén interakcidé mechanizmusidnak része a kiilonbozd szignalok
aktivacidja, ami igen gyors valaszreakciohoz vezethet a korokozokkal szemben. Ez a
valaszreakci6 segithet megakadalyozni a novényben a betegség tovabbi terjedését. A
novényi védekezési szigndlok indukcidjahoz tartozik a specifikus patogének altal termelt
effektorok felismerése, ez a gazdandvény ugynevezett rezisztenciagénjének (R-gén)
termékeével torténik meg. Szamos egy-egy novényre jellemz6 rezisztenciagént jellemeztek
mar, és hasznalnak a nemesit6 programokban (Gururani és mtsai, 2012).

Az R-gének molekularis jellemzése lehetdveé tette kozvetlen markerek fejlesztését,
amelyeket rezisztenciagén analdg polimorfizmus (RGAP) markereknek neveziink. Az
RGAP markerek a rezisztenciagének konzervalt régidira — nukleotid-k6td hely (NBS),
leucinban gazdag ismétlédés (LRR), protein kinaz — tervezett primereken alapulnak (Chen
¢és mtsai, 1998). Tobb RGAP markert hasznaltak mar sikeresen rezisztenciagénekhez (Yan
és mtsai, 2003; Xie és mtsai, 2004; Chen és mtsai, 2006), koztik kalaszfuzarium
rezisztencia QTL-hez (Guo és mtsai, 2006; Mazaheri és mtsai, 2008) kapcsolt molekularis

markerek fejlesztéséhez buzaban.
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3. Célkitiizés

Munkank soran a Frontana brazil buzafajta fuzarium rezisztenciajanak molekularis
hatterét vizsgaltuk. A fuzariummal szemben torténd védekezés legkornyezetkiméldbb és
leggazdasagosabb mddja a rezisztencianemesités. A nagy ellenalloképességii kinai Sumai 3
mellett to6bb fontos kozepes ellenalloképességli rezisztenciaforras is ismert. Ezek kozé
tartozik a Frontana, amelynek rezisztenciajat tobb kutatd csoport is vizsgalta kiilonb6zo
térképezo populaciokban.

QTL térképezési munkank soran a GK Mini Mané/Frontana DH populéacioval
dolgoztunk. A ndvényanyagot a pontosabb eredmények érdekében Gsszesen hat epidémiai
szitudcidban vizsgaltuk két kisérleti év soran szant6foldon. Irodalmi adatok szerint
egyediilallo, hogy a Frontandban, a kaldszfert6zottség mellett, a szemfertdzottséget és a
dezoxinivalenol (DON) tartalmat is vizsgaltuk. A tobb rezisztenciafaktor vizsgalatat azért
végeztiik el, mivel valdszintlisithetd, hogy a tobb fuzarium rezisztencia tipussal kapcsolt
molekularis markerek nagyobb eséllyel jelzik valodi, molekularis fuzarium rezisztencia
QTL jelenlétét az adott kromoszoma szakaszon.

Hossza tava céljaink kozé tartozik rezisztenciagén analdog polimorfizmus (RGAP)
markerek azonositasa a populacioban, és annak vizsgalata, hogy ezek kapcsoltak-e, illetve
atfedésben vannak-e a térképezett fuzarium rezisztencia QTL-ekkel.

A dolgozatban leirt munkank elkészitésénél két célt hataroztunk meg:

1. A legtobb kutatocsoport eredményei alapjan Frontana eredetii bizonyitottan
fuzarium rezisztencidval kapcsolt QTL-t hordoz6 3A, 5A és 6B kromoszoman
kalaszfert6zottséggel, szemfertdzottséggel ¢s DON tartalommal kapcsolt QTL-ek
térképezése.

2. Négy rezisztenciagén analdog (RGA) primer tesztelése a két sziilon, és a
populacio hét fogékony ¢és hét rezisztens vonaldn rezisztenciagén analog

polimorfizmus (RGAP) markerek azonositasa érdekében.
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4. Anyag és modszer

4.1. Novényi anyag

A vizsgalt dihaploid (DH) populéciot (176 vonal) a Frontana és GK Mini Man6 fajtak
keresztezésébol hoztak 1étre portok-tenyésztéses novényregeneralasi rendszer segitségével
a szegedi Gabonakutatdé Nonprofit Kft-ben. A Frontana (Fronteira/Mentana) egy
Braziliabol szarmazo tavaszi buzafajta, amely kaldszfuzaridzissal szemben kozepesen
ellendll6. A szegedi Gabonakutatdé Nonprofit Kft-ben nemesitették a GK Mini Man6 buza
vonalat, ami egy jo terméshozamu fajta, azonban torpe tipusu és bizonyos betegségekre

fogékony, mint példaul a kaldszfuzariozis, illetve a lisztharmat.

4.2. Szantofoldi kisérletek

4.2.1. Szantofoldi elrendezés

A novényi anyagot Szegeden a Gabonakutatd Nonprofit Kft. kecskés-telepi
tenyészkertjében vizsgaltak két éven keresztiil: 2008-ban és 2009-ben. A vetés az 0szi
buzanal megszokott idében tortént Wintersteiger Plot Spider vetdgéppel (Wintersteiger
GmbH, Ried, Asztria). A parcellakat (azaz genotipusokat) két ismétlésben vetették,
randomizalt koplett blokk elrendezésben, hogy igy késébb a kisérletek {6 parcellaiként
szolgéljanak. Mindkét ismétlésekben 1,5 m hosszl sorok voltak. A {6 parcellak szélessége
aszerint alakult, hogy hany izoldtumot hasznaltak a fertézéshez: egy sorban egy
kalaszcsokrot fertdztek, tehat pl. 3 izolatummal torténd fertézés esetén 3 sorbol alltak a

parcellak.

