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2. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A kozonséges buza (Triticum aestivum L.) legjelentésebb betegségei kozé tartoznak a
rozsdagombak. Hazankban a levélrozsda (Puccinia triticina Erikss.) a leggyakoribb
rozsdakorokozo (VIDA et al. 2009). Minden évben eléfordulhat, a fogékony fajtakban akar
50 %-os termésveszteséget is okozhat (MCINTOSH et al. 1995, PURNHAUSER & CSOSZ
2013). A vegyszeres ndvényvédelem a termelési koltség 15 %-ara  tehetd
(PURNHAUSER 2006), ami nemcsak draga, de a fungicidek hasznalata élelmezés-
egészségiigyl és kornyezetvédelmi szempontbdl is kockazatot jelent. A rezisztens fajtak
termesztésével  koltséghatékonyan  allithatunk el  egészséges  ¢€lelmiszert. A
betegségellenallosag hatterében a buza genomjaban talalhaté rezisztenciagének allnak. Az
optimalis genetikai védelem kialakitasat megkonnyiti ha ismerjiik, hogy a gazdasagilag

jelent6s fajtak milyen rezisztenciagénekkel rendelkeznek.

A rezisztenciagének meghatdrozdsa hagyoméanyos mesterséges fertézéses modszerrel
rendkiviil idéigényes és nehéz feladat. Molekularis markerek alkalmazasaval ezek a hatranyok
kikiiszobolhetokké valnak (TAR 2012). A nemesitdk munkajat nagyban segiti, hogy mara
tobb mint 70 levélrozsda rezisztenciagént (Lr gént) irtak le (MCINTOSH et al. 2013) és ¢

gének nagy része molekularis markerekkel jol azonosithato.

2013 majusaban csatlakoztam a Gabonakutaté Nonprofit Kft. Molekularis Genetika
Osztalyanak kutatomunkajahoz, melynek f6 feladata buzafajtak rezisztenciagénjeinek
markerekkel vald azonositasa, és a rezisztenciagének atvitele fogékony fajtakba és torzsekbe

markerekre alapozott szelekcioval.
Munkénk soran a kovetkezd célokat fogalmaztuk meg:

1. A kivalasztott 10 hazai és 39 kiilfoldi buzafajta levélrozsda ellenallosaganak
genetikai jellemzése molekularis markerekkel.

2. Ot levélrozsda rezisztenciagén jelenlétének felmérése ezen fajtakban molekuléris
markerekkel.

3. A genetikai diverzitas felmérése és Osszevetése a szegedi, az ujvidéki és a nyugat-
eurdpai buzafajtak korében.

4. Az egyes nemesitd kozpontok jellemzése az altaluk felhaszndlt levélrozsda

rezisztenciagének tiikkrében.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. Buza levélrozsda jelentésége a vilagban és hazankban

A Dbuza levélrozsda (nevezik még vordsrozsdanak, vagy az angol irodalomban
barnarozsdanak) (Puccinia. recondita Rob. Ex Desm. f. sp. tritici, vagy P. triticina Erikss.) a
biiza egyik legfontosabb biotrof korokozoja vilagszerte. Altalanos elterjedtségét magyarazza,
hogy a bliza termesztéséhez sziikséges kornyezeti tényezék kedvezdek szamara (SINGH
et al. 2002), emellett sporait a sz¢él kontinenseken at képes szallitani. Ha a gomba szamara
megfeleld, 15-25 °C kozotti pardas meleg az iddjaras, akkor a gomba gyorsan szaporodik és
mar viragzas el6tt fert6zi a zaszlos levelet, ami jarvany kialakulasahoz vezet fogékony fajtak
termesztése esetén (CHESTER 1946). Epidémia kovetkeztében a termésveszteség akar az

50 %-ot is elérheti (PURNHAUSER & CSOSZ 2013).

Hazankban a harom gabonarozsda faj koziil (levélrozsdan kiviil a szar- és a
sargarozsda) a levélrozsda a leggyakoribb (VIDA etal. 2009). Szinte minden évben
megjelenik, ami foként a fajtak érzékenységének és az idéjarasi koriilményeknek a fiiggvénye
(CSOSZ 2014). Epidémia minden tiz évbél atlagosan négy évben 1ép fel, raadasul a jarvanyos
évek eloszlasa is egyenl6tlen, ami neheziti a megfelelé védekezés kialakitasat. A legutolso

nagy jarvany Magyarorszagon 2010-ben tort ki (1. tablazat).

1. tablazat: Levélrozsda jarvanyok Magyarorszagon (SZUNICS et al. 2000,
CSOSZ 2007, CSOSZ kozdletlen adatok nyoman)
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A levélrozsda fontossagat tovabb noveli, hogy rasszspektruma rendkiviil széles és
valtozékony, ezért egy rezisztens fajta néhany év alatt fogékonnya valhat (SIBIKEEV et al.
1996). Eszak-Amerikaban példaul évente 40-60 0j rasszt azonositanak (KOLMER 2005). Az
Uj patotipusok megjelenése egy adott teriileten a mutacioknak, valamint fajtavaltas esetén az
addig  gyéren eléforduld  rasszok gyors felszaporodasanak  koszonhetd. A
rezisztencianemesitést nagyban segiti a buza levélrozsda rassz Osszetételének ¢és
virulencidjanak nyomon kovetése; hazdnkban az MTA Agrartudomanyi Kutatokézpont

Novényvédelmi Intézetében végeznek ilyen vizsgalatokat (VIDA et al. 1999).



A gabonarozsda jelent6ségénél fogva vilagszinten nemzetkozi egylittmiikodések
alakultak ki a hatékonyabb védekezés érdekében. Nemzetkdzi konzorciumra példa a Borlaug
Global Rust Initiative (BGRI), melyet az ICAR (Indian Council of Agricultural Research), az
ICARDA (International Center for Agricultural Research in the Dry Areas), a CIMMYT
(International Maize and Wheat Improvement Center), az UN-FAO (Food and Agriculture
Organisation of the United Nations) és a Cornell Egyetem 2008-ban alapitott meg. T6bb szaz
nemzetkdzi intézet tobb mint ezer kutatdjanak kozds célja a buza termékenységének
novelésével a vilagélelmezés biztonsaganak ndvelése. Ennek megvaldsulasa érdekében a
BGRI egy olyan globalis kommunikacios haldzatot tart fenn, aminek feladata a rozsdafajok
monitorozasa, rezisztenciagének felfedezése, tesztmodszerek fejlesztése, ellenalld fajtak
honositasa és K + F tevékenységek. Ezt olyan forrasok és projektek altal valositja meg, mint a
DRRW (Durable Rust Resistance in Wheat), GRRC (Global Rust Reference Center), MAS
Wheat, Rust Tracker, vagy a Wheat Atlas (httpl).

Az Euro Wheat Project egy olyan internetes felillet, ami a blza integralt
novényvédelmét segiti eld eurdpai orszagok ndvényvédelmi gyakorlatanak bemutatisaval és
szaktanacsadok, novénytermesztok informaldsaval. Hazankban a Szent Istvan Egyetem az

Euro Wheat partnerintézete (JORGENSEN et al. 2010).

A hazai buzanemesités és -kutatas 0sszehangolésat tiizte ki célul a ,,Blizakonzorcium”
2001 ¢és 2004 kozott ,,A hazai nemesitési buzak adaptacios képességének és
termésbiztonsaganak javitasa” cimii K+F program keretein belil (DUDITS 2005). A 11
partnerintézet a genetikai, élettani, kortani alapismeretekrél és a nemesitési modszerek
fejlesztésérdl rendszeresen szakmai egyeztetéseket tartott, ami nagyban segitette az 1j
rezisztens buzafajtak eldallitasat és elterjedését. Eredményei kozé sorolando a funkcionalis
genomikai kutatdsok beinditdsa €és az 1) génbeépitési rendszerek kifejlesztése mellett a

rozsdarezisztencia gének azonositasahoz sziikséges markerek fejlesztése (DUDITS 2005).

3.2. A buza-rozsda kolcsonhatas genetikai hattere
3.2.1. Alevélrozsda rezisztenciagének

Egy adott buza ndvény reakcidjat a levélrozsda fert6zéssel szemben a novény genomjaban
taladlhat6 rezisztenciagének hatdrozzdk meg. A rezisztenciagén fenotipusos expresszalodésa
figg a novény—gomba kolcsOnhatastol, a hémérséklettél, a novény fejlodési fazisatol,

valamint a rezisztenciagén—Szupresszor, rezisztenciagén—rezisztenciagén kolcsonhatasoktol



(KOLMER 1996). Ma mar tobb mint 70 levélrozsda rezisztenciagént (Lr gént) irtak le,
melyek egy részét térképezték is a buza kromoszémain (MCINTOSH et al. 2013).

A legtobb gén a kozonséges buzabol (Triticum aestivum) szarmazik (Lrl, Lr2, Lr3,
Lr10, Lrl11, Lr12, Lr13, Lr14, Lr16, Lrl7, Lr20, Lr27, Lr30, Lr31, Lr33, Lr34, Lr68), de
vannak gének, melyek a buza mas rokonfajaibol (T. umbellulatum: Lr9; T. timopheevii: Lr18;
T. tauschii: Lr21, Lr22, Lr32, Lr4l, Lrd2, Lr43; T. ventricosum: Lr37; T. speltoides: Lr28,
Lr35, Lr36, Lr71; Thinopyrum ponticum: Lr19, Lr24, Lr29; Thinopyrum intermedium: Lr38;
Secale cereale: Lr25, Lr26) keriiltek at keresztezéssel egy-egy buzafajtaba (MCINTOSH et
al. 1995, HERRERA-FOESSEL et al. 2012, SINGH et al. 2013), majd azokon keresztiil a
vilag szamos mas buzafajtajaba. Legutobb az Lr71 rezisztenciagén azonositasa és térképezése

tortént meg 2013-ban (SINGH et al. 2013).

A levélrozsda allandoan valtozd rasszai miatt a rezisztenciagének nem egyforma
védelmet biztositanak, szamos Lr gén elvesztette hatasossagat az évek alatt (KOLMER 1989).
Vida és mtsai (2011) mesterséges inokulacioval hét éven at vizsgaltak egyes Lr gének
hatékonysagat, és azt talaltak, hogy kitlind rezisztenciat az Lr9, Lrl19, Lr24, Lr25, Lr28, Lr29
és Lr35 gén biztosit (1. dbra). Az Lr37 gén kdzepesen hatékony génnek szamit. Jelentds
azoknak az Lr géneknek a szama, amelyek mara teljesen elvesztették hatékonysagukat (pl.
Lrl4a, Lr26 és Lr38) (VIDA et al. 2011).
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1. abra. ‘“Thatcher’-alapt kozel-izogén vonalak levélrozsda rezisztenciaja (Tc a
“Thatcher’ kontroll fajta). Martonvasar, 2004-2010 (VIDA et al. 2011).



Munkank soran 6t levélrozsda rezisztenciagént (Lri4a, Lri6, Lr26, Lr34 és Lr37)
azonositottunk. Az Lrl4a rezisztenciagént McIntosh és mtsai fedezték fel (1967): a gén a
buza 7BL kromoszoémajan talalhatdo a PmS lisztharmat rezisztenciagénnel, valamint az Sr17
szarrozsda rezisztenciagénnel kapcsoltan. A gén maga a tetraploid kétszeml tonkebtiza
(Triticum turgidum subsp. dicoccoides) “Yaroslav’ fajtajabol szarmazik (MCFADDEN 1930),
forrasai még a “Hope’, a ‘H-44’ fajtak és azok leszarmazottjai (MCINTOSH et al. 1967).
1970-ben irtak le a gén két alléljat (DYCK & SAMBORSKI 1970). Sajnalatosan a gén mara

hatastalanna valt.

