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ROVIDITESEK JEGYZEKE

AFLP amplified fragment length polymorphism
(amplifikélt fragmenthossz polimorfizmus)

BC back cross (visszakeresztezés)

bp bazispar

BSA bulked segregant analysis (csoportos
hasadaselemzés)

cM centi Morgan

CTAB cetil-trimetil-ammanium-bromid

DH doubled haploid

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav

GK Gabonakutaté Nonprofit Kft., Szeged

ISSR inter simple sequence repeat (egyshelss
szekvencia ismétlés)

IT infekcids tipus

Lr levélrozsda rezisztenciagén

LRR leucin reach repeat (leucinban gazdag
ismétbdes)

MAS marker assisted selection (markerre alapozott
szelekcio, vagy marker tamogatta szelekcio)

Mv MTA Agrartudomanyi Kézpont Meigazdasagi
Intézet, Martonvasar

NBS nucleotid binding site (nukleotid kédési hely)

NIL near isogenic line (kdzel izogén vonal)

P valésziriség

PCR polymerase chain reaction (polimeréaz
lancreakcio)

QTL quantitative trait loci (mennyiségi jelleget
meghatarozé lokuszok)

R rezisztens

RAPD randomly amplified polymorhic DNA
(véletlenszeien amplifikalt polimorf DNS)

df szabadsagfok

RFLP restriction fragment lenght polymorphism
(restrikcios fragmenthossz polimorfizmus)

RGAP resistance gene analog polymorphism
(rezisztenciagén analdg polimorfizmus)

RIL recombinant inbred lines (rekombinans

beltenyésztett vonalak)

5



rpm

SCAR

SSD
SSR

STS

rotation per minute (fordulatszam/perc)
susceptible (fogékony)

sequence characterized amplified region (felta
szekvenciaju amplifikélt régio)

single seed descent (egymag szelekciés modszer)
simple sequence repeat (egyiszeekvencia
ismétbdes)

sequence tagged site (szekvenciaval jelolt hely)
unit (egyseg)



1. BEVEZETES

Magyarorszagon a buza egyik legveszélyesebb befegaélevélrozsda. A
kérokoz6 szamara keduezévekben a levélrozsda komoly, akar 50%-0s
termésveszteséget is okozhat a fogékony fajtakBam. a betegség elleni
védekezés tdbbnyire megoldhatd fungicidek hasznéddt mégis a
leghatékonyabb, egyben legolcsobb eljaras a reniszfajtak termesztése,
melyek tovabbi élnye, hogy hasznélatuk semmiféle kornyezeti karostoda
vagy élelmezés-egészségigyi gondot nem okoz.

A rezisztens fajtak 8éllitasa komoly kihivas a nbvénynemesités felé. A
nemesitést nagyon megneheziti, hogy a betegségeiltoki kdrokozok
varidbilisak, igy valamely buzafajta, amelyik rezens az egyik korokozo
rasszal szemben, fogékony lehet a masikra. A kaakovaltozékonysagat
jellemzi, hogy ma csupan a buza levélrozsdabdl &#Ar rassz ismeretes. A
rezisztens fajtak 8dllitasahoz ezért folyamatos nemésit munka
(rezisztenciaforrasok felkutatasa és a rezisztghoiek beépitése) sziikséges.

Napjainkban mintegy hatvan buZza gén ismert. Tulnyomé részik
rasszspecifikus rezisztenciagén, ami altalaban am®#€nykorban is
megnyilvanul (pl.Lr20 ésLr52). Koézuluk mara csak kevés nyujt 6nmagaban
megfeleb védelmet a levélrozsda ellen, mivel a kérokozdozikonysdganak
kovetkeztében 6l idére 0 virulens rasszok jelentek meg. Vannak azonban
nem rasszspecifikus rezisztenciagének is, amelyskk cfelrbttkorban
nyilvanulnak meg (pl.Lr34). Bar ezek altaldban csak részleges védelmet
nyljtanak, de hatasuk ddel nem romlik le (tartdés rezisztencia). A tartos,
ugyanakkor €fs rezisztencia létrehozasahoz a buzafajtaba &ialabm egy,
hanem tdbb rezisztenciagén (pl. egy nem rassz#pexiBs egy vagy tdbb
rasszspecifikus) egyittes bevitele (génhalmozas, mégen gén piramidalas)
nyujthat kielégit eredményt. Kéztudott, hogy a nagyszamu isrhertjénhez
képest a koztermesztésbenddajtakban mindéssze néhany hatékdamygén
fordul elb, ezért a genetikai diverzitds novelése érdekébelenges Uj,
hazankban eddig nem hasznaltgéneket is bevonni a nemesitésbe (20
ésLr52).

Egy vagy tobb rezisztenciagén egy buzafajtdba Jmépitésének
hagyomanyos maodja ddés munkaigényes folyamat, mivel minden szelekcios
Iépésben elengedhetetlen a rezisztencia tesztelésterséges inokulalassal.
Ehhez elkerilhetetlen a kulonkbevélrozsda rasszok fenntartasa fenntartasa
€s a nemesitési torzsek ezekkel valé Uveghazi sagytofoldi inokulcidja. A
rezisztencia génekhez szorosan kapcsolt molekuraskerek segitségével
azonban mara viszonylag egyde¥ valt az egyes rezisztenciagének egymastol



flggetlen beépitése és nyomon kovetése az ado# bliz genotipusokba
(MAS). A koztermesztésben I&wszi buzafajtak levélrozsda ellenallosagarol a
nemesitknek altaldban a megfigyeléseiken alapuld infordiicivannak
anelkil, hogy tudnak, mely rezisztencia gén(ek)zaké azt. Napjainkban a
nemesiik egyre tudatosabb és terveiidt nemesités érdekében fontosabbnak
tartjak, hogy az adott fajta vagy torzs fenotipusallett ismerjék annak
genetikai héatterét is. A molekularis markerek atkatasanak ezért a masik f
terllete az ismeretlen genetikai hatt&jtak rezisztenciagénjeinek azonositasa.
A gyakorlati alkalmazas szempontjabol fontos, hagsnolekularis marker az
adott rezisztencia génnel szoros kapcsoltsagbaklédljon, a heterozigota és
homozigéta egyedek elkulonitése végett kodominaegyehn, valamint
megbizhatdéan és rutins#en alkalmazhato legyen — ilyenek példaul az SSR
markerek. Bar szamds génhez kapcsolt molekularis markert ismertnk, nagy
részik azonban nem kodominans oédkKi illetve a rezisztenciagénnel nem
elég szorosan kapcsolt; mindezért tovabbra is €giksan Gjabb, azr
génekhez minél szorosabb kapcsoltsagban édékharkerek azonositasara.

A dolgozat két kutatasi téma eredményeit foglagazé. Az el$ rész
kézepesen hatékonyr génekkel [(r20 és Lr52) kapcsoltan 06rokidé
molekularis markerek azonositasat és genetikaiép&kését mutatja be. A
masodik részben az emlitait génekhez valamint akr34 génhez szorosan
kapcsolt molekularis markerek diagnosztikus és m@és celd gyakorlati
alkalmazasanak eredményeit foglalja 6ssze.

Az egyes témak célkizései a kovetkéik voltak:

1. Az Lr52 ésLr20 levélrozsda rezisztencigénekhez szorosan kapcsolt
dominans és kodominans 6ré6@&€gi molekuléris markerek azonositasa,
jellemzése és genetikai térképezése.

2. Az Lr20 génnel szorosan kapcsolt STS markerének alkalraagzgg
markerre alapozott szelekciés programban.

3. Az Lr52, Lr20 ésLr34 gének azonositasa, és gyakorisaguk vizsgalata a
Magyarorszagon 1970 és 2005 kozott elismiyzi buza fajtakban
molekularis markerek felhasznélasaval, valamint B34 gén
hatéekonysaganak elemzése tobb éves medfigyelémam@természetes
szant6foldi levélrozsda féizbttségi adatok segitségével.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A buza levélrozsda tlinetei és kartétele

Az 6szi buza Triticum aestivuni.) betegségei kozll a levél- vagy vorosrozsda
(Puccinia reconditaRob. ex Desmaz. f. sgritici /Eriks./, syn.:Puccinia
triticina Eriks.) (1. &bra) vilagszerte elterjedt. A fajtAkgékonysagatol
valamint a kdrnyezeti tényéktol fliggéen akar 40-80 %-os (Barabas és Matuz
1983, Mcintosh és mtsai 1995, Kolmer 1996, Boltos mtsai 2008)
termésveszteséget is okozhat. A betegség a legblgyeszteséget akkor
okozza, ha mar a viragzaskor vagy kodzvetlen utdabantys, 30-50 %-os
levélboritottsag lathaté. Ezesetben akar 80 %-osmésveszteseg is
eléfordulhat. A kései betegségmegjelenés okozta vesgék azonban
meérseékeltek, vagy akar el is maradhatnak. A tereseseg a gombafézes
kovetkeztében kialakult asszimilacids felllet csiiddsének kovetkezménye,
amely alacsonyabb ezerszemtomeget és keveseblzd@tasati szemszamot
eredményez (Bolton és mtsai 2008).

Az 1950-es eévekit kezdbdéen fokozatosan dit a levélrozsda
jelentbsége, és napjainkra hazankban a korokozd megjélenésnden évben
lehet szamitani. (Szunics és mtsai 200BsZ£s mtsai 2008, Manninger 2008).
Sulyos jarvanyait a kovetkézévekben tapasztaltak: 1952, 1957, 1958, 1975,
1981, 1982, 1988, 1990, 1994, 1995, 1996, 19978 {S2unics és mtsai 2001),
1999 (C$sz és mtsai 2000), 2006 @32 és mtsai 2008).

1. &bra. A levélrozsda uredospérainak megjelenése a fogekon
bazafajtan



A levélrozsda biotrof kérokozd, ezért csak aé Kvélszoveten képes
életben maradni. Legfontosabb gazdandvénye a kégéashexaploid buzde
eléfordulhat durum bdzan T¢iticum turgidum ssp. durum), Triticum
dicoccoidesKoérn., Triticum dicoccumes Aegilopsfajokon is (Bolton és mtsai
2008). Levélrozsda jarvany kialakuldsara 15-25 #20ki pards meleg és a
betegségre fogekony buzafajtak termesztése esehéh $zamitani. Az enyhe
6sz és tél utdn a#észi vetéseken attetelgomba méar marcius végeén, aprilis
elején szorvanyos telepeket képez, és viragzaskorjetents fertzédést tud
eléidézni. A legtobb évben azonban majus kozept eitkdn jelenik meg
(Cssz 2007). A vilagosbarna uredotelepek kor alakdiak,mm atméijiek és
elsbsorban a levél szinén, de elvétve a levél fonakandgtalalhatéak. A buza
erésekor a levél fel nem repedt epidermisze alatalkulnak a fekete szin
teleuto telepek, a koérokoz6 szaporodasa leall. ltezsda kdztesgazdai a
Thalictrum, Isopyrum, Anchusés Clematisfajok, melyeken a gomba ivaros
szaporodasi ciklusa megy végbésalgitve a genetikai rekombinalédast és igy
az Uj rasszok kialakulasat (Roelfs és mtsai 199%pB €s mtai 2008) (2. abra).

IVARTALAN CIKLUS ’x

telium

teleuto-
spoéra

2. abra. A buza levélrozsda féjtiésmenete
(forras: Bolton és mtsai 2008)
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2.2 Lr gének buzaban

Napjainkig mintegy hatvan buzhr geént irtak le, amelyek jelefg részét
térképezték is a buza kromoszomakon (Mcintosh éairg003, 2009 és 2011).
Az Lr gének nagy hanyada nem aestivumeredeti, ezeket a buzaval kozeli
rokonsagban &llé fajokbdl és nemzetsédgeldpitették be (1. tdbldzat) &szi
buzaba. Egyedr gének esetébendbrdul, hogy mas rezisztenciagénekkel
vagy morfologiai jelleggel egyitt orddik. Az Lr20 génbl példaul
megallapitottak, hogy teljes kapcsoltsagban @dikl a Pm1 lisztharmat,
valamint azSr15szarrozsda rezisztencia génekkel (Watson és 1966,1Sears
és Briggle 1969, Mcintosh 1977). Az34 génkl leirtdk, hogy nemcsak az
Yrl8 sargarozsda (Mcintosh 1992; Singh 1992a),Pm38 lisztharmat
(Spielmeyer és mtsai 2005) rezisztencia géneklagleim a levélcsucs szaradas
morfoldgiai bélyeggel (Singh 1992b) is teljes kaptsagban 6rokidik (Ltnl
geén), valamint ez a I6kusz arpa sarga torpulés\gheni toleranciatRdvl) is
okoz (Singh 1993).