4,2.2. Inokulum készités és fertozés

A fuzarium szuszpenziot Czapek-Dox folyékony téptalajjal toltott 10 literes hoallo
lombikokban készitették (1000 cm?® tapoldat: 30 g szacharoz; 2 g NaNOs; 2 g KH,POy4; 0,5
g KCI; 0,5 g MgSO4; 10 mg Fex(SO4)3; 1000 cm?® H,0; 18 g agar) (Mesterhazy, 1977). Egy
hétig levegoztették szobahdmérsékleten, ezutdn felhasznalasig 4 °C-on taroltdk. Az
izolatumok agresszivitasat Petri csészékben tesztelték Mesterhazy (1985) modszere szerint.
Azokat az izolatumokat, amelyek nem bizonyultak elég agresszivnek kizartak a kisérletbol.
Minden genotipust F. culmorum és/vagy F. graminearum egyedi izolatumaival fert6zték.
Az izolatumok inokulumainak részleteit az 1. tdblazatban kozoljiik. A kisérletek soran

Osszesen hat izolatumot hasznaltak.
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1. tablazat: A két év Kkisérletei soran hasznalt izolditumok neve, a szant6foldi vizsgalatoknal
hasznalt konidiumok szama/cm®, és a patogenitasi teszt eredményei (a fert6zott szemek szazalékos
aranya).

By Kisf:rlet Izol4tum neve kor}idiumo%( Patogenitasi
szama szama/cm teszt (%)
2008 1 Fg. 12377 5,7*10° 13,5
2 Fc. 12551 2,2*10° 30,2
3 Fg. 46.06 1.3*10° 358
2009 4 Fc. 12551 0,5*10° 52,1
5 Fc. 12551 0,2*10° 41
6 Fg. 12377 0? 39,6

& Csak micélium volt jelen.

A fertézés teljes virdgzaskor (Feekes fejlodési allapot 10.5.1) tortént. A 15-25 kalaszbol
all6 csokrokat kézi permetezdvel, mintinként kériilbeliil 15-20 ¢cm® gomba szuszpenzid
felhasznalasaval permetezték le minden oldalrol, Mesterhazy (1987, 1995) leirasa szerint.
Egy sorba egy csokrot helyeztek, 30-40 cm tavolsagra egymastol.

A fert6zés utan a csokrokat atlatszo polietilén zacskoval takartdk le 48 oraig, hogy a
fuzarium novekedéséhez optimalis hOmérsekletet és paratartalmat biztositsak. A zacskok
eltavolitdsa utdn azonositd cimkével ellatva, korilbelill a novény magassag felénél a
novényeket lazdn Osszekotve hagytdk, annak érdekében, hogy a levelek megfelelden

tudjanak fotoszintetizalni.

4.2.3. A fertozottség sulyossaganak felmérése

A kalaszfert6zottség stlyossdganak megfigyelését a fertdzés utan 10 nappal kezdték, és
minden negyedik nap ismételték. A kalaszfert6zottség értékelése 0-100-ig terjedd linearis
skalan tortént (fertézott kaldszkak szazalékos aranya). A megfigyeléseket 4 naponta
végezték egészen addig, mig a kaldszokon az érés tlinetei nem jelentkeztek: ez atlagban
négy alkalmat jelent egy szezonban.

A csokrokat metszdolloval arattdk, mely soran minden egyes csokrot kiilon papirtasakba
helyeztek, és abban taroltak cséplésig. A cséplést cséplogéppel (Wintersteiger LD 180,
Ried, Ausztria), alacsony szélerésség mellett végezték, a toppedt, alacsony
ezerszemtomegli magvak megorzése érdekében. A pelyva eltavolitdsa 1€garamoltatason
alapuld szeparatorral (Ets Plaut-Aubry 41290, Conan-Oucques, Franciaorszag) tortént.
Ezutan a szemfertdzottség sulyossagat vizudlisan értékelték: fehér krétaporszerli és

rozsaszin elszinez6désti magvak szazalékanak meghatarozasa. A toppedt, am elszinezddést
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nem mutatatd magvakat nem vették fuzdrium fert6zottnek, mert ezek a fertézési pont

folotti elhalt kalaszvégbdl szarmaznak (Lehoczki-Krsjak és mtsai, 2010).

4.3. Laboratdériumi vizsgalatok

4.3.1. Dezoxinivalenol (DON) akkumuldcio vizsgalata

A DON akkumulacidt az egyes vonalak magvainak DON koncentracio (mg/kg)
értekeivel jellemeztik. A DON analizist, a szant6foldi kisérlet egyes ismétléseinek
Osszedntott mintdin végeztilk nagy teljesitményli folyadék kromatografidval (HPLC), a

kovetkezo protokoll szerint:

Minta el6készités:

1. Egy gramm &rleményt extrahaltunk 5 cm?® acetonitril: viz 84:16 (V/IV %)
aranyu keverékével vertikalis razogép segitségével 2,5 6rdn keresztiil.

2. Az extraktumot centrifugaltuk (10 000 rpm, 10 perc).

3. A laborban készitett Al,O3:aktiv szén (20:1, m/m %) keverékét tartalmazo
szilard fazisu extrakcids oszlopon (SPE) 1 cm® extraktumot atengedtiink, majd az
oszlopot 2 cm?® extrakcids olddszerrel mostuk. Az oszlopon athalad6 extraktum és
oldészer elegyét centrifugalis beparloban beparoltuk. Visszaoldottuk 500 pl
acetonitril: viz 20:80 (V/V %) aranyu elegyében ¢s HPLC-fiolaba pipettaztuk.

HPLC-kortilmények:

Késziilék: HP 1090 nagyhatékonysagt folyadékkromatograf (Agilent, Waldbronn).
Oszlop: Polaris C18-A (5 um, 100 x 4,6 mm).
El6tétoszlop: Polaris C18-A (5 um, 10 x 3mm).
Oldoszerek:

LA viz

,,B”: acetonitril
Gradiens:

0 perc — 5 perc 15 % B.

5 perc — 8 perc 15 % B.

8 perc — 10 perc 5 % B.

10 perc — 12 perc 5 % B.
Aramlasi sebesség: 1 cm3/perc.

Injektalt térfogat: 10 pl.
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Oszlop hémérséklete: 40 °C.

Detektalasi hullamhossz: 219 nm.

4.3.2. Genomi DNS kivondsa
A DNS-t fiatal hajtas levélbol izolaltak CTAB-modszer szerint (Rogers és Bendich,
1985). A DNS minéségének és mennyiségének mérését NanoDrop 1000

Spektrofotométerrel (Thermo Scientific Company) végezték.