Az Lrl6 rezisztenciagént elészor Dyck és Samborski irta le (1968). Ez a mar
csirandvénykorban megnyilvanuld Lr gén a kozonséges buza ‘Warden’ nevii ausztral
fajtajabol szarmazik (MACINDOE & WALKDEN BROWN 1968). A 2BS kromoszoman
lokalizalodo gén az Sr23 szarrozsda rezisztenciagénnel kapcsoltan 6roklédik (MCINTOSH &
LUIG 1973). A mara mar hatastalannd valt gén mas génekkel (pl. Lr34) kombinalva
hatasosabb rezisztenciat biztosithat (GERMAN & KOLMER 1992).

Az 1BL.1RS transzlokaciot az 1930-as években Németorszagban allitottak elé “Zorba’
¢s ‘Salzmiinder Bartwiezen’ fajtakban (ZELLER & HSAM 1983). A transzlokacioban a btiza
1B hosszti karja helyet cserélt a rozs (Secale cereale L.) IR rovid karjaval, értékes
génkomplexet Orokitve a buzanak. A transzlokaciot hordozo 1) buzafajtak (féleg az orosz
‘Kavkaz’ ¢és “Avrora’ fajtak révén) kivald betegségellenallésaguk ¢és nagyobb
termOképességiik miatt gyorsan elterjedtek a vilagon (ZHAO et al. 2012). Mara vilagszerte
tobb szazra tehetd azon fajtak és nemesitési vonalak szama, mely hordozza a rozs ezen értékes
kromoszoma régiojat (RABINOVICH 1998), amelyben szamos betegség rezisztenciagén
megtalalhatd — pl. levélrozsda (Lr26), szarrozsda (Sr31), sargarozsda (Yr9) és lisztharmat
(Pm8) (ZELLER 1973).

Az Lr34 levélrozsda rezisztenciagén a buza 7DS kromoszomajan talalhaté (DYCK
1987). A felnéttkori, tartds rezisztenciat kialakitd gén az Yrl8 sargarozsda rezisztenciagénnel
(SINGH 1992a), a levélcsucs nekrdzis morfologiai markerével (Ltnl gén), a lisztharmat Pm38
rezisztenciagénjével, valamint az arpa sarga torpiilés virus elleni Bydvl rezisztenciagénnel is
kapcsoltan 6roklédik (SINGH 1992b, SPIELMEYER et al. 2005). A foként a kozonséges
buza ‘Frontana’ fajtajabol szarmazd gén bar kozepesen hatdsos, de fokozza mas
rezisztenciagének hatasait (GERMAN & KOLMER 1992). Ha példaul egy érzékeny fajta 100
% fertézottségli, akkor egy Lr34 génnel rendelkezé valtozatanak fert6zottsége 40 %-0s, ha

viszont az Lr34 gén mellé 2-3 masik Lr gént is beépitiink, akkor a fert6z6dés csupan 1-5 %-0s
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lesz (SINGH & RAJARAM 1992). Az Lr34 legfobb elénye azonban az, hogy az altala
orokitett rezisztencia tartds, azaz 0 patogén rasszok megjelenése nem valtoztatja meg az
altala orokitett ellenallosagot. Az Lr34 gént hordozo braziliai “Frontana’ buzafajta ezért is volt

olyan kedvelt nemesitési alapanyag a vilag szamos orszagaban (ROELFS 1988).

Az Lr37 felnéttkori rezisztenciat biztositd gén egyfajta génklaszterként (Lr37 — Yrl7 —
Sr38) a Triticum ventricosum (Tausch) fajbdl transzlokacio utjan keriilt 4t a kozonséges
buzaba (HELGUERA et al. 2003). A 2NS.2AS transzlokaci6 a ‘VPM1’ buzafajtaban
kovetkezett be (BARIANA & MCINTOSH 1993).

3.2.2. A buza valaszreakcioi a levélrozsda fertozésre

A gazdanovénynek a fertézésre adott valasza a rozsdarassznak, a fajta genetikai hatterének és
az Lr gének kolcsonhatasanak fiiggvénye. A heterogén Lr géndsszetételli nemesitési vonalak
eltéré morfologiai jellegeket mutathatnak, ezen kiviil a fertézés tlinetének jellege, intenzitasa
és lefolyasa is eltérhet egymastol (POS 2010). Egy adott buza genotipus reakcidja egy adott
rozsdarasszra négyféle lehet: hiperszenzibilitds; tolerancia (azaz a rozsda jelenléte esetén sem
csOkkend termés); nagyon erds terméscsokkenéssel reagalas még enyhébb rozsdafertézésre is;
valamint alrezisztencia (a korai fajtak beérése a rozsda megjelenése eldtt) (KOLTAY &
BALLA 1975).

A buza lehetséges valaszreakcidinak egyik tipusa a rasszspecifikus rezisztencia,
melynek jellemzdje, hogy nem nyujt minden egyes gombarassz ellen védelmet, csak a
prevalens rasszokkal szemben hatasos, adott 6kologiai viszonyok k6zott. Ennek lehetséges
magyarazata az un. ,,gene-for-gene”, azaz ,,gén génnel szemben” elmélet. A hipotézis alapja,
hogy — rezisztencia esetében — a korokozo dominans avirulencia génje egy specialis elicitort
termel, melyet a gazdandvény domindns rezisztencia génjének terméke, mint receptor
felismer, és sejtelhalassal jaro hiperszenzitiv reakciot valt ki, ezzel akadalyozva meg a
korokozo elterjedését a novényben (FLOR 1942, 1956, 1971). Fajtafogékonysag akkor all
fenn, ha a koérokozo6 virulens az adott rezisztencia génre (nem termel elicitort), vagy ha a
gazdandvényben hidnyzik a komplementer dominans rezisztenciagén. A buza fenotipusos
valaszreakcioi igen széles skalan mozognak, azonban az infekcios tipusba torténd besorolassal
jellemezheté a kapcsolat. Igen elterjedt Stakman és mitsai-nak (1962) besorolasa egy
5-fokozatu skaldba, ahol O jelenti az immunis, azaz tiinetmentes fenotipust, mig a 4-es a
hiperszenzitiv klorotikus foltok nélkiili nagy, sporuldlo uredotelepekkel rendelkezd fogékony

tipust. A rasszspecifikus rezisztencia a kozvetlen és specifikus hiperszenzitiv valasz miatt
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nagyon hatékony védelmet biztosit, azonban a gomba gyorsan valtozo patotipusai miatt nem
tartos, egy rezisztens fajta néhany év alatt fogékonnya valhat (ROBERTS & CALDWELL
1970, BENNETT 1984).

A nem rasszspecifikus, vagy mas néven horizontalis rezisztencia sajatossaga, hogy
tobb gén kolcsonhatasan alapszik és nem ad hiperszenzitiv valaszt. Hasonld védelmet nyujt
mindegyik rasszal szemben (VAN DER PLANK 1963, SINGH & RAJARAM, 2002). Ez a
védelem nem teljes kor(i, de a buza képes lassitani a gomba szaporodasat és elterjedését. A
nem rasszspecifikus gének jellegzetessége, hogy altalaban felndttkori rezisztenciat orokitenek
¢s rendszerint mennyiségi bélyegként (QTL — Quantitative Trait Locus) o6roklodnek
(PURNHAUSER 2006). A vizsgalt Lr gének koziil példaul az Lr34 ilyen széles spektrumu

rezisztenciagén.

A nem rasszspecifikus rezisztencia tartos rezisztencia. Tartos rezisztenciarol abban az
esetben beszéliink, ha az a fajta széleskorli termesztése €s a patogénnek kedvezd kornyezeti
feltételek esetén is generaciokon at hatékony marad (JOHNSON 1988). A hiperszenzitiv
reakciot add gének helyett az un. ,slow rusting” (lassan sporulald) rezisztenciatipusokért
felelés génekkel fiigg Ossze (SINGH et al. 2000). Két-harom gén egy fajtaba vald
beépitésével mérsékelt immunitast érhetiink el, a teljes immunitas pedig négy-6t gén
halmozasaval érhet6 el (SINGH et al. 2005). Tobb gén piramidalasa egy fajtaba az Lr gének

hasznalatanak egy hatékony moddja a tartos rezisztencia novelésében (KHAN et al. 2013).

A rezisztenciagének megnyilvanulasuk alapjan lehetnek felnéttkori, vagy
fiatalkori/csirandvénykori gének. A gének tobbsége mar csirandvénykorban (pl. Lrl és Lr9),

masok felndttkorban (pl. Lr12 és Lr37) nyujtanak védelmet (2. abra).

A rezisztencia . Fenotipusos valasz
o Lr gén (példa) — - :
patogén kore Id6zités A tiinetek jellege
Lr3 Hiperszenzitiv erételjes foltokkal
Lr2a reakcié (HR) enyhe foltokkal

csirandvénykori

Lr3ka, Lr3bg, Lr11 kisebb urediniumok klorotikus gyirti

rassz-specifikus

Lr16 + nekrotikus gyuirti

Lr12, Lr13, Lr22a feln6tt egyedben

erételjesebb HR vagy kevés urediniumu tipusok

nem Lr34 kisebb, ritkabb klorozis / nekrozis
rassz-specifikus felnéttkori urediniumok nélkal
P Lrd46 ,Jassan sporazok” + klordzis

2. abra. Lr gének altal biztositott, eltérd rezisztencia-tipusok (POS 2010).



3.3. A levélrozsda elleni védekezés

A XXI. szazadi fogyasztdi magatartds eredményeként ételeink 80 %-a ndvényi eredetii. A
korszerli novényvédelem nem csak ezen kovetelmény kielégitését szolgalja, hanem hangsulyt
fektet a mindségi paraméterekre, valamint a kdrnyezet védelmére is. Ennek jegyében az

integralt névényvédelem a fenntarthatosagot szolgalja (AMBRUS et al. 2013).

A buza legtobb betegsége tobbféle modszer egyiittes alkalmazasaval jol kezelhets. A
proaktiv technologidk kozé sorolandd a vetésforgo, a késleltetett, vagy 1épcsdzetes vetés, az

ellenallo  fajtdk termesztése. Reaktiv technologia a vegyszeres ndvényvédelem

(HERSHMAN 2012).
3.3.1. Vegyszeres novényvédelem

Noha a fungicidek hasznalata csak egy az alkalmazandé technoldgiak koziil, a termesztok
néha tal nagy hangsulyt fektetnek ra €s gyakran sziikségteleniil kezelik ndvényallomanyukat.
Intenziv termesztéstechnoldgia esetén hazankban gyakori a hdrom-négy fungicides kezelés
évente (MESTERHAZY 2006), ami magas koltségekkel jar (altalaban a termelési koltség
15%-a) (PURNHAUSER 2006). Fontos annak megértése, hogy a gombadlészerek a
kezeletlen allomanyhoz képest csak abban az esetben eredményeznek nagyobb hozamot, ha a
betegség elég nagy infekcidos nyomast gyakorol ¢és szignifikdnsan csokkenti a
termésmennyiséget (HERSHMAN 2012). Bizonyitott, hogy vegyszerekhez csak akkor szabad
folyamodni, ha fogékony fajtat termesztiink (ROJAS 2013).