1. tAblazat. A buzalLr génjeinek eredete

Faj Lr gének
Diploidok (2n=14)
Aegilops tauschii (Coss) Schal. /| Lr21, Lr22a, Lr32, Lr39, Lr41, Lr42sLr43
Aegilops squarrosa.
Aegilops umbellulatéZhuk.) Lr9
Secale cerealk. Lr25, Lr26ésLr45
Aegilops speltoides Tausch / T.| Lr28, Lr35, Lr36, Lr44, Lr47sLr51
speltoidegTausch) Gren ex Richter
Aegilops sharonensigig. Lr56
Tetraploidok (2n=28)
Aegilops ventricos&@ausch /Triticum. | Lr37
ventricosunCes
Triticum timopheevi{Zhuk.) Lr18 ésLr50
Triticum  turgidum L. / Triticum | Lr23 ésLr53
dicoccoideKaorn.

Aegilops geniculat&oth Lr57

Aegilops triuncialisL. Lr58

Aegilops peregrina(Hack) Mare &| Lr59

Weiller

Hexaploidok (2n=42)

Triticum aestivuni. Lrl, Lr2, Lr3, Lr10, Lr11, Lr12, Lr13, Lr14

Lrl6, Lrl7, Lr20, Lr22b, Lr27, Lr30, Lr31,
Lr33, Lr34, Lr46, Lr48, Lr49, Lr52sLr60
Agropyrum intermedium (Host) P.| Lr38

Beauv.

Dekaploidok (2n=70)
Agropyron elongatunthost) Beauv. Lr19, Lr24ésLr29
Forras: McIntosh és mtsai 2003, 2009 és 2011
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A Lr gének tobbsége a kérokozd Ezdsére rasszspecifikus
rezisztenciat mutat, azaz azonos kornyezeti viszorkozott a levélrozsda
kisebb-nagyobb szamu rassza ellen hatasos, migkk#sszemben nem. A
rasszspecifikus rezisztencia magyarazata a ,geme géme” (gén-génnel
szemben) elmélet. Ez alapjan: ha egy koérokoz6 ikerik dominans
avirulencia génnel, amellyel szemben a gazdantemyjelen van egy
dominans rezisztencia gén, akkor a kérokoz6 és zalag@vény kapcsolata
rezisztens lesz. Az ok az, hogy a dominans avioiggyén termel egy specifikus
elicitort, amelyet a komplementer rezisztenciagémeedelked gazdandvény
felismer. llyenkor a gazdantvény a patogenomgsére sejtelhalassal jaro
hiperszenzitiv reakcioval felel, ami meggatolja@dkozo felszaporodasat és
elterjedését a novenyi szovetekben (Flor 1942, ¥366971). Az ébbiekkel
ellentétben, ha egy kérokozo rendelkezik ugyan déms avirulencia génnel,
de a gazdandvényben nincs jelen a komplementerndmsirezisztencia gén,
akkor a termelt elicitor jelenléte nem valt ki regk a novénybl (nincs
receptora hozza) vagy a korokozo virulens az adisztencia génre (nem
termel elicitort), akkor a kérokozé és a gazdan§vé&apcsolata fogékony
tipusi lesz. A gén-génnel szembeni kapcsolat mbegmyilasa a
gazdanovényben az adott rezisztencia génre jeflemfekcids tipus. A
buzaban a csiranévénykori infekcios tipusokat @adés fejezik ki (Stakman és
mtsai 1962), ahol a 0 jelzi az immunis, azaz tuestes tipust, a 4 jelzi a
hiperszenzitiv klorotikus foltok nélkali nagy, sptalé uredotelepekkel
rendelked fogékony tipust (3. abra). Bizonybs gének a kérokozé feizésére
jellegzetes, csak az adott rezisztencia génremetiehiperszenzitiv reakcidval
felelnek (pl. Lr20 rezisztencia gén). Azr20 gént hordoz6 buzafajtaknal
megfigyelték, hogy a fefzés kovetkeztében jellegzetes hosszanti nekrotikus
foltok alakulnak ki (4. abra).

0 ; 1 2 3,34 X
(Forras: Mcintosh 1995)

3. abra. Stakman és mtsai (1962) altal kidolgozott értéiedkala a levélrozsda
infekcios tipusainak meghatarozdsahoz
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4. abra. Az Lr20 rezisztencia gén infekcios tipusai csiranévénpaor(forras:
Mcintosh és mtsai 1995). A fehér nyilak a reziseiemgeénre jellemi hosszanti
nekrotikus foltokat jelzik.

A rasszspecifikus rezisztencia altaldban nem tbé&ifit tartdsnak
(Bennett 1984, Roberts és Caldwell 1970), mert mgh&év alatt a rezisztens
fajta fogékonnya valhat egy addig nem ismert Ugszamegjelenésével. Az (j
patotipusok megjelenése altalaban mutacio kovetéeyen vagy a korabban
termesztett fajtdkat nem fémb, ezért az adott terlileten gyérerbfetduld
rasszok felszaporodasa az Uj fajtakon. JO példaamtr26 rezisztencia gént
hordozé, kezdetben levélrozsda rezisztens AvroraKéskaz, buzafajtak
rezisztencigjanak megszése, e bulzafajtak hazai koztermesztésben valo
elterjedése soran 1970-es évek elején (Mannind#s, ZD08).

Léteznek olyarLr gének, mint pl. az 134 ésLr46, amelyek a kérokozé
populacidéban jelen Iévrasszok ellen nem biztositanak ugyan teljes véetelm
de lassitjak annak szaporodasat és elterjedésénzdampbvenyen Fontos
ismérvik, hogy kulonbdzrasszokkal vizsgalva mindegyikkel szemben hasonlo
védelmet nydjtanak, és ezért nevezzik ezt a rerms& tipust nem
rasszspecifikus mas néven horizontalis rezisztan&igvan der Plank 1963).
Megjelenése alapjan pedig féttkori (Gustafson és Shaner 1982), de ez nem
feltétlentl azonos a lassu sporulaciot (,slow ngl okoz6 (Caldwell 1968),
részleges (Parlevliet 1975) vagy tartos reziszésmti(Johnson 1984). A dolgot
bonyolitja, hogy a feléttkori ellenallésag is lehet rasszspecifikus. A nem
rasszspecifikus rezisztencia megjelenését altalabam jelzik nekrotikus
foltok, az ilyen rezisztencia génekkel rendetkégjtak rezisztencigja tartésabb,
a koérokozoé populacio egyes rasszainak szaporodéig gorlatozott, de nem
teljesen gatolt.
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A nemesibk szaméara fontos a levélrozsda kulénbomsszainak
nyomon kovetése, €s a rezisztenciagének hatékamyalagvizsgalata. A
rezisztenciagének hatékonysaga a jelet &&sdinamikusan valtozo6 levélrozsda
populacié Osszetételdtfiigg, mialtal a buzafajtak rezisztenciaja nenar@do
tulajdonsag. A levélrozsda populacié rasszosszéndtke vizsgalataval
meghatarozhatdé az egyds géenek hatékonysaga az adott kornyezetben.
Mesterhazy és mtsai (2000) tobb eurdpai orszagr#saval végezték el az
eurdpai rozsdapopulacio rasszosszetételének valam@zisztenciagének mind
csiranovénykori mind felittkori hatékonysdganak vizsgalatat. Eredményeik
szerint EurOpaszerte d29 ésLrl9 gének voltak a leghatékonyabbak, mert
egyetlen vizsgalt levélrozsda izolatum seméted 6ket. AzLr24, Lr25 és Lr28
gének szintén hatékonyak voltak, bar néhany orszagtalaltak olyan
levélrozsda izoldtumot, amely kisméritekert6zodést okozott. Felsttkorban
hatékonynak talaltak dzrl2, Lr13, Lr22a, Lr34, Lr35 és Lr3géneket. CG&sz
€s mtsai (2000) Magyarorszagon szant6foldi természiertzottség alapjan
allapitotta meg azr gének felidttkori hatékonysagat 1995 és 1999 kozott.
Vizsgalataik soran helyi kilonbségeket figyeltekgmigly példaul Szegeden az
Lr34 gént hatastalannak, mig Martonvasaron hatasosrmoyuilt. Dyck és
Samborski (1979) szintén 4234 gén hatékonysaganak helyi kilonbségeir
szamolt be. Martonvasari megfigyeléseik alapjanng&zués mtsai (2001) 1996
€s 2000 kozott akr34 gént felbttkorban kdzepesen hatékonynak értékelték.
Manninger (2000) szinten aZ4.r34 felnéttkori hatékonysagat irja le
magyarorszagi vizsgalatai alapjan. Az34 hatékonysaganak kuilonhdz
ertékelését Dyck és Samborski (1979) azzal magimrdzogy e génre
jellemziek a leveleken megjelénkevesebb szamu kis- és kbzepes niéret
uredotelepek, mig a zaszloslevélen a levéelnyélhiezelknagy uredotelepek
jelenhetnek meg.

Jelenleg a nemeék csak kevé$szi buza fajtardl tudjak, hogy mely
gént vagy géneket hordozzak. A génazonositasi nkunidbsége a fajtak
monosporas ismert avirulenciagénekkel rendélkdexélrozsda izolatumokkal
valé fiatalkori mesterséges inokulacigjan alapulagylarorszagon ezzel a
modszerrel Manninger (1996) levélrozsda rezisztegének meghatarozasara
20 elismert magyar fajtat vizsgalt, és legnagyopakgrisaggal (50%) alzr26
gént azonositotta. Megtalalhatdéak voltak meg akapn ad r3, Lr34 ésLr37
gének is bnmagukban vagy kombinaciébarisZzg2008) a szegedi nemesiités
fajtdkban azonositott levélrozsda rezisztencia kginéoglalta 6ssze, amely
szerint azLr3 gén ebforduldsa a leggyakoribb. Winzeler és mtsai (200D)
eurdpai buzafajtaban hataroztak meg az egyas gének jelenlétét.
Megallapitottak, hogy a tobb mint 50 ismert rezagzia génbl minddssze
néhany fiatalkoril(rl, Lr3a, Lr3ka, Lr10, Lrl4a, Lr17b, Lr20 és LrR6lletve
felnéttkori rezisztenciat biztosité géhr@ 3, Lr37) fordul eb a fajtakban, kilén-
kulon, vagy kulonboé& géenkombinacidkban. A génkombinaciok néhany
kivételtsl eltekintve hatastalanok voltak. Vagyis, a hatasta gének
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piramidalasa igen gyakran nem vezet a kivant eragimé Az Lrl3-at
tobbnyire hatékony nem rasszspecifikus génnek igakiszont szamoisrl3-al
rendelked fajta igen szélsséges valaszokat adott (Winzeler és mtsai 2000).

Singh és mtsai (2001b) 70 angliai buzafajtabangélték azLr gének
jelenlétét és megdllapitottak, hogy a legelterjedltazLr13 (a fajtak 57 %-ban
megtalalhatd), az.r26 (22 %), azLr37 (20 %), azLrl0 (17 %), azLrl7b
(10%), azLrl (7 %), azLr3a (6 %) valamint az.r20 (4 %) gének. Pathan és
Park (2006) 105 eur6pészi blza fajtat vizsgalt. A fajtak 64%-aban jeleitv
azLrl3 és 18%-aban alzr26 gén, valamint kisebb szazalékban (0,9-12%) az
Lrl, Lr3, Lr3ka, Lr10, Lrl4, Lrl7b, Lr20 és Lr37Hysing és mtsai (2006)
észak-eurdpai buzafajtakban (84 fajta vizsgalarmnesitottak a levélrozsda
rezisztencia géneket. Megallapitottak, hogy a Kajt@ %-aban atrl3 gén a
leggyakoribb, majd azrlda illetve Lr26 gén (15-15%) fordul él Kisebb
szazalékban (1-10%) ugyan, de azonositottak médglga r2a, Lr3ka, Lr10,
Lr14 Lr17b, Lr23 géneket is. Goyeau €s Lannou (2011) az 1983 é& KXt
idészakban Franciaorszagban termelt 275 buzafajtédrannianyoztak atr
gének gyakorisagat, amelynek soranLa¥3, Lr37, Lr10, Lrl4a, Lr3, Lr26,
Lrl, Lr24 ésLr20 géneket azonositottak, 67%, 45%, 34%, 20%, 8%, 6%,
1%, és 1% gyakorisaggal. A példakbdl jol latszilggyh az eurdpaszerte
elterjedtészi buza fajtakban mindéssze néhahnsl ( Lr3a, Lr3ka, Lr10, Lrl3
Lrlda, Lrl7h Lr20, Lr24, Lr26, Lr37) Lr gén fordul eb, rdadasul igen eltér
gyakorisdggal — egyes gének gyakorisaga (pR0) igen alacsonynak
bizonyult. A vilag mas t4jain is végeztek hasonlo vizsgélatoig pl. Singh és
mtsai (2001c) 30 japan buzafajtat teszteltek isnhevélrozsda rezisztencia
gének azonositasara szolgald levélrozsda izolatkahosszesen Br gént és
egy génkombinaciot azonositottakrl (6%), Lr3 (10%), Lr9 (30%), Lr10
(16%), Lr17 (3%), Lr23 (26%), Lr27+31 (10%) — feltin6 az Lr9 és Lr23
gének magas aranya (ezeket a fenti europai vizegakoran nem sikerdlt
kimutatni).