4.3.3. A QTL térképezéshez hasznalt molekularis markerek vizsgalata

Az SSR markerek tesztelését a Gabonakutatdo Nonprofit Kft-ben végezték. A markerek
nagy részét szakirodalom (Roder és mtsai, 1998; Somers ¢s mtsai, 2004; Mardi és mtsai,
2006) alapjan valasztottadk. A PCR reakcios elegy dsszetétele: 0,12 uM forward primer
0,12 uM reverse primer, 1X PCR Master Mix (Fermentas) ¢s 20 ng DNS templat 10 pl
végtérfogatban. A PCR reakciot 96 mintahelyes Eppendorf Mastercycler®ep késziilékkel
végezték, a kovetkezo program szerint: 1 ciklus 8 perc 94 °C, majd 40 cikluson keresztiil,
minden ciklusban 5 perc 94 °C, 5 perc 50-60 °C, és 8 perc 72 °C, ezt kovetden 1 ciklus 5
perc 72 °C. A PCR termékeket 5 %-os poliakrilamid gélen valasztottak el (Szabd-Hevér és
mtsai, 2008, 2012).

A DAIrT analizis eredményét a Diversity Arrays Technology Pty Limited ausztral cégtdl
rendeltik meg. Az Excel eredményfajl tartalmazza a marker neveket, statisztikai
informaciokat, valamint azt, hogy egy adott marker egy adott genotipus DNS-ével
hibridizalt (jeldlése: 1), vagy sem (jelolése: 0). A statisztikai informacidk koziil a
Reproducibility (a marker adatok reprodukalhatosaga), a Call Rate (hianyz6 adatok
aranya), és a PIC (Polymorphism Information Content, polimorfizmus informacié

mennyisége, ami megmutatja a 0 és 1 értékek aranyat) voltak a legfontosabbak.

4.3.4. Rezisztenciagén analog (RGA) vizsgalatok

Négy rezisztenciagén analég (RGA) primer parral (2. tablazat) végeztiik el az eldzetes
teszteket. A primereket a populacio hét rezisztens €s hét fogékony genotipusan, illetve a
két sziilon teszteltiik, a rezisztens és fogékony vonalak kozott polimorfizmust keresve, az
egész populacion tesztelhetd rezisztenciagén analdég polimorfizmus (RGAP) markerek
meghatdrozasanak céljabol.

A PCR reakciot Bio-Rad iCycler iQ™ Real-Time PCR (Bio-Rad Laboratories, Inc.)
késziilékkel végeztiik. A PCR reakcios elegy Osszetétele: 0,6 uM forward primer, 0,6 uM
reverse primer, 2X DreamTaq™ PCR Master Mix (Fermentas) és 37,4 ng DNS templat 10
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ul végtérfogatban. A PCR program beallitasa Shi és mtsai (2001) alapjan a kdvetkezd volt:
1 ciklus 5 perc 94 °C, majd 45 ciklus, minden ciklusban 1 perc 94 °C, 1 perc 45 °C (a
hémérsékletvaltas 94 °C-rol 45 °C-ra 2,5 perc alatt tortént) és 2 perc 72 °C, majd végiil 1
ciklus 7 perc 72 °C. A mintakat a PCR reakciot kovetéen 4 °C-on tartottuk.

A PCR terméket 5 %-os poliakrilamid gélen vélasztottuk el, melyet kovetéen eziist-

festést alkalmaztunk Bassam és mtsai (1995) modszere szerint.

2. tablazat: Rezisztenciagén analég polimorfizmus (RGAP) markerek meghatarozasahoz, az
elozetes tesztekben hasznalt rezisztenciagén analég (RGA) primer parok polaritas, és szekvencia
adatai.

Primer parok (forward-reverse) polaritas Szekvencia 5'-3' Forras

PtoF-PtoR forward GTTTACAAGGGTGTTTTGCG Wang és mtsai (1998)
reverse TATTATGCGACTCCACTGCC

NF-NR forward ATGGTGTTCGGATTATGGGG Wang és mtsai (1998)
reverse TTGTGTCGGAGTTGGAGGTG

Pto kin 1-Pto kin 2 forward GCATTGGAACAAGGTGAA Chen és mtsai (1998)
reverse AGGGGGACCACCACGTAG

Pto kin 3-Pto kin 4 forward TAGTTCGGACGTTTACAT Chen és mtsai (1998)
reverse AGTGTCTTGTAGGGTATC

4.4, Statisztikai analizis

4.4.1. A kalaszfuzdariozis rezisztencidt jellemzo tulajdonsdgok statisztikai elemzése

Az atlagok, a minimum és maximum értékek, és a szoérds kiszdmitdsdhoz Microsoft
Office Excel szamitogépes programot hasznaltunk. A normal eloszlas és korrelacio
vizsgalatokat, és a kéttényez6s varianciaanalizist ismétlés nélkiil a program Analysis
ToolPak bdvitményével végeztiik. A kéttényezds varianciaanalizis vizsgéalatot ismétléssel
az SPSS 15.0 program ,,General Linear Model” (GLM) funkcidjaval végeztiik el, amellyel
a genotipus x kisérlet kolcsonhatast (GxE) vizsgaltuk.

A kiilonboz6 években hasznalt eltéré izolatumokat egyedi kisérletként (epidémiai
szituacid) elemeztiik. Mivel a fuzarium rezisztencia nem fajspecifikus (Mesterhazy, 1995,
2002a), ezért az F. culmorum ¢és F. graminearum altal okozott epidémiak egyiitt
elemezhetéek. Az Orokdlhetdséget Nyquist (1991) szerint szadmitottuk ki, a kovetkezd
képletet hasznalva: H? a kisérletek kozott = 1-(MSgxe/MSg) (MSgye: atlagos eltérés

négyzetdsszeg genotipus x kisérlet; MSq: atlagos eltérés négyzetdsszeg genotipus).

4.4.2. QTL analizis
A QTL térképezést a 3A, SA és 6B kromoszdmakon végeztiik el.
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A kapcsoltsagi csoportok meghatarozasat a JoinMap® 3.0 (Van Ooijen és Vorrips,
2001), az &sszetett intervallum térképezést pedig MapQTL® 5 (Van Ooijen, 2004)
szamitogépes  programok  segitségével  végeztik. A  kapcsoltsagi  csoportok
meghatarozasahoz 0,45 maximalis rekombinacios gyakorisag értéket hasznaltunk.