3.3.2. Rezisztencianemesités

3.3.2.1.  Hagyomdanyos rezisztencianemesités

Klasszikus novénynemesitésr6l Magyarorszagon 1865 ota beszélhetink (KOLTAY &
BALLA 1975). A rozsdaellenallosag eloszor 1937-ben lett megemlitve a nemesitéi célok
kozott (LEGANY 1937), de elétérbe csak a II. vilaghabora utan keriilt (KOLTAY & BALLA
1975). A XX. szazad masodik felében megkezd6dott a szar- és levélrozsda-rezisztens formak
felkutatasa (KOVACS 1952, KIRALY 1957), tovabba kifejlesztették a rezisztenciara
nemesités modszereit is (LELLEY 1957). Kezdetét vette a hazai rozsda rasszspektrum
tanulmanyozasa (BOCSA & SOS 1959), ezen kiviil mesterséges rozsdafertézési modszereket
is kidolgoztak (LELLEY 1962, MANNINGER 1962).
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A levélrozsda elleni rezisztencianemesités alapjat a rezisztencia genetikai hatterének
(BIFFEN 1905), a patogének fizioldgiai specializalodasanak (STAKMAN & LEVINE 1962)
¢s a gene-for-gene interakcionak (FLOR 1956) a felfedezése adja. A nemesités elsé
id6szakaban a rassz-specifikus rezisztenciatipus volt kedvelt a nemesiték korében. Az 1j
patogén rasszok megjelenésével a termesztett fajtak nagy karokat szenvedtek, a rozsda
adaptalodasa és a fajtik ellendllosdga kozotti versenyfutas allandosult (MESTERHAZY
2006). Annak ellenére, hogy a rasszspecifikus rezisztencia nemesitésének folyamata
egyszeriinek mondhatd, a kutatok alternativ megoldasok felé orientalodtak, €s Van der Plank
publikacidja (1963) utan (melyben tisztazza a rezisztencia elméleti alapjat) ujra felfedezték a
nem rasszspecifikus rezisztenciat (CALDWELL 1968). Jelenleg a tartos rezisztenciaval
rendelkezd fajtdk nemesitése a cél. A CIMMYT most futd programjaban (Global Wheat
Improvement Program) a két legfobb keresett rezisztencia jellemvonds a tartdssdg és a

diverzitas.

A hatékony rezisztenciagének azonositdsa, majd bejuttatasa nagy termoképességi, de
fogékony genotipusokba hagyomanyos ndvénynemesités Utjan rendkiviil idd-, koltség- és
munkaigényes feladat (PURNHAUSER 2006). A rezisztencia teszteléséhez minden egyes
szelekcids 1épéskor mesterségesen kell fertézni a ndvényadlloméanyt, amihez a koérokozd
virulens rasszat indokolt fenntartanunk. Ma mar a molekuldris genetikai moddszerek
hagyomany0s nemesitésbe integraldsaval a rezisztencianemesités jelentdsen felgyorsithato és

joval hatékonyabba tehetd.

3.3.2.2.  Molekularis névénynemesités

A molekularis novénynemesités tagabb értelemben a DNS szintjén végzett genetikai
manipulacio (pl. génmérnokség, marker tamogatott szelekcid) kedvezobb tulajdonsagu
novényfajtak eldallitasa céljabol (JIANG 2013). Sziikebb értelemben a molekularis
ndvénynemesités olyan nemesitési stratégidkat foglal magéba, mint a markerekre alapozott
szelekcid (,,marker-assisted selection”, MAS), a markerekre alapozott visszakeresztezés
(,,marker-assisted backcrossing”, MABC), vagy a markerekre alapozott rekurrens szelekciod
(,,marker-assisted recurrent selection”, MARS) (RIBANT et al. 2010). A molekularis
ndvénynemesités célja elsdsorban a konvencionalis, tehat a mendeli alaptorvényeken nyugvo

nemesités kiegészitése, ezaltal hatékonysaganak novelése (KISS 2005).
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A levélrozsda nemesitésnek tobbféle stratégiaja létezik, melyekben a molekuléris

novénynemesités modszerei is felhasznalandok a siker elérése érdekében (MESTERHAZY
2006):

e Rasszspecifikus rezisztencianemesités. Bizonyitott, hogy a kozonséges buzabol
szarmaz6 Lr gének mara elveszitették hatdsossdgukat. A blza rokon fajai, ill. nemzetségei
tartalmaznak még hatékony Lr géneket, melyeket transzlokacioval be lehet juttatni buzaba.
Azonban ez sok munkaval jar: a transzlokalt kromoszomadarabon a termést, a mindéséget, ill.
egyéb tulajdonsagokat altaldban negativan befolydsold gének is megtalalhatdak, ezért
elénemesitésre, valamint a gének idegen szarmazasa miatt a kozvélemény elfogadasara van
sziikség.

e Hatékony gének piramidalasa. Hatékony gének egy genotipusba torténd halmozasahoz
mar MAS-ra van sziikség. A MAS a rezisztenciagének nyomon kovetéséhez sziikséges,
hiszen a fenotipusosan teljes rezisztenciat add rezisztenciagének nem kiilonithetdek el
egymastol molekularis genetikai vizsgalatok nélkiil.

o Tartds rezisztencia kialakitdsa. A kevésbé hatékony gének additiv, szinergista
hatasaval nagyfoku rezisztenciat érhetiink el (SINGH & RAJARAM 1992). A garantalt siker
érdekében érdemes a rasszspecifikus €s nem rasszspecifikus rezisztenciagéneket egymassal

kombinalni, a hosszu tavu és stabil rezisztencia kialakitasa érdekében.
3.3.3.  Markerekre alapozott szelekcié, markerekre alapozott novénynemesités

A MAS a molekularis novénynemesités egyik f0 teriilete, amely soran a szelekcid a
hagyomanyos fenotipusszelekcié helyett (pl. mesterséges inokulacid Wtjan) a rezisztens
genotipus alapjan valosul meg. A kivant genotipus azonositasa a tulajdonsagot kodold gén és
az azzal kapcsoltan lokalizdlodo molekularis marker alapjan torténik (KISS 2005). A
molekuléaris markerek alkalmazasdnak lehetdsége a nemesitésben rendkiviil szerteagazd. A
génpiramidalas alatti szelekcio elésegitése, a nemesitési torzsek, fajtak azonositasa, a fajtakon
beliil kiilonbozd tulajdonsdgokat kodold gének meghatarozasa mind megkonnyithetd a
molekularis markerek segitségével (COLLARD & MACKILL 2008). A hagyomanyos
rezisztencianemesitéshez képest a markerekre alapozott nemesités soran nincs sziikségiink
mesterséges fertdézésre, ezért a rozsdarasszok fenntartdsa is kivalthatd. Markerek
alkalmazasaval egy rezisztens vonal kialakitdsanak ideje felére is lecsokkenthetd

(PURNHAUSER 2006) (2. tablazat).
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2. tablazat: Hagyomanyos ¢s markerekre alapozott ndvénynemesités
Osszehasonlitasa (PURNHAUSER 2006)

Hagyoményos névénynemesités MAB
Szantofoldi, vagy iiveghazi teszt Kell Nem Kell
Patogén rasszok fenntartasa Kell Nem Kell
Egy ciklus tesztelési id6tartama 2 — 10 hénap 2—3 hét
Kolcsonhatas a kdrnyezettel Van Nincs
Rezisztens vonal kialakitdsanak | 6 — 8 év 3-4¢év
ideje
Koltség Magas Alacsony

A molekularis markerek 1980-as és 1990-es évekbeli kifejlesztésének kdszonhetéen a
markerekre alapozott ndvénynemesités (,,marker-assisted breeding”, MAB) ¢és a markerekre
alapozott szelekcié ma mar széleskorien alkalmazott eljaras. A MAS és a MAB egymast fedo
fogalmak elterjedségiiket elényeiknek koszonhetik, melyek a kovetkez6k (XU & CROUCH
2008, JIANG 2013):

e Barmilyen kivant tulajdonsag 6roklédése kovethetd, ha a tulajdonsédgot kodold génre
van kifejlesztett molekularis marker. A nemesitésre szant id6 lerdvidiil markerek
hasznalataval, hiszen mar a fenotipusos megnyilvanulas el6tt informaciokhoz jutunk az adott
lokusz meglétérol. Ez a visszakeresztezés és a rekurrens szelekcid soran nagyon hasznos,
mivel az Gjabb keresztezéseket mar a szelektalt tulajdonsagl egyedek kozott hajtjak végre.

e A MAB folyamatat nem befolyasoljak egyes kornyezeti tényezdk. Ez levélrozsda
rezisztencianemesités esetében kifejezetten eldnyds, hiszen a rozsdarasszok fertdzésére
nagyban kihat a teriilet idéjarasa. A molekularis markerek megbizhatosaga ebbdl kovetkezik:
hasznalatukat nem befolyasolja a mesterséges fertézés eredményét torzitd iddjaras
(PURNHAUSER 2006).

e Kodominans markerek hasznalatdval a kivant gén heterozigota allapotban levd
recessziv alléljei konnyebben kiszelektalhatok, mely sziikségtelenné teszi a tovabbi
tesztkeresztezéseket és ontermékenyitéseket.

e A génpiramidadlas eredményességét hagyomanyos moddszerekkel szinte lehetetlen
igazolni, az egyes gének beépitése nehezen kovethetd. A markerekre alapozott génpiramidalas
(,,Marker-assisted gene pyramiding”, MAGP) a molekularis markerek legértékesebb
felhasznalasi modja, hiszen nem csak a gének valnak nyomonkévethetévé altala, hanem a
génhalmozashoz sziikséges id6t és koltségeket is lecsokkenti (PURNHAUSER 2006,
MIEDANER & KORZUN 2012).

e A molekularis markerezési technikdk a poligénes tulajdonsagok (QTL, mennyiségi

jellegek, mint a tartds rezisztencia) vizsgalatat is lehetévé teszik (HOISINGTON et al. 2002).

13




e A molekularis markereket gyakran hasznaljak a kiilonboz6 fajtak, populaciok vagy
rokon fajok kozotti genetikai diverzitas felméréséhez (HOISINGTON et al. 2002).

Nemesitéi szemszogbdl nézve a MAB nem egy univerzalis modszer, ami valaha is
képes lenne felvaltani a hagyomanyos nemesitést. A modszer korlatai kozé tartozik, hogy
1éteznek kevésbé felhasznalobarat markertipusok, €s nem minden marker alkalmazhat6 az
egész populacidban a polimorfizmus és a kapcsoltsag korlatozottsaga miatt (JIANG 2013). A
markerek és a gének esetleges rekombinécioja pontatlan szelekcidhoz vezethet. Ezeken kiviil
szamos nemesité kdzpont nem engedheti meg magénak a nagy befektetési koltséggel jard

laborhattér kiépitését és fenntartasat.
3.3.4. Molekularis markerek

3.34.1.  Molekularis markerek fogalma

A molekularis markerek az egyedek DNS-ében megnyilvanuld kiilonbségek, tehat DNS
(nukleotid) szintli variaciok (HOISINGTON et al. 2002). A DNS olyan szakaszai, melyek
azonosithaté kromoszomalis lokalizdcioval rendelkeznek és 6roklodésiik Mendel toérvényei
szerint kovethetd (KISS 2005). A molekularis marker lehet egy gén is, de altalaban egy
ismeretlen funkcioji DNS szakasz. Genotipusonként eltéré szekvencidkat, a tulajdonsagok
kialakitasaban részt nem vevd, semleges alléleket hordoz6 lokusz a kromoszéman (KISS

cres

utjelzOként mutatva a keresett gén jelenlétét. Szoros kapcsoltsag esetén a markerek kozvetve

alkalmazhatoak a kivanatos allélek kivalasztasahoz (HOISINGTON et al. 2002).