A nemesibk mar régota torekednek arra, hogy a buzafajtakbans
rezisztenciat alakitsanak ki. Itt tobb letwdg is van. A hatasos
rezisztenciagéneket (rassz vagy nem rasszspeciiusk) dnmagukban, vagy
egymassal kombinélva is lehet hasznalni. Singh t&8ini2000) megfigyelték,
hogy azok a buzafajtak, amelyekben bBrl3, Lr34 és Lr46 vagy mas
felnéttkori rezisztencia gének génkombinacioban fordkinels, sokkal
rezisztensebbek, mintha ugyanezen géneket nmagukbalmazzak. Itt
azonban kérdés, hogy ez a kdlcsdnhatas-e az ok, e@gtovabbi ismeretlen
gén vagy QTL all a jelenség mogott. Szintén jO niad® a tartds rezisztencia
elérése érdekében, ha a ftdthori rezisztencia gént csirandvénykorban
hatékony rezisztencia génnel vagy génekkel komjak&Kolmer és Oelke
2006). Néhany esetben o6frdul, hogy hatastalan rasszspecifikus
rezisztenciagéneket kombinalnak/halmoznak egy hijAadln, de ez a
rasszspecifikus rezisztencia gének szinergetikustasha feltételezi.
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Levélrozsdanal csak két gén esetéldgBq ésLr31) bizonyitottak ezt (Singh és
Mcintosh 1984a, b).

Tobb, akar kulonbdz hatékonysaggal bird rezisztenciagén egy fajtaba
tortéerd beépitése azonban nem kotinfeladat. A hagyomanyos szelekcios
modszerek alkalmazésaval elkerilhetetlen a levati@zasszok fenntartdsa és a
nemesitési vonalak mesterségesoferse. Ezzel a modszerrel azonban egynél
tobb hatékony rezisztencia gén nyomon kovetése igghéz feladat, hiszen
hasonlo hatasuk, tinetik miatt egyszerodon nem kulonithék el. Az egyes
Lr gének térképezésének és a buza genomikai kutaks#iiszonhéien
azonban a génekhez szorosan kapcsolt molekulariskenelitkel mara
jelenbsen kdnnyebbé valt az adott fajtdkban az egyessatericiagének
egymastol fliggetlen meghatarozasa. A reziszterenaesitésben ez altal a
MAS is Uj lehebségeket kinal - segitségével egyszerre tobb gépitbeé is
nyomon kovethét az adott fajtaba. A munka hatékonysagat néveledwaegy
rezisztencia génhez tébb, minél kdzelebbi kapcgltanolekularis marker all
a nemestik rendelkezésére, tovabba az esetleges rekombirdsuirése
érdekében a folyamat végén fenotipusos reziszteizsgalat is szikséges.

2.3 A buza levélrozsda rezisztencia génekkel kapcsoltarrgkl 6dé
markerek azonositasa - térképezési populaciok

A genetikai térképezés elengedhetetlen feltételenegfeleb térképezési
populacié létrehozdsa és fenntartdsa. Ahhoz, hagy ssdmunkra fontos
tulajdonsagot térképezni tudjunk, a keresztezésiasznalt szidket ugy kell
kivalasztanunk, hogy azok a térképezni kivant tldagagban |ényegesen
eltéek legyenek (pl. jelen esetben levélrozsda reziszigetve fogékony). A
térképezési populacio kialakitdsanél figyelembel keénni a vizsgalt
tulajdonsag jellegét (dominans vagy tobbgénes 6dddi) és a vizsgalat
ismételhedségének igényét is (Galiba 2006). A fenotipizdlasnosege
kulcskérdés. Idealis esetben, pl. a levélrozsdagliva tesztnél a teljes
populaciét egyiéiben lehet inokulélni, mig a szantéfoldi tesztngyapulaciod
heterogenitasa kalaszolas és egyéb tekintetben hakoproblémakat. A
kisérletet tobb ismétlésben kell elvégezni, hogkiaant tulajdonsag minél
pontosabban meghatarozhaté legyen. A molekularikerek azonositasanak
legegyszeibb modja két egymastél élesen elkil@ntfenotipusu (pl.
levélrozsda rezisztens illetve fogékony) fajta Ktizéltérs DNS-savmintazat
kereséseén alapul.

A genetikai térképezés torténhet a két fajta keezgsével éhllitott
szegregald F populacio segitségével. Ez elvileg egySzede a fajtak a
térképezni kivant génnel nem allélos géneket, DN&kwencidkat is
hordozhatnak, amelyek szintén polimorf mintdzatotdményezhetnek. A
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genetikai térképezéskor ilyenkorétrdulhat, hogy a viszonylag nagyszamdu
markerjel6lt kozul minddéssze néhany lesz szorosapcsolt az adott
tulajdonsaggal. A vizsgalatot zavar6 hatasok kzkrdekében ezért két olyan
mintat érdemes valasztani, amelyekben a vizsgaltlkpéctelével a genetikai
hattér azonos vagy majdnem azonos. Monogénesensdéokulajdonsagok
kapcsolt markereinek térképezéséhez ezeért diygopulaciokatalkalmaznak,
amelyeket NIL-ek illetve eltérfenotipusu szidk keresztezésével hoznak létre
(az utobbi populaciékban a molekularis markerekeABel azonositjak).

A NIL-ek elééllitasakor a recipiens sdifel 5-8 szori visszakeresztezeést
végezve a folyamat végén a donoréaigraranya mar az 1 illetve 0,1%-ot sem
haladja meg. A vonalak koz6tti kilonbséget az daljggy a donorbol szarmazoé
kromoszomaszegmenten nemcsak a kivant gén, hanesn ettéd DNS-
szekvenciak is taladlhatéak, amelyeket, mint a géaggitt 6rokbds, kapcsolt
molekularis markereket azonosithatunk. Két kozelgén vonal kdzt DNS
szinten kimutatott polimorfizmusrél &en feltételezhét hogy szorosan
kapcsolt a célgéennel (Purnhauser 2006).

Torténetileg aLr génekhez szorosan kapcsolt molekularis markerek
azonositahoz el&ént aNIL-ek keresztezésevel@llitott F, és F; populacidkat
hasznaltdk. Betegségrezisztencia gén térképezéséaékség van a
szegregalodd populaciodéeketes fenotipizalasara, amely az adott rezisztencia
génre avirulens és a fogékony egyedekre virulemekka6 rasszal tortén
fertozés meértekének meghatarozasat jelenti. A rezisZesc szoros
kapcsoltsagban Iévmolekularis marker hasadasa azpbpulacidban szorosan
koveti a fentipusos hasadast (koszegregacid). Széasezspecifikusr génhez
szorosan kapcsolt kulonb®ztipusi molekularis markert azonositottak F
térképezési populacio segitségeével: igyLak (Feuillet és mtsai 1995),r3
(Sacco és mtsai 1998)r19 (Cherukuri és mtsai 2003, Gupta és mtsai 2006),
Lr20 (Neu és mtsai 2002)r21 (Huang és mtsai 2001)r22a (Hiebert és mtsai
2007),Lr24 (Schachermayr és mtsai 1996)39 (Raupp és mtsai 2001)r52
(Hiebert és mtsai 2005) gének markereit is.

A NIL-ek hatrdnya, hogy éé&llitasuk id- és munkaigényes folyamat,
ezért ha ilyen vonalak nem allnak rendelkezésiunék&or szintén sikerrel
alkalmazhat6 az adott tulajdonsaggal szoros kagségdan Orokidé
molekularis markerek azonositasara a BSA modsmat,Michelmore és mtsai
(1991) dolgoztak ki lisztharmat rezisztencia gémekhkapcsolt markerek
azonositasara salataban. A modszer lényege, ho@gzoel az adott
tulajdonsagra hasadé, ppopulaciot hoznak létre, majd a fenotipusosan két
legeltéBbb csoport egyedeit kivalasztjak, azok DNS mintsbportonként
0sszeontik, és ezeket hasznaljdk tovabb polimorkengldltek azonositasara.
A két keverékben igy az eredeti populacidoban jelenlévgének gyakorlatilag
azonos eséllyel fordulnakdée(ezekre nem tortént szelekcio), kulonbség csak a
keresettLr génnél jelentkezik (szelektalt reisztens ill. fogey egyedek DNS
keveréke). A kapcsoltsag igazoldsa és mértékéneghatdrozdsa ennél a
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modszernél is a teljes populécié bevonasaval tiset&villiam és mtsai (2003)
ezt a modszert alkalmaztak buzaban laz6 génhez kapcsolt molekularis
marker azonositasara.

Bar az F populacidkkal is lehet sikeresen dolgozni,éstsban a
monogénes tulajdonsagok esetében, a QTL-ek tér&épeaz célszébb olyan
populacidkat dlallitani, amelyek stabilan fenntarthatbak eés ktatatl
szaporithatdak. Ezek kozé tartoznak a RIL-ek és Ha \bnalakbol allé
térképezeési populaciok. A RIL-eket altalab&sD modszerrel allitjak &|
amelynek lényege, hogy az; fhemzedék Ontermékenyitése utdn minden
noveényBl minden generaciéban mindéssze egy-egy szemeekeaih és 6-8
generacion keresztil dntermékenyitést végeznek @#Was mtsai 1994). Az
egyes vonalak genetikailag homogének és allandésdnék, mivel az utolsé
ontermékenyités utan a novények szinte minden kusiomozigotaknak
tekinthebk, igy a populacié gentikailag rogzitett formabamrl&tlanul
szaporithatd. Bar a RIL-ek &lllithsa hosszadalmas folyamat, de ha mar
rendelkezésre allnak, akkor leted valik ugyanannak a térképezési
populaciénak tobb helyen és éven at val6 vizsgdataez QTL vizsgalatoknal
elengedhetetlen. Ezt a mddszert alkalmaztak Bossedi mtsai (2006) alzr34
génhez kapcsolt kodominans marker azonositasarBHAvonalak adjak a
leghomogénebb vizsgalati anyagot, mert az nemzedék mikrosporaibdl
fejlodé haploid novények diploidizalasaval allitjaks eEloallitasuk rovidebb
id6t vesz igénybe, alkalmazasukban azonban problésteitthet, ha nincs az
adott ndvényfajra kidolgozott és rutinsizen alkalmazhaté mikrospoéra illetve
portoktenyésztés alapu névényregeneralasi rendszer.

2.4 A buza levélrozsda rezisztencia génekhez kapcsolt re@llaris
markerek tipusai

A rezisztencianemesités soran tobb, akar kuléhblatékonysaggal bird
rezisztenciagén egy fajtaba todérbeépitéese nem koniy feladat. A
hagyomanyos szelekcios mddszerek alkalmazéasavakriéiletetlen a
levélrozsda rasszok fenntartasa és a nemesitéalakomesterséges férése.
Ezzel a mdodszerrel azonban egynél tobb rezisztgécianyomon kovetése igen
nehéz, hiszen hasonld hatasuk, tiinetiik miatt egyyszédon nem kilénithék

el. Az egyesLr gének térképezésének és a buza genomikai kutzésai
készénhaten azonban a génekhez szorosan kapcsolt molekofariserekkel
mara viszonylag konriwé valt az adott fajtakban az egyes rezisztencilgén
egymastol fuggetlen meghatarozasara. A reziszteeciasitésben a
molekuldris markerek ezaltal U letiséget kinalnak, hiszen a MAS
segitségeével egyszerre tobb rezisztencia gén Bsépi nyomon kovethietiz
adott torzsekben. Szintén fontos megemliteni, hegy-egy génhez kapcsolt
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nagyszamu molekularis marker nem csak a szelelejéti roviditi le és teszi
kénnyebbé, hanem a finomtérképezés révén kiindatiagb jelenthet a gének
klbnozasahoz (Feuillet és mtsai 2003; Huang ésin2B@3; Ling és mtsai
2003). Az utobbi évtizedekben szamos kulorgbodpusta  molekularis
markerezési technikat irtak le, és alkalmaztakragénekhez szorosan kapcsolt
molekularis markerek azonositasara.