Az intervallum térképezést a két kisérleti év kaldszfert6zottség, szemfertdzottség és
DON akkumulacié adataival, valamint a két év adatdnak Osszesitett atlagaival is
elvégeztik. A QTL-ek meghatarozasanal a permutdcios teszt soran kapott 1,7-nél
magasabb LOD értékeket itéltiink szignifikansnak.

Az eredmények megvitatasakor a molekularis markerek sszehasonlitasat, a Triticarte™
buza genom DArT marker (www.triticarte.com.au), és Somers ¢és mtsai (2004)

mikroszatellit kapcsoltsagi térképe alapjan végeztiik.
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5. Eredmények

5.1. A kalaszfuzariozis rezisztenciat jellemzo tulajdonsagok statisztikai elemzése

A 3. tablazatban adjuk meg az egyes kisérletekben (1-6) kapott kalaszfert6zottség,
szemfert6zottség és DON adatokkal kapott populacié atlagot, a két sziilé atlagat, a
populdci6 minimum, maximum ¢és szoérds értékeit. A kisérletekhez hasznalt kiilonb6zo
izolatumok és a két év kornyezeti tényezdinek kiilonbsége természetes valtozatossagot
okozott a populacio és a sziildi atlagok kozott. A két sziild a kalaszfuzaridzissal szembeni
ellendlloképességének megfeleld rezisztenciaszintet mutatott. A kisérletek 0Osszesitett
kalaszfertozottség, szemfertdzottség és DON adatok atlaganak eloszlasat a populacidban,
az 1., 2. és 3. dbran mutatjuk be. A sziilok kalaszfertdzottség, szemfertdzottség és DON
értekekei kozotti nagy eltérésnek tulajdonithatd a szignifikdns genetikai valtozatossag a
térképezd populacidban.

3. tablazat: A GK Mini Mané/Frontana DH populacié vizsgalata soran alkalmazott Fusarium
culmorum (Fc.) és Fusarium graminearum (Fg.) izolatumok altal okozott kalaszfertézottség (FHB)

és szemfertozottség (FDK) és dezoxinivalenol (DON) adatok atlag, minimum, maximum és szoras
értékei.

Kisérlet Izolatum GK Mini  Populacié Populacié Populacio Populacio
szama neve Jellemz6 Frontana Mano atlag minimum maximum  szorasa
1 Fg. 12377 FHB (%) 39,3 65,6 52,5 18,3 85,0 12,6

FDK (%) 50,0 97,5 84,9 30,0 100,0 12,8

DON (mg/kg) 47,6 84,4 67,5 23,6 1425 20,6

2 Fc. 12551 FHB (%) 25,3 54,1 41,1 6,3 81,3 14,5
FDK (%) 43,8 94,5 79,1 15,0 100,0 16,9

DON (mg/kg) 100,2 225,7 192,9 52,8 4922 75,2

3 Fg. 46.06 FHB (%) 33,2 71,6 56,1 20,8 86,3 13,5
FDK (%) 57,5 92,8 81,2 20,0 100,0 22,1

DON (mg/kg) 30,0 64,8 57,3 3,6 150,9 22,1

4 Fc. 12551 FHB (%) 25 27,6 15,2 0,0 53,2 10,8
FDK (%) 1,3 78,8 30,4 0,0 90,0 255

DON (mg/kg) 2,2 38,0 177 1,6 50,8 114

5 Fc. 12551 FHB (%) 2,3 36,5 229 0,0 64,0 12,7
FDK (%) 0,5 87,5 45,7 0,0 95,0 27,0

DON (mg/kg) 0,4 90,8 35,6 0,3 93,5 21,1

6 Fg. 12377 FHB (%) 10,1 39,5 249 0,8 67,0 13,7
FDK (%) 9,0 81,3 48,6 0,0 98,0 28,8

DON (mg/kg) 8,0 59,0 29,2 2,4 76,4 17,9
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1. abra: A Kkisérletek 6sszesitett kalaszfert6zottség atlagainak eloszlasa a két sziilé (GK Mini Mané
és Frontana) és 169 DH vonal kozott.
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2. abra: A Kkisérletek Osszesitett szemfertozottség atlagainak eloszlasa a két sziilé (GK Mini Mano
és Frontana) és 169 DH vonal kozott.
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3. abra: A Kkisérletek osszesitett dezoxinivalenol (DON) tartalom eloszlasa a két sziil6 (GK Mini
Mané és Frontana) és 169 DH vonal kozott.
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Kéttényez0Os varianciaanalizist (ANOVA) ismétléssel végeztiink a kalaszfertézottség (4.
tablazat) és szemfert0zottség (5. tdblazat) adatokon a hat kisérlet kozott. A DON adatokkal
kéttényezds varianciaanalizist ismétlés nélkiil (6. tablazat) végeztiink, mivel a méréseket az
egyes ismétlések OsszeOntdtt mintaibol végeztiik. Szignifikdns kolcsonhatast talaltunk
mind a harom tulajdonsag (kaldszfert6zottség, szemfert6zottség, DON) és az izolatumok,
tovabba mindharom tulajdonsag és a genotipusok kozott is. A kalaszfertézottségi adatok
kéttényezO6s varianciaanalizise szerint a koOlcsonhatds €s a genotipus fOhatas kozotti
kiilonbség tobb mint hétszeres, a szemfertdézottségi adatoknal ugyanez a kiilonbség
OtszOr0s. Mindez az adatok pontossagara, jol ismételhetoségére utal. Az 6rokolhetdség
értékek (kalaszfertdzottség estében 0,87; szemfertd6zottség estében 0,80), a kisérletek jo

reprodukélhat6sagat mutatjadk mindkét tulajdonsag esetén.