Az idedlis DNS markerek az alabbi ismertetdjegyekkel rendelkeznek (KISS 2005,
PURNHAUSER 2006, TAR 2012, JIANG 2013):

o felhasznalobarat jelleg, azaz nagyszamu egyed konnyll és olcsd vizsgalata
automatizalt koriilmények kozott;

e nagyfoku polimorfizmus;

e szoros kapcsoltsag vagy egyiitt szegregalas a kivant génnel;

e kodominans oroklodés;

e gyakori el6fordulas a genomban;

e jO megkiilonboztethetdség;

e konnyl hozzaférhetdség;

e konnyt, gyors és koltséghatékony, automatizalt vizsgalat;

o validalhatosag, kiillonbozd genetikai hattér esetében is megfeleld detektalhatosag;
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e laboratoriumtol fiiggetlen reprodukalhatosag;
e az adatok egyszeri cserélhetdsége a laboratoriumok kozott;
e nincs karos hatéasa a fenotipusra.

Tehat a genetikai marker a DNS egy olyan, mutaciokat és variaciokat felfedd
fragmentje, mely kiilonb6z6 genotipusok vagy génallélek kozotti polimorfizmus kimutatasara
szolgal (JIANG 2013). A polimorfizmus detektalasara két alapmoddszer 1étezik: az egyik a
Southern hibridizacié6 (SOUTHERN 1975), a masik a polimeraz-lancreakcio, vagy PCR
(MULLIS 1990). Mindkét technikat elektroforézis koveti (pl. PAGE — poliakrilamid
gélelektroforézis; AGE — agaroz gélelektroforézis; CE — kapillaris elektroforézis). A
polimorfizmus azonositasa a termék tulajdonsagainak — hossza, mobilitasa — a fliggvénye. A
nukleotid prébat magaba foglaldo chip, valamint szekvenald technikak (szekvendlds soran

polimorfizmus detektalasa) (JIANG 2013).

3.3.4.2. A molekularis markerek tipusai, kiilonos tekintettel munkank soran
felhasznalt markerekre

Az els6, még Southern hibridizacion alapulé markermoédszer, az RFLP (restriction fragment
length polymorphism, azaz restrikcidos fragmentum-hossz polimorfizmus) publikalasa Ota
eltelt 34 évben szamos PCR alapu technikat fejlesztettek ki. A PCR modszerek kozil a
legszéleskoriibben alkalmazott markertechnikak a kovetkezék: AFLP (amplified fragment
length polymorphism, azaz amplifikalt fragmentumhossz polimorfizmus), RAPD (random
amplified polymorphic DNA, azaz véletlen amplifikalt polimorf DNS), SSR (simple sequence
repeat, azaz egyszer(i szekvencia ismétlédés), valamint SNP (single nucleotide
polymorphism, azaz egyetlen nukleotid polimorfizmus) (JIANG 2013).
Gupta és mtsai (2001) a molekularis markereket az SNP-k (szekvencia variaciok, pl.
modszereket harom f6 csoportba lehet sorolni (GUPTA et al. 2001):
e c¢ls6 generacidos molekularis markerek: RFLP, RAPD, ¢és modositott
valtozataik;
e masodik generacios molekularis markerek: SSR, AFLP, ¢és modositott
valtozataik;
e harmadik generacidos molekularis markerek: EST és SNP markerek (EST:

expressed sequence tag, azaz expresszalt szekvencia szakasz).
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A molekulédris markerek tipusai koziil, helyhidny miatt jelen dolgozatban csak az

altalunk hasznaltakat mutatjuk be:

RAPD tipusu markerek:

A PCR alapt RAPD tipusu markerek kifejlesztésénél a PCR-t 9-12, véletlenszerii, random
nukleotidokbol all6 primerekkel inditjuk. A kapott egy és tiz kozotti fragmentumok szama a
komplementer szakaszok szamatol fiigg. A modszer elénye, hogy szekvenciaismeretet nem
igényel, nagyfoku polimorfizmust mutat, valamint kis mennyiségli — nanogramm nagysagrend
— DNS minta elegendd a vizsgéalathoz. Hatranya, hogy megismételhetOsége a kisérleti
paraméterek fliggvénye, érzékeny a DNS tisztasagara és mindségére, valamint dominans

oroklodést mutat (KISS 2005).

SCAR fipusu markerek:

A SCAR (sequence characterized amplified regions, azaz szekvencia-jellemzett amplifikalt
régio) tipustt markerek a RAPD markerek tovabbfejlesztett valtozatai. A RAPD markerrel
felszaporitott, majd elvalasztott polimorf mintazatbol a kiilonbséget jelentd fragmentum
szekvenalasaval mar megtervezhetdek a szekvenciaspecifikus SCAR primerek, melyek

reprodukdlhaté eredményeket adnak, valamint kodominansak is lehetnek (KISS 2005).

STS tipusu markerek:

Az STS (sequence-tagged sites, azaz szekvenciaval megjeldlt helyek) a DNS egy olyan rovid
(200-500 bazispar (bp.) hosszlisag) szakasza, amely a genomban csak egyszer fordul ¢ld,
pontos szekvencidja sehol mashol nem taldlhaté meg. A szekvencian beliil repetitiv elemek
eléfordulhatnak, de az egyedi hatarszekvencidkra két rovid, koriilbeliil 20 nukleotid hossza
primer tervezhetd (DOGGETT 1992, OLSON et al. 1989). Az STS tipusi markerek szintén a
RAPD markerek tovéabbfejlesztett verzioi. Kombindljdk a RAPD egyszerliségét az SSR
markerek specifikussagéaval, ezaltal megbizhatobbak és reprodukalhatobbak, a RAPD
esetében jelentkez6 elmosodd DNS folt is elmarad. Gyakran kodominansak (OLSON et al.
1989, PERRY & BOUSQUET 1998).

SSR tipusu markerek:

Az SSR, mikroszatellit, vagy SSLP (simple sequence length polymorphism, azaz egyszerii
szekvencia hosszusdg polimorfizmus) tipusi markerek alapjat a ndvényi genomban
egyenletesen fellelhetd rovid — maximum 5 nukleotidbol &ll6 —, monoton ismétlédod

motivumok adjak. Tehat az SSR-ek rovid, ismétlddé DNS szekvencidk, melyek a legtobb
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novényi genomban megtalalhatoak (HOISINGTON et al. 1998). Az els6 SSR markereket
1989-ben fejlesztették ki (WEBER & MAY 1989). A motivumok konzervativ
hatarszekvenciaira tervezett primerekkel hossz-polimorfizmust mutatdé fragmentumokat
szaporithatunk fel. A polimorfizmust a repetitiv szekvencidk replikacidja soran végbemend
csuszas (slippage) biztositja. A modszer elonyei a kodominancia, a reprodukalhatésag, a
pontos allélmérettel jellemzett fragmentumok ¢és a leegyszertisitett informaciocsere
(szamadatok bézisparban), hatranyai a munka- és koltségigényes primertervezés €s a nagy

felbontoképességli elvalasztd gél sziikségessége (KISS 2005).
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4, MODSZEREK

A méréseket a NAIK (Nemzeti Agrarkutatasi és Innovaciés Kozpont), Gabonakutatd
Nonprofit Kft. (Szeged) Kalaszos Gabona Féosztaly Molekularis Genetika Osztalyan 2013. és

2014. évben végeztem el.

4.1. Felhasznalt novényanyag

Munkénk soran olyan hazai, illetve Magyarorszagon is jol termeszthetd kiilfoldi buzafajtakat
vizsgaltunk, melyek a Gabonakutaté6 Nonprofit Kft. (Szeged) két nemzetkozi palyazataban is
szerepeltek (a CORNET palyazatbol 11 osztrak, 1 angol, 1 francia, 10 szegedi és 8 német
fajta, a BIOCEREAL palyazatbol pedig 18 szerb fajta (3. tablazat)).

3. tablazat: Vizsgalt fajtak szdrmazas szerint

Palyazat Szarmazas Fajtak szama (db) | Fajta
CORNET Magyarorszag 10 GK Békés GK Kalisz
(HU) GK Berény GK Koros
GK Csongrad GK Petur
GK Fény GK Raba
GK Hunyad GK Szala
Ausztria (AT) 11 Bitop Koméarom
Capo Midas
Element Tacitus
Energo Ubicus
Eurofit
Eurojet
Exklusiv
Egyesiilt 1 Robigus
Kiralysag (UK)
Franciaorszag 1 Premio
(FR)
Németorszag (D) | 8 Brilliant JB Asano
Format Pamier
Hybred Pegassos
Hyland Tiger
BIOCEREAL | Szerbia (SRB) 18 NS 40S NS llina
NS Arabeska NS Natalija
NS Artemida NS Natasa
NS Avangarda NS Pobeda
NS Desetka NS Rapsodija
NS Emina NS Renesansa
NS Enigma NS Simonida
NS Etida NS Tavita
NS Futura NS Zvezdana
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4.1.1. CORNET palyazat

A 2010-ben Iétrehozott un. CORNET (COllective Research NETworking) nemzetkozi
kisérletbe eredetileg 25 (koztik két hibridbuza), Ausztria, Franciaorszag, Németorszag,
Magyarorszag ¢és az Egyesiilt Kirdlysag teriiletén jol termeszthetd Oszi buzafajtat vontak be.
Célja harom orszag, Ausztria, Németorszag és Magyarorszag 11 eltérd klimatikus adottsaga
helyszinén a fajtak kiillonb6z6 fenotipusos adatainak Osszegylijtése és kiértékelése, ezaltal a

fajtak stressztiirésének jellemzése (,,Wheat Stress” kutatasi program) (PAUK et al. 2010).
4.1.2. BIOCEREAL palyazat

A 2012. februar 1. és 2013. szeptember 30. kozott lezajlé IPA palyazat keretében organikus
termesztésnek leginkdbb megfeleld vajdasagi és hazai fajtak kivalasztasara és javaslatara
keriilt sor. A hatarmenti egylittmiikdési programban a Gabonakutaté6 Nonprofit Kft.-n kiviil
az MTA Szegedi Biologiai Kozpont, a Bacskatopolyai Megatrend Egyetem és az Ujvidéki
Mezdgazdasagi Kutatointézet, mint partnerintézmények vettek részt (BERENYI et al. 2014).

4.2. DNS izolalas

A mintdk DNS-ének izolalasat Rogers és Bendich (1985) CTAB modszerének modositott
valtozata szerint végeztiik el. A friss csirandvényekrol levalasztott 2-3 levelet 1 mL extrakcios
CTAB-puffer (1 M Tris pH 7,5, 5 M NaCl; 05 M EDTA pH 8,0; RNase; CTAB)
hozzaadasaval 2 mL-es Eppendorf csébe helyeztiik, majd QIAGEN Tissuelyser II tipust
homogenizatorral homogenizaltuk (30 Hz) 2 x 1 percen at (180°-os forditas). A
homogenizatumot 60 °C-os vizfiirdében inkubaltuk 30 percen 4t,10 perces idokozonkénti
dontogetéssel. Majd 10 perc szobahémérsékleten torténd hiités utan hozzaadtunk 450 pL
kloroform/izoamil-alkoholt (24:1), dontogetéssel kevertiik, és 15 percig 6600 percenkénti
fordulatszamon cenrifugéltuk. Ezt kovetéen a DNS-t tartalmazé feliiluszot 1,5 mL-es
eppendorf csébe tormelékmentesen pipettaztuk at, és a DNS kicsapddasa érdekében 750 pL
jéghideg izopropanol hozzaadast kovetden dontdgettiik a mintakat. 20 perc fagyasztas utan 10
perces centrifugalas (6600 rpm) kovetkezett. A feliiluszo 6vatos ledntése utan a DNS-t 700
uL jéghideg 76%-0s etil-alkohol/10 mM ammonium-acetat keverékkel mostuk at. Ezek utan 5
percig, 12000 percenkénti fordulatszamon centrifugaltuk mintainkat, majd a feliilisz6 gondos

ledntése utan a DNS-t 500 pL etil-alkohollal atmostuk. Ezen 1épés megismétlését kdvetden az
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etanol maradéktalan leszivasa utan a teljes szaradasig steril boxban, 15 percig szaritottuk
mintainkat. Ett6] kezdve a DNS-t 100 uL frissen autoklavozott TE pufferben (Trisz-EDTA
puffer: 1 M TRIS pH 7,5; 0,5 M EDTA pH 8,0) oldottuk fel. 5 perces 60 °C-os vizfiirdé utan

a mintakat a vizsgalatokig -20 °C-on taroltuk.
4.2.1. Azizolalt DNS mennyiségének becslése

Az izolalt DNS mennyiségét és mindségét agardz gélelektroforézissel ellendriztiik. Mintaink
toménységét ismert koncentracioju (5, 10, 50, 100, 150 és 200 ng/uL), hasitatlan A fag DNS
mintak standard sorozatahoz viszonyitva (1,5 %-os agardz gélen, 150 V-on torténd futtatast,

etidium bromidos festést és UV-fény hasznalatat kdvetden) becsiiltiik meg.