Korabban a legszélesebb kdrben elterjedt technilgereomialis DNS
restrikcidés enzimekkel torténemésztésén és a Southern-hibridizacion alapulo
RFLP (Botstein és mtsai 1980) volt. E médszer allealasdval hoztak létre az
elss, jo felbontasu kapcsoltsagi térképeket a hexaphnida hét homeoldg
kapcsoltsagi kromoszéma csoportja kozott (Chaotéairh989; Devos és mtsai
1993; Marino és mtsai 1996; Nelson és mtsai 19986; &6 mtsai 1993). Az
RFLP maddszer, ill. a marker églye, hogy a templat DNS szekvenciajanak
elézetes ismeretét nem igényli, kodominansan @ikl jol ismételhei és
megbizhatd. Hatrdnya viszont, hogy nagy mennyis€iNS-t igényel, a
Southern-hibridizaciéhoz fluoreszcensen vagy rddigan jelolt probat kell
eléallitani, amely hosszadalmas és koltséges eljasak nagyon kisszamu
polimorfizmus detektalasara alkalmas, raadasulzsgése veszélyes radioaktiv
izotépok hasznélatét is igényli (Devos és Gale 192der és mtsai 1998).
SzamosLr génhez kapcsolt RFLP markert azonositottak (2.awh). Az
egyszeifibb felhasznalas érdekében az RFLP markereket @dmalBCR alapu
STS markerekké alakitjak at oly modon, hogy a poiinfragmentumokat
szekvenaljak, majd a szekvenciak alapjan szekvepedfikus oligonukleotid
primerparokat terveznek (Olson és mtsai 1989). Sn&kereket azlLrl
(Feuillet és mtsai 1995) génhez kapcsoltan irtak le

Az RFLP modszerhez képest a PCR alapu technikakRpPD, STS,
SCAR, AFLP, RGAP, SSR) éltaldban jéval gyorsablm&sobbak és esetleg
automatizalhato detektalast tesznek léhét(Gupta és mtsai 1999; Korzun
2002; Landjeva és mtsai 2007, Purnhauser és n68)2

A RAPD mobdszert egyidéieg két kutatocsoport (Williams és mtsai
1990, Welsh és McClelland 1990) publikalta. Ez alsz@&r egy altalaban 10 bp
hosszusagu primerrel felszaporitott DNS fragmentumdiosszanak
polimorfizmusan alapul. Az egyedek vagy vonalak dttizpolimorfizmust a
primer kothelyének DNS-szekvencia kiulonbsége, valamint az lifikdft
régibban vagy a primer kapcsolodasi helyén létfejtaziscsere, delécio,
inszercio vagy inverzio okozhatja. A RAPD markedskminans orokidédiek,
genetikai  térképek létrehozédsara, genetikai vditabi kimutatasara,
rezisztencia gének térképezésére is felhasznalkhd®apta és mtsai 1999).
Egyszeti alkalmazhatésdg mellett a RAPD modszer hatrdnyaszonylag
gyenge ismételhéség és megbizhatosag. A RAPD  markerek
szekvenciaspecifikus SCAR (Paran és Michelmore 199%arkerekké
alakithatok at az STS modszernél leirtak szerimro$&an kapcsolt SCAR
markereket fejlesztettek ki akr9 (Schachermayr és mtsai 1994)r19
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(Cherukuri és mtsai 2003),r24 (Schachermayr és mtsai 1995; Dedryver és
mtsai 1996)L.r28 (Naik és mtsai 1998) gének esetében (2. tablazat).

Az AFLP modszer specifikus restrikcios enzimek ldhasitott DNS
fragmentumok szelektiv PCR amplifikaciéjan alaps@dos és mtsai 1995).
Nagyszamu polimorf fragment detektalasara alkalmfes. AFLP markerek
szintén dominans jellégk és szekvenciaspecifikus SCAR markerekké
konvertalhatok (Shan és mtsai 1999). Szamogén, igy az.rl9 (Prins és
mtsai 2001), és alzr46 (William és mtsai 2003) gén kapcsolt AFLP markerei
ismertek (2. tdblazat).

Az RGAP (Chen és mtsai 1998) modszer alapja, hodyiléanbo®
novényfajok sokféle patogénnel szembeni reziszéengénjei nagyfoku
strukturalis konzervatizmussal rendelkeznek (NBS L#8R szekvenciak).
Ezekre a szekvencidkra tervezett specifikus priknah@l a polimorf markerek
azonosithatok. Akr21 (Huang és mtsai 2001) éslaB7 (Seah és mtsai 2001)
génekhez kapcsolt RGAP markerek ismertek (2. tablaz

Az SSR (Condit és Hubell 1991) egydreszekvencia (6 nukleotidnal
révidebb) tandem isméiiései (ismétidések szama altaldban 5 és 30 kdzott
valtozik), amelyek a legtobb eukariota genombaetighszeien fordulnak .
SSR-ek hatarszekvenciaira tervezett szekvencidapeciprimerparok PCR
amplifikalasaval mutathatok ki. Az SSR szekvencialeghatarozasa és a
szekvenciaspecifikus primerek tervezése-,idkoltség- és munkaigényes
folyamat. Roder és mtsai (1998) irtdk le az kSR markereket tartalmazo
genetikai térképet, amelyre 230 mikroszatellit ginéltal amplifikalt 279
lokuszt térképeztek a hexaploid buza kromoszom&itephenson és mtsai
(1998) tovabbi 50 mikroszatellit I6kusszal egédtdtki ezt a genetikai térképet.
Napjainkra a hexaploid buzaban mar tobb ezer nuatedlit markert
térképeztek (Gupta és mtsai 2002; Guyomarc’h éairii02; Somers és mtsai
2004; Song és mtsai 2002). Az SSR markerek am@tiidfahoz szukséges
primerek szekvencija, valamint a térképezési &datoGrain Genes blza
adatbazis honlapjan (http://wheat.pw.usda.gov) ibsgimara hozzaférliek.

Az SSR markerek kromoszémaspecifikussaga, kodominénbkbdése,
hipervariabilitasa és a médszer j6 ismétdibége kovetkeztében ez a technika
igen kedvelt a buzhr gének azonositasaban. Eddig a biaZda(Ling és mtsai
2003),Lr13 (Seyfarth és mtsai 200A)y16 (McCartney és mtsai 2009)y17
(Barett és mtsai 2008),r19 (Gupta és mtsai 2006)r22a (Hiebert és mtsai
2007),Lr28 (Vikal és mtsai 2004).r34 (Suenaga és mtsai 2003; Schnurbush
€s mtsai 2004b; Bossolini és mtsai 200837 (Blaszczyk és mtsai 2009)r38
(Mebrate és mtsai 2008)r39 (Raupp és mtsai 2001)r41 (Sun és mtsai
(2009), Lr48, Lr49 (Bansal és mtsai 2008)r50 (Brown-Guedira és mtsai
2003),Lr52 (Hiebert és mtsai 2005; Tar €s mtsai 2008yéenjeit azonositottak
és terkéepezték SSR technikaval (2. tablazat). AR &frkerek kapcsoltsagi
térképeinek ismerete és kromoszomaspecifikussdggoseget nyujt tovabba
arra is, hogy egy-egy Uj rezisztencia gén pontdgeheneghatarozhatd és
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térképezhét legyen a baza kromoszémak valamelyikére.LAZ2 rezisztencia
géent ebszor a hexaploid buza 4A kromoszomajara térkéepe@th&bert és
mtsai 2002), majd egy-fpopuléciot kiulonbdz kromoszomakra specifikus SSR
markerekkel vizsgaltak, és megallapitottdk, hogyezasztencia gén az 5BS
kromoszoman helyezkedik el (Hiebert és mtsai 2005).

2. tablazat.Lr gének helye a genomban és az azonositott molekufaikerek
tipusa, irodalma

Rezisztenciagén| Kromoszéma | Molekuléris Irodalom
marker
tipusa
Lrl 5DL RFLP, STS Feuillet és mtsai 1995
SSR Ling és mtsai 2003
RGAP Qiu és mtsai 2007
Lr3 6BL RFLP Sacco és mtsai 1998
Lr9 6BL RFLP Autrique és mtsai 1995
RFLP Schachermayr és mtsai 1994
RAPD, SCAR| Schachermayr és mtsai 1994
Lr10 1AS RFLP Nelson és mtsai 1997
STS Schachermayr és mtsai 1997
Lr12 4BL SSR Singh és mtsai 2011
Lr13 2BS SSR Seyfarth és mtsai 2000
Lr14 6B SSR Herrera-Foessel 2008
Lr15 2DS SSR Gupta és mtsai 2008
Lrl6 2BS SSR McCartney és mtsai 2005
Lrl7 2AS SSR Barett és mtsai 2008
Lr19 7DL RFLP Autrique és mtsai 1995
AFLP, STS Prins és mtsai 2001
RAPD, SCAR| Cherukuri és mtsai 2003
RAPD, SSR | Gupta és mtsai 2006
Lr20/Pml 7AL RFLP, STS Neu és mtsai 2002
Lr21 (Lr40) 1DS RGA-STS Huang és mtsai 2001
Lr22a 2DS SSR Hiebert és mtsai 2007
Lr23 2BS RFLP Nelson és mtsai 1997
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Rezisztenciagén| Kromoszéma | Molekuléris Irodalom
marker
tipusa
Lr24 3DL RFLP Autrique és mtsai 1995
RAPD, SCAR| Schachermayr és mtsai 1995
RAPD, SCAR| Dedryver és mtsai 1996
Lr25 4BS RAPD Procunier és mtsai 1995
SSR Singh és mtsai 2012
Lr26/Sr31/Yr9 1BL-1RS STS De Froidmont 1998
STS Nadella és mtsai 2002
S-SAP Nagy és mtsai 2003
Lr27 3BS RFLP Nelson és mtsai 1997
Lr28 4AL RAPD, SCAR| Naik és mtsai 1998
SSR Vikal és mtsai 2004
RAPD-SCAR| Cherukuri és mtsai 2005
Lr29 7DS RAPD Procunier és mtsai 1995
Lr31 4BS RFLP Nelson és mtsai 1997
Lr32 3DS RFLP Autrique és mtsai 1995
Lr34/Yr18 7D RFLP Nelson és mtsai 1995
RFLP Nelson és mtsai 1997
RAPD William és mtsai 1997
SSR Suenaga és mtsai 2003
SSR Schnurbusch és mtsai 2004b
SSR Bossolini és mtsai 2006
RFLP, STS Lagudah és mtsai 2006
Lr35/Sr39 2B ISSR, SCAR | Gold és mtsai 1999
STS Seyfart és mtsai 1999
Lr37/Yr17/Sr38 | 2AS SCAR Robert és mtsai 1999
RGAP Seah és mtsai 2001
CAPS Helguera és mtsai 2003
SSR Blaszczyk és mtsai 2005
RAPD Mumtaz és mtsai 2009
Lr38 4BS SSR Mebrate és mtsai 2008
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Rezisztenciagén| Kromoszéma | Molekularis Irodalom
marker
tipusa

Lr39 2DS SSR Raupp és mtsai 2001
Lr41 1D SSR Sun és mtsai 2009
Lr46/Yr29 1B AFLP William és mtsai 2003

STS Mateos-Hernandez és mtsai

2006

Lr47 7AS CAPS Helguera és mtsai 2000
Lr48 2BS SSR Bansal és mtsai 2009

RAPD Samsampour és mtsai 2010

SSR Singh és mtsai 2011
Lr49 4BL SSR Bansal és mtsai 2009
Lr50 2BL SSR Brown-Guedira és mtsai 2003
Lr51 1BL CAPS Helguera és mtsai 2005
Lr52 5BS SSR Hiebert és mtsai 2005

SSR, STS, |Tar és mtsai 2008

RAPD
Lr60 1D SSR Hiebert és mtsai 2008
Lr67 4DL SSR Herrera-Foessel és mtsai 201
QLr.Osu-2B 2B, 7BL AFLP Xu és mtsai 2005
QLr.Osu-7BL
LrZH84 1B SSR Zhao és mtsai 2008

2.5 A levélrozsda rezisztencia génekhez kapcsolt molelénis

markerek alkalmazasa a nemesitésbhen

A molekularis markerek alkalmazasanak Iékégei a nemesitésben Collard és
Mackill (2008) szerint az alabbiakban foglalhatésZiss nemesitési torzsek,
fajtdk azonositasa; kilénb®iulajdonsagokat meghatarozé gének azonositasa a
fajtdkban; szelekcio é&tegitése a génpiramidalas soran (MAS). A MAS
programokban alkalmazott molekularis markerekkeh#zen az alabbi igények

mertlnek fel:

 a kivant génnel egyitt szegregaljanak vagy szoresetikali

kapcsoltsagot mutassanak,
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* lehetleg kodominans orokbédiek legyenek a homozigéta és
heterozigéta egyedek azonositasa végett,

e az alkalmazni kivant marker olyan technikan alapuljmely széles
korben elterjedt, felhasznaldbarat, hogy velik nagyedszamu
populaciét is lehessen viszonylag kdnnyen, gyorganolcson
megvizsgalni viszonylag révid éeh belll,

» laboratériumoktdl figgetlendl jol ismételidek legyenek,

* Kkilénb6® genetikai hattér esetén is jol detektalhatoak degk
(markerek validalasa).