4. tablazat: A Kkalaszfertozottség Kkéttényezos varianciaanalizise ismétléssel a GK
Mini Mané/Frontana DH populacioban.

df MS F-érték P
Genotipus 173 1160,80 49,13 <0,0001
Kisérlet 5 99188,37 4197,70 <0,0001
Genotipus x Kisérlet 862 151,84 6,43 <0,0001
Error 1041 23,63

5. tablazat: A szemfertozottség Kkéttényezds varianciaanalizise ismétléssel a GK
Mini Mané/Frontana DH populacioban.

df MS F-érték P
Genotipus 173 282391 50,44 <0,0001
Kisérlet 5 183044,08  3269,68 <0,0001
Genotipus x Kisérlet 862 553,45 9,89 <0,0001
Error 1041 55,98

6. tablazat: A DON adatok Kkéttényezés varianciaanalizise ismétlés nélkil a GK
Mini Mané/Frontana DH populacioban.

df MS F-érték P
Genotipus 171 2523,99 2,58 <0,0001
Kisérlet 5 717949,23 732,96 <0,0001
Error 855 979,52

Korrelaciét mind a harom tulajdonsag (kalaszfert6zottség, szemfert6zottség, DON)
egyes kisérletekben kapott értékei, egyes vizsgalati években kapott atlagai és Osszesitett
atlagai kozott szamoltunk (Fiiggelék 1. tablazat). Szignifikdns korrelacios értékeket

kaptunk az egyes tulajdonsdgokon beliil, mig a kiilonb6zé tulajdonsagok kozott kisebb
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korrelacié van. A szemfert6zottség és kalaszfertdzottség stlyossaga kozott, valamint a
szemfertdzottség és a DON adatok kozott szorosabb a korrelacio, mint a kalaszfert6zottség
¢és a DON adatok kozott. A 2008 évi Fg. 12377-es izolatum (1. kisérlet) és az Fg. 46.06-0S
izolatum (3. kisérlet) kalaszfertozottség ¢és DON adatai kozott a korrelacid nem

szignifikans.

5.2. QTL térképezés

A kapcsoltsagi térképek készitésénél a harom kromoszoman (3A, 5A, 6B) 78 markert
(14 SSR és 64 DArT) térképeztiink be 6t kapcsoltsagi csoportba, amelyek dsszesen 341 ctM
genetikai tavolsagot fednek le.

A QTL analizist az egyes izolatumok kalaszfert6zottség, szemfertdzottség és DON
adataival kiilon-kiilon is elvégeztiik, illetve a két vizsgdlati év atlag értékeivel és a
kisérletek Osszesitett atlagaival. Az Gsszes azonositott fuzarium rezisztenciaval kapcsolt
kromoszéma régioé Frontana eredetli. A betérképezett QTL-ek kisérletenkénti LOD értékeit
a 7. tablazatban kozoljiik. Néhany kivételtdl eltekintve, az évek atlag értékeivel és az
Osszesitett atlaggal elvégzett térképezés (8. tablazat) szignifikdnsan jobb eredményeket
adott, mint az egyes kisérletek értékeivel végzett. Az Osszesitett atlagokkal kapott QTL
LOD értekek gorbéit az egyes kromoszémak kapcsoltsagi térképein a Fiiggelék 1., 2. és 3.

abrain mutatjuk be.

5.2.1. Kalaszfertézottséggel kapcsolt QTL-ek:

Az 5A (Xgwml29-tPt-6183) 6B (Xgwm88) kromoszoma régiokon kaptunk
kalaszfert6zottséggel kapcsolt QTL-eket. A 6B kromoszéoman 1évé QTL-nél kaptuk a
legmagasabb LOD értéket (8,68), amely a fenotipusos variancia 22,8 %-ért felelés (VE).
Mindkét QTL kapcsoltsagot mutatott szemfert6zottséggel és DON tartalommal is.

5.2.2. Szemfertizottséggel kapcsolt QTL-ek:

A 3A (WPt-1562-wPt-5886), 5A (WPt-3334-wPt-9748 és Xgwm129-tPt-6183) és a 6B
(WPt-4218-wPt-6160 és Xgwm88) kromoszoma régiokon kaptunk szemfertézottséggel
kapcsolt QTL-t. Az 5A (Xgwm129-tPt-6183) kromoszoman 1évé QTL-nek van a
legmagasabb LOD értéke (6,17), amely a fenotipusos variancia 16,3 %-ért felelés (VE). A
3A kromoszoma WwPt-1562-wPt-5886 és az S5SA kromoszoma wPt-3334-wPt-9748

markerrégioja a szemfert6zottség mellett a DON akkumulacioval is kapcsoltsagot mutatott.
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Az 5A (Xgwm129-tPt-6183) ¢s a 6B (Xgwm88) kromoszoma régid is atfedést mutatott a
DON tartalmat, és kalaszfert6zottséget befolyasolo QTL-ekkel is.

5.2.3. DON tartalommal kapcsolt QTL-ek:

A 3A (WPt-1562-wPt-5886), 5A (WPt-3334-wPt-9748 és Xgwm129-tPt-6183) és a 6B
(Xgwm88) kromoszoma régiokon kaptunk DON tartalommal kapcsolt QTL-t. A 6B
(Xgwm88) kromoszoma région 1évé QTL-nek van a legmagasabb LOD értéke (2,92), és a
fenotipusos variancia mintegy 8,8 %-ért felelds (VE). Az 5A kromoszoéma
WPt-3334-wPt-9748 és az Xgwml29-tPt-6183 régidjaban két elkiiloniilé DON
akkumulacidval kapcsolt QTL-t térképeztiink.

A 3A (wPt-1562-wPt-5886), 5A (wPt-3334-wPt-9748) kromoszoma régioban
elhelyezkedd QTL a DON tartalom mellett, a szemfert6zottséggel is kapcsolt. Az 5A
(Xgwm129-tPt-6183) és 6B (Xgwm88) kromoszoma régidkban 1évé fuzarium rezisztencia

QTL-ek mindharom tulajdonsaggal kapcsoltak.

5.3. Rezisztenciagén analog (RGA) vizsgalatok

Ahogy az a 4. abran lathato az NF-NR primer par esetén, a tobbi tesztelt RGA primer
parral sem kaptunk egyértelmiien polimorf mintazatot sem a sziilék, sem a populécid hét
rezisztens és hét fogékony vonala kozott. fgy nem tudtunk rezisztenciagén analdg
polimorfizmus (RGAP) markereket meghatirozni, amelyet az egész populacion

tesztelhetnénk.
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Fogékony vonalak

bp L Rezisztens vonalak

F

1000

500

400

300

200

4, abra: A GK Mini Mané/Frontana DH populacié kalaszfuzariozisra fogékony sziil6jének (M:
GK Mini Mano), rezisztens sziil6jének (F: Frontana) és a populacié 7 fogékony és 7 rezisztens
vonalinak NF-NR primer parral kapott PCR termékeinek 5 %-os poliakrilamid gélen tortént
elvalasztasaval kapott mintazata. L: DNS létra.
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7. tablazat: A térképezési munkank soran betérképezett kalaszfertozottséggel (FHB), szemfertozottséggel (FDK), és dezoxinivalenol (DON) tartalommal
kapcsolt fuzarium rezisztencia QTL-ek kisérletenként (1-6) kapott LOD értékei. A vastagon szedett LOD értékeket tekintjiik szignifikansnak.