4.3. A vizsgalt gének azonositasa molekularis markerekkel

Az egyes buzafajtadkban a valasztott rezisztenciagéneket mas szerzok altal leirt molekularis
markerekkel azonositottuk. A markerek amplifikalasdhoz sziikséges primerek szekvenciajat a

markereket leiré publikaciokbol kerestiik ki (4. tablazat).

4. tablazat: Felhasznalt markerek tulajdonsagai

Mol. marker , Mol. i
. , . .. Mol. marker . . Kapcsoltsag L Termék
Lr gén Kromoszéma régio tavolsaga a L, marker Molekularis marker szekvenciaja . Irodalom
neve o mas génekkel mérete
géntdl tipusa
Lrlda 7BL Xgwm146-7B  7,5cM Srl7, Pm5 SSR 5 CCAAAAAAACTGCCTGCATG 3 174 bp Roder et al. 1998
5' CTCTGGCATTGCTCCTTGG 3
Lrl6  2BS Xwmc 764 <10cM Sr23 SSR 5 CCTCGAACCTGAAGCTCTGA 3' 180 bp McCartney et al. 2005
5' TTCGCAAGGACTCCGTAACA 3'
Lr26 1B OPH 20 Sr31, Yr8, RAPD 5 GGGAGACATC 3 1500 bp Francis et al. 1995
1BL/1RS transzlok. Pm8
Lr34  7DS csLV 34 04cM Yrls, Pm38, STS 5 GTTGGTTAAGACTGGTGATGG 3' 150 bp  Lagudah et al. 2006
Ltn1, Bydvl 5' TGCTTGCTATTGCTGAATAGT 3'
Lr37  2AS VENTRIUP  "Diagnostic" Sr38, Yr17 SCAR 5 AGGGGCTACTGACCAAGGCT 3' 259 bp Helguera et al. 2003
2NS/2AS transzlok.  LN2 5' TGCAGCTACAGCAGTATGTACACAAAA Z

4.3.1. Az Lrlda gén azonositasa molekularis markerekkel

Az Lrlda gént az Xgwm 146-7B nevii SSR markerrel azonositottuk (RODER et al. 1998). A
PCR reakci6 az alabbi 0sszetevOket tartalmazta 20 pL végtérfogatban: 10 ng DNS, 200 uM
PCR Master Mix (Fermentas), 0,2 uM primer (Merck). A reakciot GeneAmp® PCR System
9700 tipusu PCR késziilékben végeztiik az alabbi kondicidkkal: elédenaturalas 94 °C-on 8
percig, majd 40 cikluson keresztiil a denaturdldas 94 °C-on 5 madsodpercig, a primer
kapcsolodas 60 °C-on 5 masodpercig, az elongaciéo 72 °C-on 8 masodpercig, majd a végsd

elongaci6 72 °C-on 5 percig.
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A primer altal amplifikdlt fragmentumokat 5%-os denaturalé poliakrilamid
gélelektroforézissel valasztottuk el 80 W-on 1 x TBE pufferben (Trisz-borat-EDTA puffer)
(BIO-RAD vertikalis futtatokad), majd eziistfestéssel tettiik lathatova, Budowle és mtsai

(1991) altalunk modositott mdodszere alapjan (Promega Protocol Q4132).

A 38 x 30 cm méretii poliakrilamid gél elkészitése (elszivofiilke alatt) az alabbi mdédon
tortént: az liveglap megtisztitdsa utan (mosas detergenssel, majd a szaraz iiveglap letorlése
desztillalt vizzel és 96 %-os etanollal) attordltiik Kimwipes (SIGMA) papirtorld segitségével
un. buinding solution (900 uL 96 %-os etanol; 4,4 uL cc. ecetsav; 6,3 puL Bind silane)
oldattal. 5 perc szaritas utan az tiveglapot ujra attoroltiik desztillalt vizes, majd 96 %-0s
etanolos papirtorlével. A puffertartdly megtisztitdsa az iiveglap tisztitasdval megegyezden
(mosas detergenssel, majd a szaraz iiveglap letorlése desztillalt vizzel és 96 %-0s etanollal)
tortént, ezt kovetden a tartdlyt 600 pL un. szilanizaldé oldattal toroltiik at Kimwipes
papirtorlével. A késziilék 0Osszeszerelését kovetden készitettik el a még folyékony
halmazallapotu akrilamid gélt (60 mL gel stock — Gsszetevok: urea, 5x TBE, desztillalt viz,
40% akrilamid-biszakril), 60 uL TEMED (tetrametil-ctiléndiamin) 470 uL  APS
(ammoénium-perszulfat)), melyet fecskendd segitségével oszlattunk szét az liveglap és a

puffertartaly kozott. Az akrilamid polimerizacidja 60 percig tartott.

Az eziistfestés, majd az el6hivas razdgépen, elszivofiilke alatt tortént. Kezdd 1épésként
a gélt 30 percen at 1 L n. Fix/Stop (900 mL desztillalt viz és 100 mL cc. ecetsav) oldatban
aztattuk (fixalas), majd 2 x 3, ezutan 1 x 2 percen at 1 L desztillalt vizzel oblitettiik at. A vizes
lemosast kovetden az eziistfestés kovetkezett: 30 percig 1 L un. Staining solution (1000 mL
desztillalt viz, 1 g AgNO3 és 1,5 mL cc. formaldehid (37 %)) oldatban aztatassal. Ezutan 3 L
desztillalt vizben atoblogettikk a gélt, majd a savokat 1 L Gn. Developing solution (1000 mL
desztillalt viz, 30 g Na,COgs, 200 uL 10 mg/mL Na,S,03 és 1,5 mL cc. formaldehid (37 %))
oldattal hivtuk el6. Majd a megtartott Fix/Stop oldattal pezsgés jelenségének kiséretében
leallitottuk a reakciot, végiil a gélt desztillalt vizben aztattuk 30 percig.

4.3.2. Az Lrl6 gén azonositisa molekularis markerekkel

Az Lrl6 gént az Xwmc 764 nevii, McCartney és mtsai altal (2005) térképezett SSR markerrel
azonositottuk. A PCR reakciot az Lrlda génnél leirtakkal (4.3.1. fejezet) megegyez0
osszetevOokkel és kondiciokkal végeztiik el, azonban a primer kapcsolddéasa ebben az esetben

55 °C-on tortént.
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A primer altal amplifikdlt fragmentumokat 5%-os denaturalé poliakrilamid
gélelektroforézissel valasztottuk el 80 W-on 1 x TBE pufferben (BIO-RAD vertikalis
futtatokad), majd eziistfestéssel tettiikk lathatova, Budowle és mtsai altalunk modositott

modszere (1991) alapjan (Promega Protocol Q4132), a 4.3.1. bekezdés szerint.
4.3.3. Az Lr26 gén azonositasa molekularis markerekkel

Az Lr26 gént az OPH20 nevii RAPD molekularis markerrel (FRANCIS et al. 1995)
mértiik Ossze: 10 ng DNS, 1x PCR puffer (DyNAzyme II. 511), 0,1 mM dNTP mix
(Fermentas), 0,35 uM primer (Merck) és 0,3 U Taq DNS polimeraz (DyNAzyme Il. 501L). A
reakciot GeneAmp® PCR System 9700 tipusi PCR késziilékben végeztik az alabbi
kondiciokkal: elddenaturalas 94 °C-on 2 percig, majd 40 cikluson keresztiil denaturalas
94 °C-on 30 maésodpercig, a primerek feltapadasa 36 °C-on 30 mdésodpercig, az elongaciod
72 °C-on 2 percig, majd a végsé elongacio 72 °C-on 10 percig. Az amplifikalt termékek
elvalasztasahoz 1,5 %-os agar6z gélt hasznaltunk, melyeket a 30 perces 100 V-on vald
futtatas utan (BIO-RAD futtatokad) etidium bromid vizes oldataban 30 percen at festettiink
meg, ¢s UV-fényben tettiink lathatova. A dokumentalast digitalis kameraval (Olympus
Camedia C-2000) végeztiik.

4.3.4. Az Lr34 gén azonositisa molekularis markerekkel

Az Lr34 levélrozsda rezisztenciagén jelenlétét a vizsgalt fajtdkban a csLV 34 nevi,
Lagudah és mtsai altal (2006) térképezett STS markerrel hataroztuk meg. A PCR elegy az
alabbi Osszetevokbdl allt 20 uL végtérfogatra vonatkoztatva: 10 ng DNS, 1 x PCR puffer
(Fermentas), 1,5 mM MgCl,(Fermentas), 200 uM dNTP mix (Fermentas), 0,2 uM primer
(Merck), 0,5U Taq DNS polimeraz (Fermentas). A reakciot MJ Research PTC-200 tipusu
PCR késziilékben végeztiik el az aldbbi koriilmények kozott: az elddenaturdlas 94 °C-on 5
percig tartott, majd 30 cikluson &t denaturalas 94 °C-on 30 masodpercig, primerek feltapadasa
58 °C-on 30 masodpercig, az elongacio72 °C-on 50 masodpercig, a végsd elongaciod pedig
72 °C-on 3 percig tartott. Az amplifikalt termékek elvalasztasat és detektalasat a 4.3.3.

fejezetben leirtaknak megfelelden 1,5 %-os agardz gélen végeztiik el.
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4.35. Az Lr37 gén azonositasa molekularis markerekkel

Az Lr37 gént a vizsgalt fajtakban a Helguera és mtsai altal (2003) térképezett VENTRIUP-
LN2 SCAR markerrel determinaltuk. A PCR reakci6 az Lr34 gén detektalasdhoz is sziikséges
OsszetevOket tartalmazta 20 uL végtérfogatban (4.3.4. fejezet). A reakciot GeneAmp® PCR
System 9700 tipusu PCR késziilékben végeztiik az aldbbi koriilmények kozott: elddenaturalés
94 °C-on 2 percig, majd 40 cikluson keresztiil denaturalas 94 °C-on 45 masodpercig, primer
kapcsolodas 60 °C-on 30 masodpercig, elongacié 72 °C-on 1 percig, a végso elongacio 72 °C-
on, 7 percig. Az amplifikalt termékek elvalasztasat és detektalasat a 4.3.3. fejezetben

leirtaknak megfelelden 1,5 %-os agardz gélen végeztiik el.
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5. EREDMENYEK

5.1. Azonositott Lr gének és gyakorisaguk a vizsgalt buza fajtakban

A fajtak rezisztenciagénjeinek azonositasa soran vizsgaltuk az Lrl4a, az Lr16, az Lr34 gének,
valamint az Lr26/Sr31/Yr9/Pm8 rezisztenciagéneket hordozo 1BL.1RS, és az Lr37/Sr38/Yrl7
rezisztenciagéneket hordozd 2NS.2AS transzlokaciok jelenlétét (5. tablazat). A vizsgalt 49
fajtaban a leggyakoribb rezisztenciagén az Lr37 gén (20,4 %) volt, melyet az Lrl4a, ill. az
Lr34 gén kovetett 12,2 -ill. 12,2 %-os gyakorisaggal (3. abra). Négy fajtaban az Lr26 gént
(8,2 %), ketto fajtaban pedig az Lr16 gént (4,1 %) azonositottuk (6. tablazat).