E szempontok alapjan erre a célra jelenleg legalishbb az SSR marker,
de gyakran hasznaljak még az STS és SCAR markeisked markerre
alapozott nemesitési stratégia a nemesitésbentisiasrakeresztezési séman
alapul, amelynek soran a donor névenyt a recipa@rigresztezzik, majd 4-5
nemzedéken keresztll a recipienssel visszakeréstteZgzink. Az egyes
ciklusok soran a kivant gent hordozé egyedeket wgiranévénykorban
szelektalhatjuk a markerek segitségével. A visseakéezések soran az
agronomiailag kedvéitlen tulajdonsagokat hordozé donor genetikai résza
egyre csOkkeh mértékben vesz részt az utddok kialakitasaban. A
visszakeresztezési folyamat végén ontermékenyitégrlnk, és az utddok
kézul a kivant gént homozigéta &allapotban hordozfyedet kivalasztva
genetikailag stabil vonalat allithatunkéelHa egyszerre tobb gént kivanunk
atvinni (génpiramidalas) a recipiens vonalba, akkaisszakeresztezésektel
kombinalt keresztezést végzink a donor vonalak kxigiens kozo6tt, vagy a
kivant génekre ébkzor kozel izogén vonalakat hozunk létre, majd etzek
egymassal keresztezve molekularis markerek segits€givalogatjuk a kivant
géneket egyuttesen hordozé egyedeket az utdédok @atnhauser 2006).

Az Lr génekhez szorosan kapcsolt molekularis markerelesig@sben valo
alkalmazasara 2001-ben, az USA-ban Ilétrejott azikedggismertebb
konzorcium, ,MASwheat” néven J. Dubcovsky vezetété\A felhasznalt
molekularis markerek és maodszertani leirdsok aegtogllandban frissil
honlapjan érhék el (http://maswheat.ucdavis.edu) (Dubcovsky 2004)

Az Lr9, Lrl10, Lrl9, Lr29, Lr35 génekhez kapcsolt STS markerek és az
Lr39 génhez kapcsolt SSR marker validalasat végezt@{aslzczyk és mtsai
(2004) 7 eurdpai laboratérium bevonasaval. Megéb#ak, hogy az
ismertetett gének markerei alkalmasak a markeagoabtt szelekciora, mert a
laboratériumoktél fuggetlentl detektalhatéak voltaBzintén Blaszczyk és
mtsai (2008) az ismertetett kisérlethez hasonlgextek el tovabbi rezisztencia
gének bevonasaval.

Kuchel és mtsai (2007) ké&r gén (r34 ésLr46) fogékony fajtakba valo
atvitelél szamoltak be a markerre alapozott szelekci6 séggivel.
Hagyomanyos, a recipiens fajtaval toriemisszakeresztezéses modszerrel
inditottak programukat. A BfF; populacié egyedeit akzr34 génhez kapcsolt
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SSR (Suenaga és mtsai 2003) és @b génhez kapcsolt SSR (Rosewarne és
mtsai 2006) markerek jelenlétére tesztelték. Azoklaz egyedekdl,
amelyekben amplifikdlodott a rezisztencia gén jeligme utalé marker
dihaploid vonalakat allitottak &la rezisztencia gének homozigéta allapotban
valo fixalaséra.

Vida és mtsai (2009) Magyarorszagon Ll69( Lr24, Lr25, Lr29, Lr35,
Lr37) Lr gén atvitelésl szadmolt be 4 martonvasari nemeditégtaba. Céljuk
nemcsak olyan torzsek édlllitasa volt, amelyek egy-egy rezisztencia gént
hordoznak a MAS program végére, hanem ugyanazomskén tdbb
rezisztencia gén halmozasat, piramidalasat vatéditaneg. Programjukban
sikerrel hoztak létre olyan torzseket, amelyek la®+Lr24, LrO+Lr25,
Lr9+Lr29 génkombinaciokat hordozzak.

A rezisztencia génekhez kapcsolt molekularis matkealkalmazasanak
masik leheisége a rezisztencia gének azonositdsa az ismegdieetikai
hattefi fajtdkban. Példaul Vida és mtsai (2009) nemcsakkenee alapozott
szelekcios programjukban alkalmaztak a kilégbézolekularis markereket,
hanem az.r34 gén azonositdséara is martonvasari nemésidgtsikban. Stepien
eés mtsai (2003) 37 eurdpai buzafajta vizsgalatgextek el aa.r10, Lr26 és
Lr37 gének azonositasa céljabol molekularis markeregitssmével. A
molekularis markerek jelenlétét 6sszevetették azdler és mtsai (2000) k6zolt
fenotipusos adatokkal, és megallapitottdk, hogy éaeky azonosithatok a
markerek segitségével is. Kolmer és mtsai (2008).r&824 rezisztencia gén
azonositasat végezték elXasLV34(Lagudah és mtsai 2006) STS markerrel
eészak- és dél-amerikai, CIMMYT, ausztral, eurOmaoiosz fajtakban.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1 Molekularis markerek azonositasara hasznalt névényanyag

Molekularis markerek azonositasara d220 gént hordoz6 RL6092
(Thatcher*6/Timmo) (roviditve: NILLr20) az Lr52 gént hordozé RL6107
(Thatcher*6/V336), (roviditve: NILLr52), NIL-eket, valamint a Thatcher és a
GK Délibab fogékony fajtakat hasznaltuk. A NIL-eket a Thatcher fajtat Dr.
James Kolmer (Winnipeg, Kanada, most St. Paul, NU§A) bocsatotta
rendelkezésiinkre. A molekularis markerek és a ztwisia gének
kapcsoltsaganak vizsgalatahoz és a genetikai t€zkspez a NILLr20/GK
Délibab valamint a NILLr52/GK Délibab keresztezésb119 illetve 267 k
egyedidl allé populaciot hoztunk létre.

3.2 Az F, populaciok novényeinek inokulacidja és fenotipusos
vizsgéalata

A levélrozsda uredosporakat tartalmazo izolatumossés€ Laszloné
(Gabonakutatd Kft.) allitotta &lés bocsatotta rendelkezésemre. A monospoéras
levélrozsda izolatum patotipusba sorolasat a CO$T-e8 munkacsoportja
keretében kialakitott 15 vonalbdl allo differendidlesztszortiment és G
(2007) altal kiegeészitett tovabbi 23 NIL segitsadévegeztik el (3. és 4.
tablazat). A monospoéras levélrozsda izolatum trigtdjat Limpert és Miller
(1994) mobdszere alapjan irtuk le: a differenci@sztszortimentet 3-3 vonalat
tartalmazo6 csoportba soroltuk. A tripleteken bdliiR és 4 kddot hasznaltunk.
A monosporas izolatumok patotipusba sorolasa #eteip bellli szamkddok
0sszevonasébdl kovetkezik. Ha a monosporas izol&urtripleten beldli
génekre avirulens, akkor az adott triplet kodjd®;az 1. és 2. génre virulens,
akkor a kéd 3; ha az 1. és 3. génre virulens, akkikdd 5; ha a 2. és 3. génre
virulens, akkor a kod 6; ha pedig mindharom génneglens, akkor a kod 7. E
szerint azLr20 és Lr52 gén jellemzésére az, Fpopulaciokban altalunk
alkalmazott monosporas izolatum kddja: 02000-040R23. és 4. tablazat).
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3. tablazat. A nemzetkézi levélrozsda differenciald tesztszoettben szerefl
15 Thatcher alapu kozel izogén vonal, a reziszéegének és ezek kédszamai a
triplet kod (Limpert és Miller 1994) alapjan

Megnevezés Génel Kod  Reakc|6
Tc*6/Centenario Lrl 1 R
Tc*6/Webster Lr2a 2 R
Tc*6/Carina Lr2b 4 R
Tc*6/Loros Lr2c 1 R
Tc*6/Democrat Lr3 2 S
Transfer/Tc*6 Lr9 4 R
Tc*2/Hussar Lrll 1 R
Tc*6/W1483 Lrl5 2 R
Klein Lucero/Tc*6 Lrl7 4 R
Tc*7/Translocation 4-Agropyron| Lr19 1 R
elongatum

Tc*6 RI5406 Tetra Cantach x Ag. Lr21 2 R
squarrosa var meyeri-RL 5289

Lee 310/Tc*6 Lr23 4 R
Tc*6/Agent Lr24 1 R
Tc*6/St-1-25 Lr26 2 R
Tc*6/C-77-1 Lr28 4 R

tablazat. Az Lr20 és Lr52 rezisztencia génekre avirulens patotipus
jellemzése 23 kbzel izogén vonal segitségével

Megnevezés Gének Kod Reakcio
Bage/Tc*8 Lr3bg 1 R
Tc*6/Aniversario Lr3ka 2 R
Tc*6/Exchange Lr10 4 R
Exchange/Tc*6 adult plant resistance Lr12 1 R
Tc*6/Frontana Lrl3 2 R
Selkirk/Tc*6 Lrlda 4 S
Tc*6/Mario Escobar Lrl4b 1 S
Tc*6/Exchange Lr16 2 S
Tc*7/Africa 43 Lrl8 4 S
Tc*6/Timmor Lr20 1 R
Tc*6/RL 5404 Tetra Canthatch X Ae.Lr22 2 S
Squarrosa var. strangulata-RL5271

Tc*6/Transec Lr25 4 R
Tc*6/CS7D-Ag#ll Lr29 1 R
Tc*6/Terenzio Lr30 2 S
Tc*6/3/Ae. Squarrosa Lr32 4 R
Tc*6/Pl 58548 (1+gene) Lr33 1 S
Tc*6/Pl 58548 (1+gene) Lr34 2 S
Tc*8/VPM Lr37 4 S
Tc*6/T7 Kohn Lr38/K 1 R
Tc*6/TMR-514-12-24 Lr38/TMR 2 R
Tc*6/T. spelt Lr44/T.spelt 4 R
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Megnevezés Gének Kod Reakcio
Tc*6/8404 Lr44/8404 1 R
Tc*6/Carina LrB 2 R
Tc*6/V336 Lr52 4 R

Forras: Cész (2007)

A NIL Lr20/GK Délibab valamint a NIL Lr'52/GK Délibab
keresztezéséb létrehozott | populaciok egyedeit és a kontroll névényeket
(NIL Lr20, NIL Lr52, GK Délibab, Thatcher) 7 napos csiranévény korban
inokulaltuk az elbbiekben leirt levélrozsda rasszal. Az inokulal@stsz
(2007) altal leirt moédszer alapjan végeztik. Enrsgkan a levélrozsda
uredosporakkal keméngi szuszpenzidt készitettiink, amelyet a csiranékénye
elsy levelére ecsettel kentink fel, majd a 100 %-ostinel paratartalom
biztositasa érdekében polietilén zacskét haztunkanyekre (5. dbra). A 48
oranyi inkubacio utan a névényeket tveghazi kabineveltik tovabb, ahol a
hémérseklet nappal 20-22 °C, éjszaka 10-15 °C k@aAdtbzott. A megvilagitas
napos id esetén 19 oratél 7 oraig tortént, borutt esetén pedig folyamatosan.
A relativ paratartalom 80-90 %-0s volt.

il

5. bra. A rezisztens NIL x fogékony GK Délibab keresztetét
szarmazo fpopulacio ferizése a) az inokulacidhoz sziukséges kemévslit
dusitott vorosrozsda szuszpenzié b) a szuszpeslhiorflasa ecsettel a
csirandvenyek elslevelére, c) a febizott novények inkubalasa

Az értékelést az inokulaciétél szamitott 10. nap@geztik el az F
populacié egyedenkénti jelolésével a deésre adott reakcié alapjan 0-4 skala
(Stakman és mtsai 1962) segitségével (5. tabla&atezisztencia tipusok (IT)
kozul az | populaciok jellemzésekor az IT kisebb vagy egyehltipusokat
rezisztensnek, az IT 3 és 4 tipusokat fogékonyngk&tik.
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5. tablazat Levélrozsda rezisztencia tipusok osztalyozasa

Fertézési| Gazdandvény reakcidja Tlnetek
tipus*
0 immunis Nincs
; nagyon rezisztens Nem sporulalé, hiperszenzi@keidét mutatd
foltok
1 rezisztens Kicsi uredotelepek nekrotikus foltdkka
2 mérsékelten rezisztens Kicsi, kbzepes niérstdotelepek zdld

szigettel, azt korilveynekrotikus vagy
klorotikus foltokkal

3 mérsékelten fogékony Kdzepes ménatedotelepek klorotikus
foltokkal vagy a nélkul