FHB FDK DON
1. 2. 3. 4. 5. 6. 1. 2. 3. 4. 5. 6. 1. 2. 3. 4. 5. 6.

Marker Kromoszoma | kisérlet kisérlet kisérlet kisérlet kisérlet kisérlet | kisérlet kisérlet kisérlet kisérlet kisérlet kisérlet | kisérlet kisérlet kisérlet kisérlet kisérlet kisérlet
WPt-1562-wPt-5886 3A 0,12 0,15 0,56 0,16 0,06 0,07 1,74 1,73 2 0,62 0,28 0,6 2,08 1,32 1,99 1,51 1,85 0,75
WPt-3334-wPt-9748 5A 1,25 0,93 0,9 041 0,29 0,64 0,88 0,05 1,32 1,7 1,42 1,51 0,32 1,31 0,21 1,55 1,41 2,07
Xgwm129-tPt-6183 5A 5,69 2,39 3,17 3,85 4,53 2,65 3,3 4,33 3,72 6,41 3,85 2,19 11 1,86 1,44 3,59 1,89 0,6
wPt-4218-wPt-6160 6B 0,34 0,65 0,47 0,18 1,12 1,37 1,66 1,64 5,13 0,94 1,67 2,26 0,17 0,71 0,98 0,07 1,29 0,82

Xgwm88 6B 6,86 6,5 5,9 1,81 2,53 5,03 1,15 2,25 1,51 3,7 3,76 5,42 0,08 1,82 0,43 1,93 3,29 1,81

8. tablazat: A térképezési munkank sordn betérképezett kalaszfert6zottséggel (FHB) és szemfertézottséggel (FDK) és dezoxinivalenol (DON) tartalommal
kapcsolt fuzarium rezisztencia QTL-ek, a két vizsgalati év (2008 és 2009) adatainak atlagaval, és a kisérletek Osszesitett atlagaval (Atlag) kapott LOD
értékei, valamint a fenotipusos variancia érték, ami QTL hatasaval magyarazhaté (VE). A vastagon szedett LOD értékeket tekintjiik szignifikansnak.

Marker
wPt-1562-wPt-5886
wPt-3334-wPt-9748

Xgwm129-tPt-6183
wPt-4218-wPt-6160
Xgwm88

FHB FDK DON

2008 2009 Atlag 2008 2009 Atlag 2008 2009 Atlag

Kromoszéma [ LOD VE |LOD VE |LOD VE |LOD VE |LOD VE |LOD VE |LOD VE|LOD VE|LOD VE
3A 029 ns. | 001 ns |013 ns.|269 112|057 ns |1,34 ns. |205 79|172 66|262 99
5A 029 ns. |03l ns. |[097 ns.| 08 ns. [183 591|207 661109 ns.| 24 ns.| 222 7,6
5A 415 104|456 114|569 15 [585 143|464 124|617 163| 22 58|197 55]|267 7.9
6B 057 ns.| 09 ns. | 08 ns. |361 108|178 ns.|3,02 891081 ns.| 09 ns.| 102 ns.
6B 781 196|331 12,7/868 228|246 64 |495 124|574 144|143 ns.|331 85|292 88

n.s.: nem szignifikans
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6. Eredmények értékelése

6.1. QTL térképezés eredményei

Az egyes kisérletekkel, és az atlag értékekkel kapott LOD adatokat 9sszehasonlitva jol
lathatd, hogy az atlag értékekkel a legtobb esetben szignifikdnsabb LOD értékeket
kaptunk. Ez is alatamasztja azt, hogy a kis és kdzepes hatasu fuzarium rezisztencia QTL-ek
tobb epidémiai szitudcioban torténd vizsgalata elengedhetetlen azok minél pontosabb
meghatarozaséhoz.

Az elvégzett korreldcidanalizisnél lathatd, hogy a vizsgalt fuzdrium rezisztencia
tulajdonsagok koziil a szemfert6zottség adatok és a DON tartalom kozott a legszorosabb az
Osszefliggés. Mindez a térképezési munkank eredményében is megmutatkozik, hiszen a
szemfert6zottséggel és DON tartalommal kapcsolt QTL-ek szorosabb atfedést mutattak
egymassal, mint a kalaszfuzariummal kapcsolt QTL-ekkel. Mindez arra az igen fontos 1j
eredményre utal, hogy a novények valds fuzarium rezisztencia szintjét leginkabb a
szemfertdzottségi és DON adatok tiikrozik, a kalaszfert6zottségi adatokkal kevésbé
megbizhatd eredményeket kapunk.

Irodalmi adatok alapjan ez az els6 vizsgalat, amelyben mindharom tiinetre térképeztek,
¢s DON tartalommal kapcsolt QTL-t azonositottak Frontana eredetli populacioban. Ez
nemcsak Frontana, de mas rezisztenciaforrdsok genetikai hatterét tanulmanyozé
kutatasokban is ritkasagnak szamit.

Térképezési munkdnk sordn a hirom kromoszoéman Osszesen o6t QTL régiot
térképeztink be. A 6B (WPt-4218-wPt-6160 ¢s Xgwm88) kromoszoma régidkon
valosziniileg két kiilon fuzarium rezisztencia QTL helyezkedik el. Az SA kromoszdéma
WPt-3334-wPt-9748 ¢és Xgwm129-tPt-6183 markerrégidjaban térképezett QTL-ek esetén
nem lehet biztosan megmondani, hogy egy nagyobb kromoszoma régiot lefedd, vagy pedig
két egymashoz kozel elhelyezkedd QTL-rdl van szo6.