5. tablazat: Az Lrlda, Lrl6, Lr26, Lr34 és Lr37 géneket jelz6 markerek kimutatasa
europai buzafajtakban

» N~
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: i 5 2 T 3
Fajta neve Eredet 3? 3 & S g
- o o o NS
— — N - o
- 5
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= s (@) 8 =
=) X Z
X w
>
Bitop AT 0 0 0 0 0
Capo AT 0 0 0 0 0
Element AT 0 0 0 0 0
Energo AT 0 0 0 0 0
Eurofit AT 0 0 0 0 0
Eurojet AT 0 0 0 0 0
Exklusiv AT 0 0 0 0 0
Komarom AT 0 0 0 0 0
Midas AT 0 0 0 0 1
Tacitus AT 0 0 0 0 1
Ubicus AT 0 0 0 0 1
Robigus UK 0 0 0 0 0
Premio FR 0 0 0 0 1
GK Békés HU 0 0 0 0 0
GK Berény HU 0 0 0 0 0
GK Csongrad HU 0 0 0 0 0
GK Fény HU 0 0 0 0 0
GK Hunyad HU 0 0 0 1 0
GK Kalasz HU 0 0 0 0 0
GK Koros HU 0 0 1 0 0
GK Petur HU 0 0 0 0 0
GK Réba HU 0 0 0 1 0
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Brilliant D

Format D

Hybred D

Hyland D

JB Asano D

Pamier D

Pegassos D

Tiger D

NS 40S SRB

NS Arabeska SRB
NS Artemida SRB
NS Avangarda SRB

NS Desetka SRB
NS Emina SRB
NS Enigma SRB
NS Etida SRB
NS Futura SRB
NS Ilina SRB
NS Natalija SRB
NS Natasa SRB
NS Pobeda SRB
NS Rapsodij SRB

NS Renesansa SRB
NS Simonida SRB
NS Tavita SRB
NS Zvezdana SRB

o|lo|lo|o|o|o|lo|o|r|o|o|lo|r|o|lojo|o|r|o|o|r|o|o|r|—|o|o| VENTRIUP/LN2 | Lr37/Sr38/Yr17

OO0, O|0O|0O|0|0|0O|FRP|O|FR|(O|O(FR|O|Fkr|O|O|0O|0O|0O|O0|O|O|F
OO, O|0O|0O|0O|0|0O|0O|0O|0O|O|(Rr|O|O/0O|O|O|O0|O|O|O|O|O|O|O
OO0 |0O|0O|0O|0O|0O|0O|0O|O0|O|O|O|O|O|0O|O|O|O|FP|O|R,|O|O|—|O
OO0 |0O|O|FR|O|FRP|O|FP|O|0O|0O|0O|O|O|0O|O|O|O|O|O|O|O|O|(O|F

Megjegyzés: 1 = molekularis marker jelenléte; 0 = molekularis marker hianya

Az Lrlda gént 6t Gjvidéki és egy magyar fajtdban talaltuk meg. A nyugat-eurdpai

fajtak egyikében sem sikeriilt igazolnunk a gén jelenlétét (4. abra).

Az Lrl6 rezisztenciagént O0sszesen két ujvidéki fajtaban azonositottuk. E gén mind a

magyar, mind a nyugat-eurdpai fajtakbol hianyzott.
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3. abra. Lr gének eléfordulasa a vizsgalt buza fajtdkban (n=49).

Az Lr26 rezisztenciagént is tartalmazo 1BL.1RS transzlokaciot a vizsgalt fajtak 8,2 %-

a hordozta (5. tablazat). A négy fajtabol egy hazai, harom pedig német eredetii volt. Lr26 gént

hordozé szerb fajtakra nem talaltunk példat.

6. tablazat: Lr gének gyakorisaga a vizsgalt fajtak szarmazasa szerint

Fajtak | Fajtak Lrl4a | Fajtak Lr16 | Fajtak Lr26 | Fajtak Lr34 | Fajtak Lr37

Eredet szama génnel génnel génnel génnel génnel
szama % |szama % |szama % |szdma % |szidma %
Magyarorszag 10 1 10,0 0 0,0 1 10,0 3 30,0 0 0,0
Ausztria 11 0 00| O 00| O 00| O 00| 3 27,3
Egyesiilt Kiralysag 0 00| O 00| O 00| O 00| O 0,0
Franciaorszag 1 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 100,0
Németorszag 8 0 00| O 00| 3 375 0 00| 3 37,5
Szerbia 18 5 2718| 2 11,1] 0 00| 3 16,7 3 16,7
Nyugat-Eurdpa 6sszesen |21 0 0,0 0 0,0 3 14,3 0 0,0 7 33,3
Osszesen 49 122 2 4,1 82| 6 122| 10 20,4

A tartos rezisztenciat orokité Lr34 gén vizsgalt markere a szegedi fajtak 30 %-aban, és

az ujvidéki fajtak 16,7 %-aban volt jelen (5. tablazat). A nyugat-eurdpai fajtakban viszont e

gént nem sikeriilt kimutatni.
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4. abra. Lr gének elofordulasi szazaléka a fajtak szarmazasa szerint (fajtak szama:
Szerbia n=18; Magyarorszag n=10; Nyugat-Eur6pa: n=21).
Az Lr37 nemcsak gyakorisagaval — a 49 fajtabol 10 fajtdban mutattuk ki —, de
elterjedtségével is kitlint a tobbi gén koziil. Harom szerb fajtan kiviil harom osztrak, harom
német és egy francia fajtaban sikeriilt azonositanunk a gént (5. abra). A szegedi fajtakban

azonban nem tudtuk kimutatni a gént.

120

Fajtak gyakorisaga (%)

100
80
60
40
- ]
UK FR D SRB HU

AT

5. abra. Lr37 gén el6fordulési szazaléka a fajtak szarmazasa szerint (fajtak szama:
AT: n=11; UK: n=1; FR: n=1; D: n=8; SRB: n=18; HU: n=10).

5.2. A magyar, szerb és nyugat-europai nemesité kozpontok jellemzése fajtaik

Lr géntartalma alapjan

A Szegedrdl, Szerbiabol vagy Nyugat-Europa egyes orszagaibdl szarmazo fajtdk a vizsgalt

rezisztenciagének gyakorisaga alapjan nagy kiilonbséget mutattak (6. abra).
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6. abra. Szegedi, ujvidéki és nyugat-eurdpai fajtak Osszehasonlitdsa a vizsgalt fajtak
Lr géntartalma alapjan (fajtak szama: Szerbia: n=18; Magyarorszag: n=10;
Nyugat-Eurdpa: n=21).

Az azonositott Lr gének szamat illetden kiemelkedtek a szerb buzafajtak, hiszen
benniik négyféle gént is azonositottunk, bar Lr26 gént hordozé ujvidéki fajtdra nem talaltunk
példat. A BIOCEREAL palyazat 18 szerb fajtajabol ot fajtanal a Lrlda gént (27,8 %), kettd
fajtanal az Lrl6 gént (11,1 %), harom-harom fajtanal pedig az Lr34 és Lr37 géneket (16,7- és
16,7 %) mutattuk ki (6. tablazat).

A Gabonakutaté Nonprofit Kft. fajtainak 10- ill. 10 %-aban mutattuk ki az Lrl4a gént
ill. az Lr26 gént hordozo 1BL.1RS transzlokaciot. Az Lrl6 és Lr37 gének hianyoztak a hazai
fajtakban, az Lr34 gén viszont 30 % gyakorisaggal fordult el6. Ez a felnéttkori, tartos

rezisztenciat kialakité gén a magyar fajtakban volt a leggyakoribb.

A CORNET palyazat nyugat-eurdpai fajtaiban csak két gént, a két transzlokacio altal
hordozott Lr26 és Lr37 géneket talaltuk meg. Mig az 1B.1R transzlokacié a nyugat-eurdpai
fajtak 14,3 %-aban volt jelen, addig az Lr37 gént a fajtak 33,3 %-aban azonositottuk

molekuléris markerek segitségével.

5.3. Afajtak jellemzése levélrozsda rezisztenciagének gyakorisaga alapjan

A vizsgalt 49 fajta koziil 6sszesen 24 fajtaban azonositottuk a vizsgalt 6t rezisztenciagén
jelenlétét. A 24 fajtabol 20 fajta (40,8 %) csak az egyik rezisztenciagénnel, négy fajta (8,2 %)
viszont kett génnel is rendelkezett (7. tablazat). Egy szegedi fajtaban (‘GK Szala’) az Lrl4a
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+ Lr34 géneket, egy német fajtaban (‘Pamier’) az Lr26 + Lr37 géneket, kett szerb fajtaban
("NS 40S’ ¢és ‘NS Emina’) pedig az Lrl4a + Lr37 géneket azonositottunk.

7. tablazat: Nemesité kozpontok fajtainak jellemzése a vizsgalt rezisztenciagének

gyakorisaga alapjan.

Fajtak | Fajtak két | Fajtak egy | Fajtak gén
Eredet szama génnel génnel nélkiil
szama % |szama % | szama %
Magyarorszag (Szeged) 10 1 10,0| 3 30,0 6 60,0
Szerbia (Ujvidék) 18 2 11,1 9 50,0 7 38,9
Nyugat-Eurdpa 21 1 48| 8 381 12 57,1
Osszesen 49 4 82| 20 408| 25 510
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6. ERTEKELES ES KOVETKEZTETESEK

Munkank soran négy molekularis markerezési technika alkalmazasaval (RAPD, SCAR, STS
¢s SSR PCR-technikak) nyugat-europai (osztrak, angol, francia és német), magyar €s szerb
6szi buzafajtdkban 6t levélrozsda rezisztenciagént (Lrlda, Lrl6, Lr26, Lr34 és Lr37)
azonositottunk e génekkel szoros kapcsoltsigban 06roklédé molekularis markerek
segitségével. Ennek soran a vizsgalt gének koziil a legtobbet a szerbiai fajtdkban
azonositottuk (Lrlda, Lrl6, Lr34 és Lr37), a legkisebb Lr géndiverzitassal rendelkezd
fajtacsoport pedig a nyugat-eurdpai orszagok fajtaibol keriilt ki. A vizsgalt 49 fajtaban a
leggyakoribb rezisztenciagén az Lr37 gén (az Gsszes vizsgalt fajta 20,4 %-aban) volt, melyet
az Lrl4a, ill. az Lr34 gén kovetett 12,2 —ill. 12,2 %-os gyakorisaggal.