4 fogékony Klorotikus foltok nélkili sporulald, nag
uredotelepek

-+ hozzaadéasa a férési tipushoz akkor szikséges, ha @&#&di tipus az adott

kategoria atlagahoz képest az uredotelepek nagyismartékben eltér
C az ebsebb klordzist jelzi
N az efisebb nekrozist jelzi

*Stakman és mtsai (1962)

3.3 DNS izolalas

A fenotipusos vizsgalat elvégzése utan az egyedeiélt novények masodik
levelé®dl Rogers and Bendich (1985) altalunk modositott BTiddszerével
DNS-t izolaltunk. A buza levelét levélpréssel 2 asl- Eppendorf cbe
préseltiik 70Qul extrakciés CTAB — puffer felhasznalasaval (100 mis HCI
pH 7,5: 1 N NaCl; 15 mM EDTA pH 8,0; 1% CTAB), majtbntogetéssel
ovatosan kevertik, és 30 percig 60°C-os vizfiieth inkubaltuk. Ezutan a
mintakat 10 percig szobamérsékleten itottik, majd hozzaadtunk fele
térfogatnyi kloroform/izoamil-alkoholt (24:1), ddigetéssel kevertik, utana 15
percig centrifugaltuk (6500 rpm). A fellliszot, dyna DNS-t tartalmazta, Uj
1,5 ml-es Eppendorf ébe pipettaztuk, majd 1:1 aranyda jéghideg °@©)
izopropanolt adtunk hozza. Ovatos dontdgetéssddevertilk, és a DNS
kicsapddasa érdekében a mintakat 10 perétébh tettiik. Majd 10 perces
centrifugalas (6500 rpm) kovetkezett. A felUlusaintottik, majd a DNS-t
jéghideg 1 ml 76 %-os etil-alkohol / 10 mM ammoniacetat keverékkel
mostuk at. A mintakat 5 percig centrifugaltuk (12RPm), majd a feltliszot
ledntottik. Ezutan az Eppendorfécaljan visszamaradt DNS-t 70 %-o0s etil-
alkohollal kétszer atmostuk és 5-5 percig centaftuk (12000 rpm). Az etil-
alkohol maradéktalan leszivasa utan a DNS-t |égdaanszaritottuk. Ezutan a
DNS-t 100ul frissen autoklavozott TE-pufferben (10 mM Tris HEH 7,5; 1
mM EDTA pH 8,0) oldottuk fel. A DNS mintakat felraglasig -20C-on
taroltuk. A 3.11 alfejezet (A4-r20, Lr52 ésLr34 genek azonositasszi
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blazafajtdkban) vizsgalataihoz felhasznalt DNS minté#olalasa
Purnhauser és mtsai (2011 a, b) altal alkalmazott mbdkggan tortént

3.3.1 Az izolalt DNS mennyiségének becslése

Az izolalt DNS mirdségét és mennyiségét agar6z gélelektroforézissel
ellendriztik. Az ismeretlen toménysédONS mintakat ismert koncentracioju
(5, 10, 50, 100, 150 és 200 ng/ul) hasitathaiag DNS mintak standard
sorozataval 1,5 %-0s agar6z gélen 150 V-on futtatnajd etidium-bromidos
festés utan UV fény hasznalataval tettik lathatGvdkoncentracié sorhoz
viszonyitva becsultik meg a DNS mintak téménységét.

3.4 RAPD analizis

Polimorf fragmentumok azonositasahoz 6sszesen 288DRprimert (Operon
Technologies, USA) teszteltink rezisztens NUt52 illetve a fogékony GK
Délibab és Thatcher fajtak felhasznalasaval (8.2ékiet). A polimorf RAPD
primereket a NILLr52/GK Délibab k, populacio tagjain is teszteltik. A 20 pl
végterfogatu reakcidelegybe az alabbi koncentrack@imponenseket meértik
0ssze: 2 ng templat DNS, 1x Taq puffer (Promeg&) M MgChL (Promega),
200 uM dNTP mix (Fermentas), 1U Taq DNS polimefwega) és 0,7 uM
RAPD primer. A reakciot PTC-200 Peltier Thermal @yc(MJ-Research)
készulékben végeztik az alabbi kondiciokkadehaturalas 94 °C-on 2 percig,
majd 40 cikluson keresztil a denaturdlas 94 °C@masodpercig, a primer
kapcsolodas 36 °C-on 30 masodpercig, a komplemsndtszintézise 72 °C-on
2 percig, majd a végs szintézis 72 °C-on 10 percig. Az amplifikalt
fragmentumok elvalasztasahoz 1,5 %-o0s agaroz gsrialtunk, melyeket a 30
perces 100 V-on valo futtatas utan etidium-bromidimatban festettiink meg,
és UV fényben tettink lathatova. A dokumentaldsgitélis kameraval
(Olympus Camedia C2000) végeztik.

3.5 AFLP analizis

Az Lr20 génhez kapcsolt AFLP markerek azonositdsahoz ses82 szelektiv
primerkombinacio (8.3 melléklet) vizsgalatat végdéziel a NIL Lr20, GK
Délibab és Thatcher fajtak bevonasaval. A mark@tgtet a NIL Lr20/GK
Délibab F, populacio tagjain is teszteltik
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3.5.1 Genomialis DNS mintak emésztése és az adapterejdiasa

Az AFLP analizis (Vos és mtsai 1995) soran Pstiésl enzimparral tortént a
genomialis DNS emésztése. A reakci0 megkezdésée af izolalt DNS
mintakat 10 ngil koncentraciora higitottuk. A higitott mintakb6b-55 ng
mennyiséget pipettaztunk a PCR csodvekbe, majd ékisaguk a reakcio
elegyet, mely az alabbi 0sszeiket tartalmazta 11 ul végtérfogatban: 1x T4
ligaz puffer (Fermentas), NaCl, BSA (Biolabs), 1Teu9l (Msel, Fermentas)
restrikciés enzim, 5 U Pstl (Fermentas) restrikogdzim, 0,02 U T4 ligaz
(Fermentas), 5,5 uM Msel adapter, 0,55 uM Pstl @idap mintdkat 3 éran at
37°C-on inkubaltuk, majd 1:20 aranyban TE 0,1 puffe higitottuk. A
mintéakat tovabbi felhasznalasukig -20 °C-on takoltu

3.5.2 Preamplifikacio

A preamplifikaciohoz templatként a higitott restids-ligacids termeék 2-al-

ét tettik jel6lt PCR csOvekbe. Egy reakcio 20 ugteéogatban az alabbi
koncentraciéju Osszetéket tartalmazta: 1x Taq puffer (Dynazime ext.), 1,5
mM MgCl,, 250 uM dNTP mix (Fermentas), 600 nM szelektiviba@lkili
Pstl primer (5'-GACTGCGTACATGCAG-3'), 600 nM szdiiekbazis nélkuli
Msel primer (5-GATGAGTCCTGAGTA-3) és 0,3 U Taq lipoeraz
(Dynazime ext.). A preamplifikaciot Perkin-Elmeri@&Amp 9700 készilékben
vegeztik a kovetkéz reakciokorulményekkel: 72 °C - 2 perc; 30 ciklus:
denaturalas 94 °C - 1 masodperc, primer kapcsolb8a¥C - 30 masodperc,
komplementer szal szintézise 72 °C - 2 perc; véfiil°C - 30 perc. A
preamplifikélt terméket TE 0.1 pufferrel 1:10 arbag higitottuk.

3.5.3 Féamplifikacio

A higitott preamplifikalt mintakbol 5-5ul-t PCR csovekbe tettink. A
féamplifikaciohoz sziikséges reakcioelegyet az al&bdaarint allitottuk 6ssze
20 ul végterfogatban: 1x Taq puffer (Promega), 1,5 migQ¥ (Promega), 200
uM dNTP mix (Fermentas), 900 nM szelektiv Pstl pnini&0 nM szelektiv
Msel primer, 1U Taq polimeraz (Promega). Aarmplifikaciot az alabbi
reakciokorilmények kozott végeztik Perkin-Elmer &emp 9700
készulékben: édenaturalas 95 °C - 2 perc; 9 ciklus: denaturdl@s@ - 1
méasodperc, primer kapcsolédas 65 °C-r6l a 9. ciklagére 56 °C - 30
masodperc, komplementer szal szintézise 72 °Cer&, @2 ciklus: denaturalas
94 °C -1 masodperc, primer kapcsolédas 56 °C - 8Baaiperc, komplementer
szal szintézise 72 °C - 2 perc; végul 60 °C - 3@.pa szelektiv amplifikacios
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termékeket 5 %-0s denaturald poliakrilamid gélenW®n véalasztottuk el 1x
TBE pufferben, majd ezistfestéssel tettik latha{Bvamega Protocol Q4132).

3.6 RGAP analizis

Az RGAP analizist kis médositasokkal Chen és mt@98) leirasa alapjan
veégeztik el a NILLr20, GK Délibab és Thatcher fajtak valamint a NIL
Lr20/GK Délibab F, populécio tagjain. A primerek szekvencigjat Dr i@ng
Chen (USDA, USA) bocsatotta rendelkezéslinkre (8.#lléklet). A
reakcioelegy 20 ul végtérfogatban az alabbi Oseékéd tartalmazta: 10 ng
DNS, 1x PCR puffer (Promega), 2 mM MgGPromega), 200 uM dNTP mix
(dATP, dTTP, dGTP, dCTP), 0,25-0,25 pM mindkét mimalamint 1U Taq
DNS polimeraz (Promega). A reakciot PTC-200 Pellieermal Cycler (MJ
Research) készilékben végeztik az aldbbi kondiaibkkdenaturdlas 94 °C-
on 8 percig, majd 40 cikluson keresztil a denafsr&l4 °C-on 1 percig, a
primer kapcsolddéas 45 °C-on 1 percig, a komplemeszi@ szintézise 72 °C-on
2 percig, majd a végsszintézis 72 °C-on 10 percig. Az igy amplifikalt
fragmentumokat 5%-0s denaturdlé  poliakrilamid  gidabforézissel
valasztottuk el 90 W-on 1x TBE pufferben, majd eEstéssel tettiik lathatova
a Promega Q4132 Protocol szerint.

3.7 STS analizis

Az Lr20 rezisztencia gén esetében a Neu és mtsai (20€4) aaonositott
Xsts638marker kapcsoltsagat vizsgaltuk meg az altaluikliéott szegregalo
populaciéban. AzLr52 rezisztencia gén esetében a Grain Genes, buza
adatbazisban (http://wheat.pw.usda.gov/GG2/indéxl3h az 5BS
kromoszémara 8 kromoszémaspecifikus STS primersrekat talaltunk,
valamint az Obert és mtsai (2005) altal leirt tx@20rimert hasznaltuk a
rezisztencia génhez kapcsolt STS markerek azosésitd A PCR reakcid
kondiciéi megegyeztek az SSR (3.8 fejezet) modstetrirtakkal. A
detektalast 1,5 %-0s agardz gélen végeztik el alResakcional (3.4 fejezet)
leirt médon.

3.8 SSR analizis

Az Lr20 génhez kapcsolt SSR markerek azonositasdéhoz 48jza 7A
kromoszOomajanak hosszu karjara térképezett, miatelit primert teszteltiink
(8.5 melléklet) a NILLr20, GK Délibab és Thatcher fajtak valamint a NIL
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Lr20/GK Délibab F, populacio tagjain. AZr52 rezisztencia génhez kapcsolt
SSR markerek azonositasahoz a buza 5B kromoszéRajdvid karjara
térképezett 44 mikroszatellit primert vizsgalturk6( melléklet) a NILLr52,

GK Délibab és Thatcher fajtak valamint a Nlk52/GK Délibab F, populacio
tagjain. A primerek szekvencidjat a Grain Genegaladatbazisbdél kerestik ki
(http://wheat.pw.usda.gov/GG2/index.shtml). A Kist&inkben alkalmazott
SSR markereket kordbban Rdder és mtsai (1998),a&sgpmtsai (2002), Song
és mtsai (2005), Guyomarc’h és mtsai (2002) és Bome mtsai (2004)
térkéepezték. Mindkét rezisztencia gén esetébeneniiRiCR reakcié az alabbi
O0sszetetket tartalmazta 20 pl végtérfogatban: 10 ng DNS,PGR puffer
(Promega), 1,5 mM Mggl(Promega), 200-200 uM dNTP (Fermantas), 0,25-
0,25 uM mindkét primer, valamint 0,5 U Tag DNS pwraz (Promega). A
reakciot PTC-200 Peltier Thermal Cycler (MJ-Resepk@sziilékben végeztik
az alabbi kondiciokkal: étlenaturalas 94 °C-on 8 percig, majd 40 cikluson
keresztll a denaturalas 94 °C-on 5 masodpercigineepkapcsoldédas 50, 55
vagy 60 °C-on (a primer kapcsolédasntérsekletének megfetan, 8.5 és 8.6
melléklet) 5 masodpercig, a komplementer szal ézis¢ 72 °C-on 8
masodpercig, majd a v&gszintézis 72 °C-on 5 percig. Az egyes SSR primerek
altal amplifikalt fragmentumokat 5%-0s denatural6 oligkrilamid
gélelektroforézissel valasztottuk el 90 W-on 1x TBrufferben, majd
ezlstfestéssel tettilk lathatova (Promega ProtoddBg).