Az altalunk 3A kromoszoman azonositott DON tartalmat befolyasolé QTL-t
Frontanaban, vagy Frontana eredeti sziiloben Steiner és mtsai (2004), Mardi és mtsai
(2006), Berzonsky és mtsai (2007), Srinvasachary és mtsai (2008) és Szabo-Hevér és mtsai
(2012) is kapcsoltnak talalta fuzarium rezisztenciaval. A molekularis marker adatok
Osszehasonlitdsa alapjan azt lehet mondani, hogy az altalunk meghatarozott DON
tartalommal és a szemfert6zottséggel kapcsolt 3A (wWPt-1562-wPt-5886) QTL megegyezik

a Mardi és mtsai (2006) altal Frontana/Falat, Steiner és mtsai (2004) és Szabo-Hevér és

31



mtsai (2012) altal Frontana/Remus populacioban azonositott kalaszfert6zottséggel kapcsolt
QTL-lel.

Az altalunk 5A kromoszoma Xgwml129-tPt-6183 markerrégioban térképezett
kalaszfert6zottséggel, szemfertézottséggel és DON tartalommal kapcsolt QTL megegyezik
a Frontana/Remus populdcidban Steiner és mtsai (2004) altal kalaszfert6zottséggel,
valamint Szabo-Hevér ¢és mtsai (2008, 2012) altal kalaszfertézottséggel ¢és
szemfert6zottséggel kapesolt QTL-lel.

A 6B kromoszoma WPt-4218-wPt-6160 régidoban térképezett szemfertozottséggel
kapcsolt QTL megegyezik a Frontana/Remus populacioban Szabo-Hevér és mtsai (2012)
altal  térképezett kalaszfertézottséggel kapcsolt QTL-lel. A 6B  kromoszéma
WP1t-4218-wPt-6160 és Xgwmd88 marrkerrégiojan 1évé QTL-ekkel atfed6 QTL-eket azsiai
buzafajtak térképezése soran irtak le korabban (Shen és mtsai, 2003; Yang és mtsai, 2005).
Azonban nem gy tiinik, hogy az altalunk térképezett QTL-ek a Sumai 3-bol szarmazo
Fhb2-vel lennének azonosak.

Frontana-bol szarmazod szemfertézottséggel kapesolt QTL-eket Szabo-Hevér és mtsai
(2012) azonositott eldszor. Vizsgalataik soran azonban az altalunk szemfertézottséggel is
kapcsolt régioként azonositott 3A (WPt-1562-wPt-5886) és 6B (wPt-4218-wPt-6160,
Xgwm88) kromoszoma régiokon nem kaptak szemfert6zottséggel kapcsolt QTL-eket.

Vizsgalataink sordn a legmagasabb LOD és VE értékeket az SA (Xgwm129-tPt-6183) és
6B (Xgwm88) kromoszoma régiokon kaptunk. Ez a két kromoszoma régiéo mind a harom
vizsgalt rezisztencia tipussal kapcsoltsagot mutatott. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy
ezek stabil QTL-ek. Nem tudtuk azonban egyértelmiien megerdsiteni, hogy az egyéb
térképezd populaciokban 6B kromoszéman leirt fuzdrium rezisztencidval kapcsolt QTL-

ekkel atfedésben van-e az altalunk Xgwm88 markernél azonositott QTL.

6.2. Rezisztenciagén analég (RGA) vizsgalatok

RGAP markerek azonositasara iranyul6 vizsgalatoknal el6fordul, hogy igen nagy szamu
RGA primer tesztelése utdn csak viszonylag kevés primer parral kapnak polimorf
mintazatot (Xie és mtsai, 2004; Guo és mtsai, 2006). Bar a tesztelt primerekkel nem
sikerlilt polimorfizmust azonositani a populdcioban, érdemes tovabb folytatni a
vizsgalatokat tobb primer parral, esetleg nem hagyomanyos primer parositasokkal (Xie és

mtsai, 2004; Guo ¢és mtsai, 2006; Mazaheri és mtsai, 2008) elvégezni az el6zetes teszteket.
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7. Osszegzés

Munkank soran a legstabilabban térképezhet6 QTL-eket az 5A kromoszéma
Xgwm129-tPt-6183 és 6B kromoszoma Xgwm88 markerrégiokon kaptuk. Ugy gondoljuk,
hogy ezeket a markereket érdemes hasznalni a markerekkel tdmogatott szelekcidé (MAS)
soran. Kiilondsen igaz ez az SA (Xgwm129-tPt-6183) kromoszéman 1évé QTL markereire,
hiszen ezt a QTL-t tobb Frontana eredetli populacidban is sikeriilt azonositani.

Kapott eredményeink is aldtdmasztjak, hogy a fuzarium rezisztencia QTL térképezési
vizsgalatoknal a QTL-ek minél pontosabb meghatarozasa, és jellemzése érdekében nagyon
fontos tobb rezisztencia tipus megfeleld patogenitasu izolatumokkal torténd vizsgalata tobb
epidémiai szituacioban. Mindez fokozottan érvényes az olyan kornyezeti hatasokra
érzékeny kis és kozepes hatasu QTL-ek esetében, mint amivel a Frontana is rendelkezik.

Az is vilagosan latszik, hogy a fuzarium rezisztenciaért nem egy vagy két gén felelds,
hanem tSbb kis és kozepes hatastt QTL egyiittmiikodése alakitja ki. Ugy gondoljuk, hogy a
rezisztencianemesités soran a kalaszfert6zottség mellett a szemfertdzottségre és DON
tartalomra is fontos szelektalni, hiszen az eredményeink is azt mutatjak, hogy a kiilonb6zo
rezisztencia tipusokat olykor kiilonb6zé genetikai faktorok alakitjdk ki. Ez nemzetkozi
viszonylatban is igen fontos 1j eredmény.