Az Lrlda gént az Xgwml46-7B nevii SSR marker (RODER et al. 1998)
felhasznalasaval Gsszesen egy magyar és Ot szerb fajtaban talaltuk meg, ami a vizsgalt fajtak
12,2 %-a. Az Lrlda gén a NS (Novi Sad, azaz Ujvidék) fajtakban gyakorinak mondhatd
(27,8 %). A gén a Triticum turgidum subsp. dicoccoides faj “Yaroslav’ fajtajabol szarmazik.
Ez a fajta — bar az Egyesiilt Allamokat szoktdk szarmazasaként megjeldlni —, Oroszorszagbol
szarmazik (CLARK & BAYLES 1935), ami megmagyarazhatja a gén elterjedtségét a szerb
fajtakban. Kett6 szerb fajta (‘NS 40S’ és ‘NS Emina’) esetében az Lrl4a gén mellett az Lr37
gént is azonositottuk. E két gén egy fajtaba torténd piramidalasaval valosziniileg nagyobb
foku ellenallosag johet 1étre — ezt latszik alatamasztani, hogy az ‘NS 40S’ fajta 2011-ben a
Gabonatermesztdk Orszagos Szovetsége (GOSZ) altal szervezett Un. 0Jszi buza
posztregisztracios fajtakisérletben (GOSZ-VSZT 2011) a sulyos levélrozsdajarvany ellenére
kivald levélrozsda rezisztencidt mutatott — elképzelhetd, hogy e két szerb buzafajta kozeli
rokonsagban all egymassal. A ‘GK Szala’ magyar fajtaban szintén két Lr gén, az Lrl4a és az
Lr34 jelenlétét bizonyitottuk. Ez a fajta ezaltal erdteljesebb tartds rezisztenciaval rendelkezhet

a csak Lr34 gént hordozo fajtakhoz képest.

Az Lrl6 rezisztenciagén jelenlétét mindossze két ujvidéki fajtaban ("NS Desetka’ és
‘NS Simonida’) azonositottuk az Xwmc764 SSR marker (MCCARTNEY et al. 2005)
segitségével. Vizsgalataink soran arra az eredményre jutottunk, hogy sem a nyugat-eurdpai,
sem a hazai GK fajtdk nem hordozzék az Lrl6 gént. Ebbdl a szempontbol eredményiinket
alatdmasztja, hogy az Lrl6 gént egy atfogdbb eurdpai kutatds sordn sem azonositottak

(WINZELER et al. 2000).

Az Lr26 rezisztenciagént az egész vilagon elterjedt 1BL.1RS buza-rozs transzlokacio

crer
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évtizedeken at széles korben felhasznaltak a nemesitési programokban (ZHAO et al. 2012).
Ennek kdszonhetdéen mar 1998-ban tobb szaz fajtanak és nemesitési vonalnak tulajdonitottak
ezt a transzlokaciot (RABINOVICH 1998).

Munkank sordn az OPH20 RADP markerrel azonositottuk a transzlokaciot (FRANCIS
et al. 1995). A vizsgalt novényanyagbdl Osszesen harom német és egy magyar fajtaban
talaltuk meg az Lr26 gént. A nyolc vizsgalt német fajta 37,5 %-aban fellelhetd gén nagy
aranya nem véletlen, hiszen a német nemesitési programok a transzlokaci6 1étrejottének az
¢lén jartak hajdanan (ZELLER & HSAM 1983). Stépient és mtsai (2003) ezen kiviil svajci,
cseh, angol, olasz ¢s lengyel fajtakban is azonositotta e gént, ami bizonyitja a transzlokacio
europai elterjedtségét.

A hazai fajtak levélrozsda ellenallosaganak genetikai hatterében az Lrl0 és Lrl3
mellett az Lr26 gén is szerepet jatszhatott (CSOSZ et al. 1999). Az 1975 és 2005 kozott
hazankban allamilag elismert mintegy 180 blzafajta 25 %-dban taldlhatdé meg ez a gén
(PURNHAUSER et al. 2013). Eredményiink (mi csupan egyetlen magyar fajtaban talaltuk
meg a gént) azzal magyardzhatd, hogy Purnhauser és mtsai nem csak szegedi, hanem
martonvasari fajtakat is vizsgaltak. Az Gn. ‘MV’ fajtakban (Martonvasar) ugyanis hatszor
gyakoribb az Lr26 gén eléfordulasa a ‘GK’ fajtakhoz képest. A két nemesité kdzpont
szarrozsdara torténd szelekcidja kozben mas Sr géneket részesitett elényben: mig
martonvasari nemesitok az Lr26 génnel kapcsolt Sr31l szarrozsda rezisztenciagénre
szelektaltak, addig a szegediek az Sr36 szarrozsda rezisztenciagénekkel rendelkezé vonalakat
részesitették elonyben. A szegediek dontése nem véletlen, hiszen az egyik legelsd, késdbb
donorként szolgald szarrozsda rezisztens szegedi fajta, a ‘GK Kincs6’ (allami elismerés:
1980) ellenallosdganak hatterében is az Sr36 gén all (CSOSZ et al. 2001). Az Lr26 gén
visszaszorulasat az utobbi idében az is magyarazza, hogy e gén mar nem nyu;jt kell6 védelmet
a jelenleg elterjedt levélrozsda rasszokkal szemben, ezen kiviil az 1BL.1RS transzlokacid

sajnos a buza sikérminéségére kedvezodtlen gént is hordoz (GRAYBOSCH 2001).

Az Lr34 gént a vizsgalt fajtdkban a CsSLV34 nevii kodominans STS markerrel
azonositottuk (LAGUDAH et al. 2006). A 49 fajtabol dsszesen hat fajtaban, a fajtak 12,2 %-
aban talaltuk meg a gént. A hat pozitiv fajtabol harom fajta szegedi (ez a szegedi fajtak 30 %-
a), harom pedig szerb szarmazasu (a szerb fajtak 16,67 %-a). Nyugat-eurdpai fajtakban nem
diagnosztizaltuk ezt a hatdsos, tartos rezisztencia kialakitasaért felelos gént.

Az Lr34 gén jelenlétét az 1970 és 2005 kozott allamilag elismert hazai fajtakban TAR
(2012) is vizsgalta CsLV34 markerrel. Az altala vizsgalt 71 szegedi fajta 23,9 % szazalékaban
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talalta meg a gént. A jelentds mértéki elterjedtséget mi is igazoltuk. Fontos kiilonbség, hogy
TAR-ral ellentétben a ‘GK Hunyad’ fajtaban kimutattuk e gén jelenlétét. A gén jelenléte
annak is betudhatd, hogy a ‘GK Hunyad’ fajta tobb &se is az Lr34 egyik f6 forrasanak
tekintett ‘Bezosztaja 1’ fajtabol szarmazik (http2).

Az Lr34 gén nagyobb hazai gyakorisagat az is alatamasztja, hogy az Lr34 gént a hazai
fajtaszortimentbe az 1960-ban hazankban allami elismerést kapott ‘Bezosztaja 1’ fajtaval
hoztak be (TAR 2012). 1971-ben lettek elismerve az elsd, Lr34 génnel rendelkezd szegedi
("GKF 3’ és ‘GKF 2’), illetve martonvasari (‘Martonvasari 1’) nemesitésti fajtak, melyek
mind a ‘Bezosztaja 1’ fajta utddjainak tekinthetéek.

Annak ellenére, hogy ez a felndttkori és tartos rezisztenciat biztositd gén vilagszinten
elterjedt, a nyugat-europai fajtdkban nem diagnosztizaltuk. Kolmer és mtsai (2008)
vizsgalatukhoz a viladg bliza fajtagylijteménybdl 80 nyugat-eurdpai (angol, osztrak, belga, dan,
francia, német, holland és svéd) fajtat vizsgaltak az altalunk is felhasznalt CsLV 34 markerrel,
melybdl 30 fajtaban jelen volt a marker. Azt is megallapitottak, hogy Amerikaban a brazil
‘Frontana’ fajtanak, Eurdépaban pedig az orosz ‘Bezosztaja 1’ fajtanak koszonheté az Lr34
gén széles korl elterjedtsége (KOLMER et al. 2008). A “Bezosztaja 1’ fajtaban TAR (2012)

is bizonyitotta a gén jelenlétét.

Az Lr37 gén jelenlétét Helguera és mtsai altal (2003) azonositott VENTRIUP/LN2
SCAR markerparral azonositottuk. Az altalunk vizsgalt rezisztenciagének koziil ez az a gén,
amelyik a legnagyobb gyakorisaggal, a fajtdk 20,4 %-4dban fordult eld munkank soran.
Jelenléte javarészt nyugat-eurdpai fajtakra volt jellemz6 (a hét Lr37 gént hordozd fajtabol
harom osztrak, harom német és egy francia), tovabba harom Ujvidéki fajta is tartalmazta a
gént. Masok 37 eurdpai buzafajtabol (svajci, cseh, német, francia, angol, olasz és lengyel
eredet) tiz fajtaban azonositottak a gént (STEPIEN et al. 2003), ami a sajat eredményeinkhez
hasonld 27 %-os gyakorisagot jelent. Winzeler és mtsai (2000) megfigyelték, hogy az eurdpai
fajtakban az Lr13 mellett az Lr37 a leggyakoribb felnéttkori rezisztenciat biztosito gén.

A gén széleskort elterjedtségének oka nem mdasban, mint a gén eredetében keresendo.
Val6szinli, hogy Eurdpa 6cedni, vagy nedves kontinentalis éghajlatu teriiletein a hiivosebb,
csapadékosabb klimat igényld sargarozsda elleni hagyomanyos nemesités soran elényben
részesitették az Yrl7 gén mellett az Lr37 gént is tartalmazo 2NS.2AS transzlokéaciot magukba
foglal¢ fajtakat.

A hazai fajtakban nem igazoltuk ennek a rasszspecifikus, hatasos rezisztenciagénnek a

jelenlétét. Ezt a tényt igazolja Purnhauser ¢s mtsai-nak (2013) vizsgalata is, akik
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megallapitottak, hogy a fajtak mindosszesen 1 %-a tartalmazta ezt a gént. Ez az eredmény
Osszefiigghet azzal, hogy a sargarozsdat igen ritka eldforduldsa miatt hazdnkban nem
tekintették fontos betegségnek. Sajnos, ez a felkésziiletlenség lehet az oka annak, hogy a
legutobbi két évben, de kiillondsen a 2014. évben fellépd sargarozsda jarvany sulyos gondokat

okozott a tobbnyire fogékony hazai fajtdkban.

A négy nyugat-europai orszag (Ausztria, Egyesiilt Kiralysdg, Franciaorszag és
Németorszag) hazankban is jol termeszthetd 21 fajtajaban a vizsgalt 6t Lr génbdl kettd gént
tudtunk azonositani. Munkank alapjan az Lr26 gén harom (a nyugat-eurdpai fajtak 14,3 %-a),
mig az Lr37 gén hét eurdpai fajta (a fajtak 33,3 %-a) rezisztenciajat alakitja ki. A “Pamier’
német fajta DNS-e mind a két gént tartalmazta, egy génnel a fajtak 38,1 %-a rendelkezett. A
fajtak tobb mint felénél (57,1 %-anal) nem tudtuk kimutatni egyik vizsgalt rezisztenciagén

jelenlétét sem.

Egy tobb éven at tartd, tiz orszagot és 72 buzafajtat, ill. nemesitési vonalat magaba
foglald szabadfoldi kisérletben kimutattdk, hogy az eurdpai fajtak rezisztenciajat az Lr3a,
Lrl10, Lr13, Lrlda, Lr20, Lr26 és Lr37 gének alakitjak ki (WINZELER et al. 2000).
Eredményeink beleillenek ebbe a kisérletbe (Lr26, Lr37 azonositasa, Lr34 hianya), azonban
mi az Lrl4a gént nem mutattuk ki nyugat-europai fajtakban. A szabadf6ldi kisérlet soran az
osztrak ‘Capo’ fajtat, mint kitind rezisztenciaforras jellemezték, azonban mi egyik vizsgalt
rezisztenciagént sem taladltuk meg genomjéban. E fajta magas foku ellenallosagat talan az
altalunk nem vizsgalt, de Winzeler és mtsai (2000) altal benne kimutatott Lrl3 génnek is

koszoOnheti.