3.9 Statisztikai szamitasok

3.9.1 Chi? analizis

A Chi?analizist az alabbi dsszefiiggés alapjan szamoituk k
2_y (megfigyelt — vart hasadéasi arahy)
X = Vart hasadasi arany
Az altalunk kapotty® értéket ezutan 6sszevetettilk az 1-es szabadsagfokh
tartozoy® értékkel P=0,05 val6szinégnél (Svab 1981).

3.9.2 Genetikai térképezés

A molekularis markerek kapcsoltsagi analizisét énegikai térképezését az
Lr20 és azLr52 rezisztencia gén esetében is a MAPMAKER 3.0 sz@@jiés
programmal végeztik el (Lander és mtsai 1987). Ackaltsdg mértékénak
kiszamitasahoz a Kosambi térképezési fuggvenytratkauk (Kosambi 1944).
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3.9.3 Student-proba

Az Lr34 gén hatékonysagat a markert hordozé és memdozo fajtak
fertozottségi szazalékanak évenkénti atlaga szerinbbigmal igazoltuk (Svab
1981).

3.10 Markerre alapozott szelekcio tesztelése

A markerre alapozott szelekcibhoz donorként B20 gént hordozé
Thatcher*6/Timmo kozel izogén vonalat keresztezmiggy, Magyarorszagon
elismertdszi buza fajtaval (GK Békés, GK Elet, GK Garabalybilejnaja-50)
€s egy nemesitési vonallal (VR95B343). Az rfévényekben az.r20 gén
jelenlétét az STS638 (Neu és mtsai 2002) dominaasken segitségével
ellendriztik. A markert hordoz6é utddokkal visszakeresesez programot
inditottunk a Jubilejnaja-50 fajta bevonasaval. éxisztencia gén jelenlétét
szintén azXsts638 markerrel elleriztiik minden utédpopulacioban a 3.7
fejezetben leirt moédszer alapjan.

3.11 Az Lr20, Lr52 ésLr34 gének azonositasészi buzafajtakban

Az Lr20, Lr52 és Lr34 rezisztencia gén jelenlétét 1970-2004 kozott
Magyarorszagon allamilag elismert 22&szi buzafajtabdl izolalt DNS
mintakbol vizsgaltuk molekularis markerek segitséf)é a buzafajtak DNS
mintait (Purnhauser és mtsai 201l1a) Dr. Purnhaus&szl6 bocsatotta
rendelkezésemre. A fajtak kozott tovabba szereqaplt a hazankban 1960-ban
elismert orosz fajta is, a Bezosztaja 1, amely hiogdeig meghataroz6 szerepet
toltétt be a hazai buzatermelésben és a nemepitggiamokban egyarant. A
fajtdk neve, eredete, a regisztracio és visszavawas a 10. tablazatban
talalhato.

Az Lr20 gént azXsts638nevi STS (Neu és mtsai 2002) és az altalunk
azonositott Xgwm344 Xwmc809 és Xwmc274 SSR markerekkel, atr52
rezisztencia gént a kodominans otildsi Xgwm234SSR markerrel, valamint
az Lr34-et azXcsLV34(Lagudah és mtsai 2006) STS markerrel azonosktottu
Az Lr52 ésLr20 rezisztencia gének azonositasa az STS markeredese.7.
fejezetben, az SSR markerek esetén a 3.8. fejezktivtemddon tortént.

Az XcsLV34 marker azonositasahoz a PCR reakcidelegyet az SSR
analizisnél (3.8 fejezet) a fargmentumok detekéilda 3.4 fejezetben
ismertetett modszer alapjan végeztik el. A PCR aiéakPTC-200 Peltier
Thermal Cycler (MJ-Research) készilékben végezuiklabbi kondiciokkal:
elédenaturalas 94 °C-on 5 percig, majd 40 ciklusomrd@iil a denaturalas 94
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°C-on 30 masodpercig, a primer kapcsolédas 55 °G@mmasodpercig, a
komplementer szal szintézise 72 °C-on 30 masodper@ajd a végsszintézis
72 °C-on 4 percig.

A fajtak levélrozsda rezisztencia adatait a Mgzdasagi Szakigazgatasi
Hivatal (MgSzH) évente megjelén kiadvanyaibdl gijtottik. A
megfigyeléseket Dr. Békési Pal és Hertelendy Réigezte Rojtbkmuzsajon és
Debrecenben természetes levélrozsdd4és alapjan. A tlnetek értékelése a
leveleken lathato fefzési szazalék alapjan tortént. Ar34 gént hordozo és
nem hordozé fajtdk rezisztencia adatainak elemzazéévenkénti atlaghoz
viszonyitva t-probaval végeztik (Svab 1981).
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4. EREDMENYEK

4.1 Az Lr20 génhez kapcsolt molekularis markerek azonositasa és
jellemzése

4.1.1 Fenotipizalas

A molekularis markerek valamint &z20 gén kapcsoltsaganak vizsgalatahoz a
rezisztens NIL Lr20 valamint a fogékony GK Délibdb sdiiket és a
keresztezésukib Iétrejott F, populacié 119 egyedét da20 génre avirulens
levélrozsda monosporés izolatummaldettik. A fertzés utan tiz nappal a NIL
Lr20 rezisztens széih és az fpopulacio rezisztens egyedeinek levélszinén az
Lr20 rezisztencia génre jellefizhosszanti nekrotikus foltokat figyeltiink meg
sporulalé telepek nélkil vagyidzef, esetleg kdzepes méietsporulald
telepekkel (6A és C abra). A GK Délibab fogékonyiléa valamint az F
populacié fogekony egyedein jol megfigyelbet voltak a rozsdavéros
uredospérakat tartalmazé uredotelepek (6B és C).aBrgoopulécié direkt
fertozésre adott eredményeinek értékelése utan a 118diégy73 volt
rezisztens és 46 volt fogékony. A Eléirték szamitasa utan megallapitottuk,
hogy populacidonkban a vart 3:1 hasadasi arany ngamolt. Az altalunk
vizsgalt populéaciéban 2:1 hasadasi aranyt igazkl(yf=1,27; df=1 P=0,25) (6.
tablazat).

s
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6. abra. A NIL Lr20 rezisztens és a GK Délibab fogékony fajta kereszebl
létrejott K, populécio fenotipusos vizsgalata (C), valaminLe20 génre

jellemzs nekrotikus foltok (A) és a GK Délibabon megjelesporulalo telepek

(B).

6. tablazat. A NIL Lr20 rezisztens és GK Délibdb fogékony <€rul
keresztezéséblétrejott F, fenotipusos vizsgalati eredményeinek 6sszefoglalas

2

F, populacié eredményei* szegregagio y
RR, Rr rr 0sszesen
Vart 73 46 119 3:1 11,12
Tapasztalt 73 46 119 2:1 1,27

* RR és Rr jeldli a rezisztens, rr a fogékony féposu egyedeket.

4.1.2 Xsts638 marker jellemzése a NILLr20/GK Délibab F, populaciéban

Neu és mtsai (2002) éltal leirt, 4220 rezisztencia génre specifikus STS
markert ¥sts633 sikeresen alkalmaztuk az altaluniéalitott F, populacio
jellemzésére. A primer 542 bp hosszu, jol azonasitipolimorf fragmentumot
amplifikalt a rezisztens egyedekben (7. abra). Akeraés ad.r20 rezisztencia
gén kozotti kapcsoltsagot igazoltuk ésXsts638markert 4,6 cM tavolsagra
térképeztik a rezisztencia gén proximalis oldalata abra).
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7. abra. Az sts638 primer altal amplifikalt 542 bp hosszlimorf fragmentum

szegregacioja a NILr20 és GK Délibab keresztezégéhétrejott
populaciéban

4.1.3 Az Lr20 génhez kapcsolt AFLP markerek azonositasa

Osszesen 82 db Pst/Mse primerkombinacio vizsgalaigeztik el az.r20
rezisztencia génhez szorosan kapcsolt molekulé&ikaen azonositasa ceéljabol.
A NIL Lr20 és a Thatcher fajta kozotti AFLP primerekkel tiétdesztelése
soran tul sok polimorf fragmentumot azonositottunk. markerjeldltek
szamanak csokkentése érdekében gkziikllett a keresztezésiMlszarmazo
F, populacié 4 rezisztens és 4 fogékony egyedét imriak a primerek
tesztelésébe. Ennek eredményeképpen csak azokatnargket vizsgaltuk
tovabb, amelyek altal amplifikalt polimorf fragmenmt megjelent a rezisztens
F, egyedekben is. igy 7 primerpar 11 polimorf fragtnemot amplifikalt (7.
tablazat). A teljes populacio kapcsoltsagi vizsgakbtt 30 rezisztens és 30
fogékony F, egyeddel élkisérletet végeztiink (8. 4bra). Megdllapitottulgyha
11 markerjel6lt kdziul egy sem kapcsolt a rezisaeegénhez.

7. tablazat NILLr20 és Thatcher k6z6tt azonositott polimorf fragmerdakim
mérete €s az AFLP primerparok neve

Pstl primer Msel primer Polimorf fragmentum mérete
P-ACA M-CAC 100-200 bp kozott
P-ACT M-CAC 400 bp

400-500 bp kozott
600-700 bp kdzott

P-ACT M-CAG | 500-600 bp koz6tt
P-ACT M-CTG 200-300 bp kdzott

300-400 bp kdzétt
P-ACA M-CTC 300-400 bp kdzott
P-AGC M-CTG 300-400 bp kdzott
P-AGG M-CTG 100-200 bp kdz6tt
P-ACC M-CTA | 500-600 bp kézott

39



S SSSDRRRRNM

B ) ~-~—— ., ‘,:;ﬁ; == ] '.,:"w"- Sl e v e ﬂ‘i_, 9 .
A 8. dbra. P-AGG és M-CTG primerkombinécio altal amplifikalblimorf fragmentum (A) és azpopulécidval
végzett kapcsoltsagi analizis (B) Az (A) és (B)abis nyillal jel6ltik a kb. 100-200 bp hossz( palif
fragmentumot. N: NILLr20; D: GK Délibab; R: rezisztens legyedek; S: fogékony.legyedek; M: molekulasuly
marker
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4.1.4 Az Lr20 génhez kapcsolt RGAP markerek azonositasa

A NIL Lr20 és GK Délibab sztiket, valamint a Thatcher fajtat 48 db
RGAP  primerkombinacioval tesztelttk polimorf fragmiemok
azonositasa céljabél. Mindoéssze egy primerkombinggtokinl/NLRR
for”) mutatott polimorfizmust a NILLr20 és Thatcher kozott. Ez a
primerkombinécié egy kb. 390 bp hossza polimorfgf@ntumot
(RGAP;9g) amplifikalt a NIL Lr20 rezisztens szt@iben. A kapcsoltsagi
analizist a NILLr20/GK Délibab keresztezéséldétrehozott E populacié
119 egyedének bevonasaval végeztik el (9. abra)adatok elemzése
utdn a 119 egyedb 96-nal detektaltuk a polimorf fragmentumot és 23-
nal nem. Megéallapitottuk, hogy ez a marker nem &alp@zLr20 génhez.

—— o g e e s e

9. 4bra. ,Ptokin1/NLRR for” primerkombinacio altal azontstt 390 bp
hosszu polimorf fragmentum szegregacioja apdpulacioban (a nyil a
polimorf fragmentumot jeldli).

41



4.1.5 Az Lr20 génhez kapcsolt SSR markerek azonositasa és
jellemzése

Az Lr20 génhez szorosan kapcsolt kodominans markerek sitasa
céljabol a Grain Genes adatbazisban széreplf A kromoszdéma hosszu
karjara térképezett 48 db SSR markert is bevoniakgalatainkba. A
NIL Lr20 és a Thatcher kozétt 6 primer (cfa2240, cfa225ving44,
wmc273, wmc525 és wmcB809) amplifikalt polimorf fragntumot (10.
abra). A polimorf fragmentumok méretét 100-310 hijzék hataroztuk
meg (8. tablazat). AXwmc809és Xgwm344markerek repulziv fazisban
vannak jelen, tehat a polimorf fragmentum csak gékony egyedekben
eés a heterozigéta egyedekben azonosithatd. A Kkésmgio analizis
igazolta, hogy a hat SSR marker mindegyike kapaslir20 génhez. A
markerek és a rezisztencia gén kozotti térképtagols 0,5-12,8 cM
kozott hataroztuk meg. A rezisztencia gén proxisalidalara 6t SSR
marker térkepeott, amelyek sorrendben a kovetéezXwmc809(0,5
cM), Xgwm344 (0,5 cM), Xwmc273 (2,8 cM), Xwmc525 (3,3 cM),
Xcfa2240(3,8 cM). A rezisztencia gén disztélis oldalargyettpn SSR
marker, azXcfa2257(12,8 cM) térképeott (11. abra).