Fontosnak tartjuk a rezisztenciagén analog (RGA) vizsgalatok tovabb folytatasat, mert
ugy véljik, hogy stabilan térképezhet6 Frontana fuzarium rezisztencia QTL-lel kapcsolt
rezisztenciagén analdg polimorfizmus (RGAP) markerek azonositdsa nagyban eldsegitené
a megbizhatd, egyszerien hasznalhatd markerek fejlesztését MAS-hoz, valamint
szekvencia adatok alapjan a rezisztencia hatterében all6 génfunkciokra és élettani

folyamatokra is fényt derithetiink.
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1. dbra: A Kkisérletek dsszesitett adataival kapott kalaszfertozottséggel (FHB), szemfert6zottséggel
(FDK) és dezoxinivalenol (DON) akkumulaciéoval kapcsolt fuzarium rezisztencia QTL-ek LOD
értékei, és elhelyezkedése a 3A kromoszoman.
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2. abra: A Kisérletek osszesitett adataival kapott kalaszfertézottséggel (FHB), szemfert6zottséggel

(FDK) és dezoxinivalenol (DON) akkumulacioval kapcsolt fuzarium rezisztencia QTL-ek LOD
értékei, és elhelyezkedése az SA kromoszéman.
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1. tablazat: A kaldszfert6zottség (FHB), szemfertozottség (FDK) és dezoxinivalenol (DON) akkumulicio korrelicidja az egyes kisérletek (1-6), a két kisérleti
év atlagai (2008 és 2009), és a kisérletek dsszesitett atlagai (Atlag) kozott. (*: P=0,05; **: P=0,01;***: P=0,001; n.s.: nem szignifikans)

FHB FDK DON
1, 2. 3. 2. ; 6. . 1, ; ; ; ; 6. A 1. ; ; ; ; 6. .
Kisérlet  kisérlet  kisérlet  kisérlet  kisérlet  kisérlet 2008 2009 Atlag | piceret  kdsérlet  kisérlet  kisérlet  kisérlet  kisérlet 2008 2009 Allag | piceret  kisérlet  kisérlet  kisérlet  kisérlet  kisérlet 2008 2009 Atlag
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kisérlet
2. hk
kisérlet 0.7
3. ok ok
kisérlet 0,76 0,80
A 0,46%%*%  0,38%*x  (,42%%*
kisérlet ' ! !
FHB | 5. | gagoee  gagens  gagmer g 7gees
Kisérlet | " " '
6. 0,35%%%  0,37%%  (35%Rk  048%Fx  0,76%%*
Kisérlet | ’ ’ ’ '
2008 | 0,91%%%  0094%kx  Q92kk  (ABwEX  (ATHRE 039wk
2000 | 047k 04BRex  Q4*Rk  081%* 095Kk 0,87%%x | 0,50%k*
Atlag | 0,81  082%kx  8L*xk  072%kx  0,80%%*  0,71%x | 0,88%%*  0,85%**
L 0,37%%%  0,35%%  046%r%  0,20%% 0,330 0,33%x | 043Fk%  0,36%F%  0,46%r*
kisérlet
kl,fé'rla 0,34%%% 0 A7%ex  QA5FR  023% 031 0,27%% | 0,46%%*%  0,31%  0,46%%* | 0,74%%
3 ns. ns. 0,25%* ns. ns. ns. n.s. n.s. n.s. 0,44%** 0 41%**
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kisg'ﬂet 0,20%  027%%  0,22%  027%%  059%x  Q71%k | 025%%  0,62%%%  049%°* | 031%% 0374 ns. 055Fk  072%0%  (83%kx | 035kk  (78%kk  (75%x | 028%% 0,27 NS, 0Agrex (72w
2008 ns. 023%  0.27% ns. ns. ns. 0,23* ns. 0,22% | 0,49%%* 055%*x  Q45Fxx  (,19% ns. 021% | 0,60%%*  020%  040%%* | 0,72%% 00950  0,68%*  0,22% 0,20  0,30%*
2009 | 0,29%% 0,32%%  030%%  050%*  0,69%k* 070%%* | 0,33k 073%x  Q5QERk | 038%6x 043k 024% (750 081Fx (774 | 042w 086%Rx  0,84%cx | 028%%  031%F  0,21%  0,75%%  (03%k*%  (,88%%x | 0,32%x*
Atlag ns. 027%%  0,28%%  026%% 035%kx (35wkk | 027xkx  (37Rkk  (37HRk | O52Rex  QBQERR 0 44Fx  QA3%RE (ADRCx (4BRRE | 0B3Rek ATRRE 063%% | 0,700k 0,88%%  0,60%F*  045%%*  (5GRE  056%x | 0,02k 0,63%%
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Roviditések jegyzéke:

AFLP: amplified fragment lenght polymorphism, amplifikalt fragmenthossz
polimorfizmus.

ANOVA: analysis of variance, varianciaanalizis.

AUDPC: area under disease progress curve, jarvanygorbe alatti teriilet.

BC: backcross, visszakeresztezés.

DATrT: diversity arrays technology.

df: degrees of freedom, szabadsagfok.

DH: doubled haploid, dihaploid.

DON: dezoxinivalenol.

FDK: Fusarium-damaged kernels, szemfert6zottség.

FHB: Fusarium head blight, kalaszfuzariozis.

GXE: Genotype x Environment, genotipus x kdrnyezet kélcsonhatas.

HPLC: high-performance liquid chromatography, nagy teljesitményli folyadék
kromatografia.

LOD: logarithm of odds, a valosziniiség logaritmusa.

LRR: leucine-rich repeat, leucinban gazdag ismétlédés.

LRS: likelihood ratio statistic, valosziniiségi arany statisztika.

MAS: marker-assisted selection, markerekkel tamogatott szelekcio.

MS: Mean Square, atlagos eltérés négyzetosszeg.

NBS: nucleotide binding site, nukleotid-koto hely.

PCR: polymerase chain reaction, polimeraz lancreakcio.

PIC: polymorphism information content, polimorfizmus informacié mennyisége.

QTL.: quantitative trait locus, mennyiségi tulajdonsagot meghataroz6 lokusz.

RAPD: random amplification of polymorphic DNA, véletlenszeriien felszaporitott
DNS-polimorfizmus.

RFLP: restriction fragment length polymorphism, restrikcios fragmenshossz
polimorfizmus.

RGA: resistance gene analog, rezisztenciagén analog.

RGAP: resistance gene analog polymorphism, rezisztenciagén analdg polimorfizmus.

RIL: recombinant inbred lines, rekombinans beltenyésztett vonalak.

SNP: single-nucleotid polimorphism, egyetlen nukleotid polimorfizmus.

SPE: solid-phase extraction, szilard fazisu extrakcio.
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SSR: simple sequence repeat, mikroszatellit.

VE: explained phenotypic variance, magyarazott fenotipusos variancia.
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