Ami a szegedi fajtaszortimentet illeti elmondhatd, hogy a tiz vizsgalt GK fajtaban
Lrlda, Lr26 és az Lr34 géneket mutattuk ki. A fajtak az Lrl6 és az Lr37 géneket nem
hordozzak. Egy fajta (‘GK Szala’) 2 génnel (Lr14 és Lr34), harom fajta pedig egy-egy génnel
("GK Hunyad’, ill. ‘GK Raba’: Lr34, ‘GK Koros’: Lr26) rendelkezett. A fajtak 60 %-aban
viszont nem amplifikalodott egyik rezisztenciagén markere sem.

A hazai fajtakban az Lr10, Lr13 és Lr26 gének bizonyitottak (CSOSZ et al. 1999).
Egy atfogd vizsgalat kimutatta, hogy fajtainkban az Lr26 (25 %), az Lr34 (22 %), az Lr10
(20 %) és az Lrl (19 %) gének gyakoriak, ezzel szemben az Lr20, Lr52 és az Lr37 gének a
fajtak csak 1-2 szazalékaban talalhatéak meg (PURNHAUSER et al. 2013). Vizsgalati

adataink beleillenek ezen vizsgalat eredményeibe.

Egy 2010-ben elvégzett martonvasari szabadfoldi kisérletben bizonyitottak, hogy
hatékony védelmet az Lr9, Lrl9, Lr24, Lr25, Lr28, Lr29 és Lr35 rezisztenciagének
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biztositanak. Azota megkezd6dott a gének bevitele kiillonboz6 fajtakba a martonvasari

nemesitd kozpontban (BEDO et al. 2011).

A levélrozsda rezisztenciagének genetikai sokfélesége a szerb fajtdkban volt a
legnagyobb. A magyar-szerb hatarmenti egyiittmiikdési program szerb fajtaiban a vizsgalt 6t
rezisztenciagén kozil négyet sikeriilt azonositanunk a munkank soran. A BIOCEREAL
palyazat 18 NS fajtajabol ot fajta (27,8 %) az Lrlda, harom fajta (16,7 %) az Lr34, masik
harom fajta (16,7 %) az Lr37, kett6 fajta (11,1 %) pedig az Lr16 gént hordozta. Az ‘NS 40S’
¢s az ‘NS Emina’ fajtakban két gént is azonositottunk (Lrlda és Lr37). Nagyon hasonld
eredményt kaptunk Purnhauser és Cs6sz (2013) egy korabbi eredményével: 6k molekularis
markerezési technikaval vizsgaltak szegedi €s szerb fajtakban az Sr31, Lr34 és Lr37 gének
gyakorisagat. A két munka kozotti egyediili eltérés a szegedi mintdk Lr37 gén gyakorisagaban
mutatkozott. Az, hogy Purnhauser és Csész vizsgalataban a szegedi fajtak 22,2 %-a hordozta
az Lr37 gént annak koszonhetd, hogy Ok uj buzatorzseket vizsgaltak fajtdk helyett

(Purnhauser személyes kozlése).

Munkank hozzéjarulhat az 1 buzafajtak levélrozsda rezisztencidjanak genetikai
hatterének jobb megismeréséhez, ezaltal optimalisabb genetikai hatteri levélrozsda rezisztens
buzafajtdk kialakitdsdhoz. Tekintve, hogy a jelenlegi fajtak levélrozsda ellenallosaga
tobbnyire nem kielégitd, ujabb génforrasok bevondsa (pl. rezisztencia génforrasok cseréje) és
azokkal kedvezd génkombindciok kialakitdsa mar a kozeljovl rezisztencianemesitési
programjaiban is fontos szerepet jatszhat majd. Ebben nyujthat nagy segitséget a molekularis

markerek €s a hagyomanyos rezisztencia nemesitési modszerek kombinalt hasznalata.
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7. OSSZEFOGLALAS

A levélrozsda (Puccinia tritici Eriks.) a buza egyik legstilyosabb betegsége. Ennek is
betudhato, hogy a gombanak a patogenitasa, rasszainak valtozasa, a rezisztencia-gén
kolcsonhatasok és a sokféle rezisztencia-fenotipus feltarasa mellett egyre jobban el6térbe
keriilt a rezisztenciat kialakitd gének azonositasa, majd azok tudatos felhasznaldsa a

nemesitésben.

A rezisztencia genetikai hatterének jobb megismerésére mara nagy segitséget nyujt a
molekularis markerek hasznalata mind a génazonositdsban, mind a szelekcidoban. A
rezisztenciagénekkel szoros kapcsoltsagban 6roklédé molekularis markerek mindamellett,
hogy munka- és koltséghatékonyabbak a hagyomanyos rezisztenciateszteken alapuld
modszerekhez képest, tovabbi 0 lehetOséget nydjtanak a rezisztencianemesités szamara a

tartos rezisztencia kialakitdsédban (pl. génpiramidalas).

Munkank sordan négy molekularis markerezési technika alkalmazasaval (RAPD,
SCAR, STS és SSR PCR-technikdk) magyar, valamint Magyarorszagon is jol termeszthetd
nyugat-eurdpai és szerb fajtdkban kapcsolt molekularis markereket azonositottunk 6t Lr gén
(Lrl4a, Lr16, Lr26, Lr34 és Lr37) esetében. Vizsgalataink soran a vizsgalt Lr gének koziil a
legtobbet, négy levélrozsda rezisztenciagént (Lri4a, Lr16, Lr34 és Lr37) a szerbiai fajtakban
azonositottunk, a nyugat-eurépai orszagok fajtaiban viszont csupan kettd levélrozsda
rezisztenciagént (Lr26 ¢és Lr37) talaltunk. Az Lrlda és Lrl6 géneket hazai és a szomszédos
szerbiai fajtakban azonositottuk, a nyugat-europai fajtakbol hianyoztak. Az Lrlda gént a szerb
fajtak 27,8 %-a és a magyar fajtak 10 %-a, az Lrl6 gént pedig minddsszesen a szerb fajtak
11,1 %-a tartalmazta. Szamos Lr gén mar dnmagaban is hatastalan, azonban mas Lr génekkel
kombinalva valosziniileg nagyobb rezisztencia érhetd el. A korabban igen elterjedt Lr26 gént
most csak a hazai és a német fajtakban talaltuk meg, 6sszesen négy fajtadban, ami az dsszes 49
fajta 8,2 %-a. A nem rasszspecifikus Lr34 levélrozsda rezisztencia csak a hazai (a GK fajtak
30 %-aban) és a szerb (az NS fajtak 16,7 %-aban) fajtdkban volt kimutathatdé. Az Lr37 gén
bar a nyugat-europai fajtakban igen gyakori volt (a 21 fajta 33,3 %-aban), a hazai és a szerb
fajtaszortimentbdl hianyzott. Ez azzal magyardzhatd, hogy az Lr37 génnel kapcsoltan
oroklédo Yrl7 gén fontos szerepet jatszik a Nyugat-Eurdpaban gyakran fellépd sargarozsda

betegség elleni kiizdelemben.

Reményeink szerint munkank hosszabb tdvon hozzajarulhat a levélrozsda elleni
optimalis genetikai védelem kialakitasahoz. Eredményeinkbdl kitlinik, hogy a kiilonb6zo
nemesité kozpontok a kdézvetve mds rozsdafajokra torténd szelekcid miatt, vagy egyéb
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okokbol adédoan més és més Lr génekre szelektaltak buzafajtaik nemesitése kdozben. A fajtak
levélrozsda ellendllosaga nem kielégitd, a levélrozsda 0j rasszai miatt tovabb fejlesztendo.
Partnerkapcsolatok kiépitésével €s egymas segitésével a nemesité kozpontok megkdnnyithetik
egymdas munkajat és eldsegithetik a megfeleld levélrozsda ellenallosaggal rendelkezd fajtak

nemesitését.
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8. KOSZONETNYILVANITAS

Halas koszonettel tartozom kiilsd konzulensemnek, Dr. Purnhauser Laszlonak, aki ramutatott
témam fontossagara és orommel fogadott be munkacsoportjadba. K&szondm neki, hogy az
utobbi két évben barmikor fordulhattam hozza, mindig lelkesen igyekezett szakmai
hianyossagaimat potolni, és ezaltal szaktudasomat béviteni. Halas vagyok neki eredményeim
kiértékelésében nyujtott segitségéért, a gyakorlatban megszerzett tapasztalataimért, kitartd
munkdjaért, mellyel TDK dolgozatom, illetve késobbi diplomadolgozatom elkésziiltét
segitette, segiti. K6szondom neki, hogy a kiilonb6zé konferencidkra torténd invitalasaval is
megprobalta tudasomat kiszélesiteni. Tovabba koszondm neki a magmintdk, illetve DNS

mintak, valamint a felhasznalt vegyszerek biztositasat.

Szeretnék koszonetet mondani Dr. Kiss Erzsébetnek, hogy elvallalta belsé konzulensi
feladatkorét. Koszondm neki, hogy széleskorli molekuldris genetikai szaktudéasat atadta
nekem oOrain. Halds vagyok érte, hogy mikor ideje engedte, beszélhettem neki eddigi

eredményeimrol, tovabbi terveimrol.

Kiilon koszonom Lajtar Timea vegyésztechnikusnak a rengeteg szeretetet €s energiat,
amivel munkam el6remenetelét tdmogatta. Halaval tartozom neki, hogy allandd ottlétével
segitette és irdnyitotta a markerezési technikak elsajatitasat. Koszondm neki, hogy végtelen
tirelemmel Ujra €s Gjra elmagyarazta a poliakrilamid gél kiontésének, illetve a mintak

elohivasanak menetét.

Kosz6ndm a csapat tobbi tagjanak, Sz6ke Anitanak és Gajdacs Klaranak a segitségét.
Nagyon szépen koszondm Szdéke Anitanak a szakirodalmazasban és kisérletek tervezésében

nyujtott segitségét €s tanacsait, a csapatnak a j6 hangulatban elt6lt6tt napokat.

A kutatdsunkat a CORNET 6 08 WHEATSTR’ NKTH (OM-00887/2009), a
BIOCEREAL (HUSRB/1002/214/045) és a SZIE Kutat6 Kari Kivalosagi Tamogatas—17586-
4/2013/TUDPOL. palyazat tamogatta.

Nem utolsé sorban kdszonom csalddomnak és bardtaimnak, hogy tdmogatasukkal és

tiirelmiikkel eldsegitették munkam elkésziiltét.
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10. NYILATKOZAT

Alulirott Kapas Mariann, a Szent Istvan Egyetem Mezdgazdasag- és Kornyezettudomanyi
Kar MezOgazdasagi Biotechnologus mesterképzési szak nappali tagozatvégzOs hallgatoja
nyilatkozom, hogy a dolgozat sajat munkdm, melynek elkészitése soran a felhasznalt irodalmat
korrekt modon, a jogi és etikai szabalyok betartasaval kezeltem. Hozzajarulok ahhoz, hogy
Tudomanyos Didkkori dolgozatom egyoldalas Osszefoglaloja felkeriiljon a Kar / Intézet /Szak
honlapjara. A digitalis verziéban (pdf formatumban) leadott dolgozatom elérhetd legyen a témat
vezetd intézetben, illetve a kialakitasra keriilé Kari kdzponti nyilvantartasaban, a jogi és etikai

szabalyok teljes korti betartasa mellett.

A dolgozat allam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen nem.

Godolls, 2014. 10. 27.

hallgato alairasa

A dolgozat készitdjének konzulense nyilatkozom arrél, hogy a Tudomanyos Diakkori dolgozatot
attekintettem, a hallgatot az irodalmak korrekt kezelésének kovetelményeirdl, jogi és etikai
szabalyairol tajékoztattam.

A Tudomanyos Diakkori dolgozatot védésre javaslom / nem javaslom.

A dolgozat allam- vagy szolgélati titkot tartalmaz: igen ~ nem.

Godolls, 2014. 10. 27.

témavezeto aldirdsa