8. tablazat: Polimorf SSR primerek és az A&ltaluk amplifikalt
fragmentumok mérete a NILr20 és a GK Délibab vizsgalata soran

SSR neve polimorf fragmentum ,rr?ér,ete
NIL Lr20 GK Délibab
cfa2240 310 bp 300 bp
cfa2257 {100 bp 130 bp
gwm344 |- 145 bp
wmc273 | 200 bp 180 bp
wmch525 | 264 bp 210 bp
wmc809 - 155 bp
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10. abra.A 7AL kromoszomara specifikus SSR primerek tegzel A nyilak a polimorf fragmentumokat jelolik. 1.
és 23 a molekulasuly markert, 2-22 és 24-34 agksIER primereket jel6li (rendre: wmc9, wmc83, Va0,
wmc790, wmc695, wmc65, wmc633, wmc607, wmc603, wIcmc525, wmce488, wmce422, wmel7, wmcl39,
gwm554, gwm10, cfd193,cfa2019, barc195, barc1@®@&fgwm4, wmcl82, barc70, cfa2257, cfa2240, cfd217
cfa2040, barc121, barc49, barc29)
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—1  STS638
0,8

—T— Xcfa2240
0.5 — X 525
0,5 : WMC

Xwmc273

2,3

—1— Xwmc809, Xgwm344
05 _ | L2
12,8

—— Xcfa2257

11. &bra.Az Lr20 génhez kapcsolt SSR és STS markerek genetikai
térképe. Jobb oldalon a markerek neve, baloldalgenatikai
tavolsag cM-ban olvashato.
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42 Az Lr52 génhez kapcsolt molekularis markerek
azonositasa es jellemzése

4.2.1 Fenotipizalas

A polimorf fragmentumok, valamint azLr52 rezisztencia gén
kapcsoltsaganak megallapitasahoz a Nib2 rezisztens és GK Délibab
fogékony szl keresztezéséb szarmazd f populaciét (267 egyed)
allitottunk eb. A szibket és az F populacio egyedeit az NILr52
vonalra avirulens, de a GK Délibab fajtara virulemlatummal
fertéztuk. A fertzés utan 10 nappal a NLr52 rezisztens széih és az k
populacié rezisztens egyedein &z52 rezisztencia génre jelleriz
klorotikus tlineteket figyeltiink meg (12A és 13.8bwA rezisztens szl
fenotipusat a Stakman skala szerintbdl3, az b populacié rezisztens
egyedeit pedig az disharom infekcios tipusba (; ill. 1 és 2 tipusok)
soroltuk. A fogékony szih jol megfigyelhedek voltak az uredospoérakat
tartalmaz6 nagy sporulalé telepek, amelyeket kikwust folt nem vett
korul (Stakman skéla szerinti 4-es infekciés tip(E2B abra). Az F
populacié szenzitiv egyedein nagy, uredosporakaaltaazo sporulalo
telepeket figyeltiink meg. Ha az emlitett sporuld@i@pet klordzis vette
kordl, akkor a Stakman skala szerint 3, ha nem rakkonfekcios
csoportba soroltuk. A populacié értékelése utan 1IR8®ény volt
rezisztens és 79 volt fogékony. €heszt elvégzése utan (Ghe,87;
P=0,05) megallapitottuk, hogy populaciénkban La%2 gén dominans
oroklédést mutat (3:1 hasadasi arany).
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12. abra. A NIL Lr52 rezisztens sz@ih megfigyelt, azLr52 génre
jellemz klorotikus foltok (abran fekete nyilakkal jelzetgporulalo
telepek nélkdl (A), valamint a GK Délibab fogékosylub levelein
lathaté sporulaléo uredotelepek (az abran feketdakikal jelzett)
klorézis nélkul (B) a fenotipusos vizsgalat soran
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13. &bra. A NIL Lr52 és GK Délibab keresztezéséhétrejott F, populacio fenotipizalasa
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4.2.2 Az Lr52 génhez kapcsolt RAPD marker azonositasa

Osszesen 280 RAPD primerrel (8.2 melléklet) teSted rezisztens NIL
Lr52 és a szenzitiv GK Délibab és Thatcher fajtakatinpaifizmus
azonositas céljabol. A 280 primétbh23 (OPN15, OPN17, OPOS,
OPO14, OPO17, OPP10, OPP12, OPP13, OPP18, OPPZR18DP
OPR19, OPS2, OPS4, OPS6, OPS10, OPS14, OPS15, OPBZ3,
OPT9, OPT10, OPT11) nem amplifikalt ertékethéagmentumokat. A
fennmaradd 177 RAPD primer 3-7 fragmentumot ankdllfi200 és 2500
bp kdzott. A vizsgalt primerek kéziul 11 (OPR10, ARROPR16, OPV2,
OPV4, OPV14, OPW19, OPX9, OPX12, OPY4, OPY9) ardiif jol
ismételhet polimorf fragmentumot a NILLr52 valamint a GK Délibab
kozo6tt, azonban a rezisztencia gént tartalmazo|kdngén vonal és a
Thatcher kdz6tt mindéssze egy primerrel (OPR10grsik azonositani
egy jol ismételhét, 535 bp hosszu polimorf fragmentumtoprlQ (14.
abra). A kapcsoltsagi vizsgalatot ez utobbi maekélitel végeztik el az
F, populacié 267 egyedén. Munkankat nehezitette, lo@K Délibab
szubben is megfigyeltiink egy polimorf fragmentumot, &nek mérete
néhany bézispéarral volt csak nagyobb, mint a réaisz sziben
azonositott fragmentum. Az, Bpopulacion végzett kapcsoltsagi analizis
soran a két alig eltdmrmeéreti fragmentum megkulonbdztetésére az agaroz
gélelektroforézisnél joval hosszabb futtatasit idlkalmaztunk. A 267 F
egyed kapcsoltsagi analizisének (15. abra) elvégzéstan
megallapitottuk, hogy azXoprl0 marker 18,2 cM tavolsagra a
rezisztencia gén proximalis oldalan talalhatd, éGld Délibabban
azonositott fragmentum nem kapcsolt a reziszteozié®d. abra).
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14. dbra. AzXoprlOmarker azonositasa a NILL52 rezisztens

vonalban 1: NILLr52; 2: NIL Lr20; 3: Thatcher; 4. GK Délibab; M:
molekulasuly marker. A nyil a polimorf fragmentunjettli
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15. &bra. AzXoprlOmarker szegregacioja a NLr52 és GK Délibab
keresztezéséblétrehozott |; populaciéban. 1: NILr52; 2: GK
Délibab; 3-8 és 10, 14: rezisztensdgyedek; 9 és 11-13: fogékony F
egyedek. Az egyenes nyil B20 rezisztencia génhez kapcsolt markert,
a ferde nyil (2. minta) a GK Délibabban azonositottmorf
fragmentumot jel6li

4.2.3 Az Lr52 génhez kapcsolt STS marker azonositasa

A Grain Genes adatbazisban 8 db, az 5BS kromoszospécifikus STS
markert talaltunk. E primerek egy kivételével (D@2 monomorf
mintazatot adtak a NIILr52 és a Thatcher k6zott. Az Obert és mtsai
(2005) altal leirt txw200 azonban polimorf fragmenbt amplifikalt a
rezisztens és a fogékony szikozott. Ezt a 200 bp hosszU markert
alkalmaztuk az ¥szegregaldod6 populacié egyedeinek jellemzésére (16
abra). A genetikai tavolsagot 3,6 cM-ban allapitiotneg és a markert az
Lr52 rezisztencia gén disztalis oldalara térképeztdk é§bra).
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16. &bra. Az Xtxw200marker szegregacioja az altalunk létrehozott
NIL Lr52/GK Délibab F, populacioban. P1: GK Délibab (fogékony
szub); P2: NILLr52 (rezisztens sz&); 1-3; 5-23; 26-30; 32-38:
rezisztens fFegyedek; 4, 25, 31: fogékony égyedek; 24:
rekombinans fegyed

4.2.4 Az Lr52 génhez kapcsolt SSR markerek azonositasa

A Grain Genes adatbazisban 44 db, az 5B kromoszdwid karjara
specifikus SSR primerpart taldltunk (8.6 melléklef) primereket a
rezisztens és fogékony séjivalamint a Thatcher kozo6tti polimorfizmus
azonositasara hasznaltuk fel (17. abra). A kétoskakott 6sszesen 19
(barc109, barc240, barc32, cfa2121, cfd5, cfd20m@®8;, gwm133,
gwm191, gwm213, gwm234, gwm293, gwm335, gwm4l5, 448n
wmcl49, wmc630, wmc728, wmc773) a rezisztensésedl a Thatcher
k6zott azonban minddssze 6 (cfd20, gwml133, gwm2@4m443,
wmcl49, wmc630) SSR primer amplifikalt polimorf graentumot. A
kapcsoltsagi analizist azokkal a markerjelolteklédeztik el, amelyek a
rezisztens sztl és a Thatcher kdzo6tt polimorfizmust mutattak (B3-2
abrak). A hat SSR marker midegyike kapcsoltsagotatoti az Lr52
rezisztencia génhez. Az SSR markerek 7,2 - 46,5 tévblsagra
térképeddtek. A rezisztencia gén disztalis oldalan a legketabi marker
7,2 ctM Xgwm234, a proximalis oldalan 11,3 cNK{vmc149 tavolsagra
helyezkedik el (24. &bra). A markerek 1:2:1 szeficeija ay® teszt
szerint igazolt, szegregacios torzulast egy esetibanfigyeltink meg (9.
tabldzat). Mivel az altalunk azonositott SSR markekodominansak,
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ezért mind a homozigéta mind a heterozigota egyeslkllonitésére
alkalmasak.
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17. &bra.5BS kromoszdémara térképezett SSR primerek tedztfek
Délibab 2: NILLr52 Polimorf fragmentumokat nyillal jeldltik

-

18. &bra Az Xgwm443szegregéacidja. Az 1. nyil a fogékony GK
Délibabban, a 2. nyil a rezisztens NIt52-ben amplifikalédott
fragmentumokat jeloli
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19. abra. Az Xgwm133szegregacidja. Az 1. nyil a NWr52-ben, a 2.
nyil a GK Délibabban azonositott fragmentumot jelol

1.
B o oo e
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20. abra.Az Xgwm234szegregacioja. Az 1. nyil a NLLr52-ben,
a 2. nyil a GK Délibabban azonositott fragmentujaldi.

21. abra. Az Xwmcl149zegregacioja. Az 1. nyil a NILr52-ben, a 2.
nyil a GK Délibabban azonositott fragmentumot jelol
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22. abra. Az Xwmc630szegregacioja. Az 1. nyil a NILr52-ben, a 2.
nyil a GK Délibabban azonositott fragmentumot jelol

3 r
2 1.

¢

23. dbra. Az Xcfd20szegregécioja. Az 1. nyil a GK Délibabban, a 2l ny
a NIL Lr52-ben azonositott fragmentumot jeldli.

9. tdblazat. Az SSR markerek szegregécidja a NUi52 és GK Délibab
keresztezési |étrehozott i populacioban

Megfigyelf Vizsgélt B Vart e

Gén/marker P ‘ P;P, P,P, egyedek szdma szegregacio

Lr52 188 79 267 31 2,87
Xgwm?234 67 140 60 267 1:2:1 1,10
Xwmcl149 63 145 59 267 1:2:1 2,19
Xcfd20 56 148 63 267 1:2:1 3,63
Xgwm443 62 147 58 267 1221 | 2,85
Xgwm133 68 132 67 267 121 | 0,06
Xwmc630 55 150 62 267 121 1432

PP, jelenti a homozig6ta és,P, a heterozigéta rezisztens egyedekben
azonositott SSR allélt ésM a fogékony szl allélokat
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Hiebert és mtsai 2005 Tar és mtsai 2008 Obert és mtsai 2005

24. dbra.Az Lr52 rezisztencia génhez kapcsolt molekuléris markarek
5B kromoszéma révid karjan.
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4.3 Molekularis markerek gyakorlati alkalmazasa

4.3.1 Markerre alapozott szelekcio

Markerre alapozott szelekcioval tamogatott nemsisitprogramot
inditottunk azLr20 gén beépitésére 3 szegedi (GK Garaboly, GK Békés,
GK Elet) és 1 honositott (Jubilejnaja-563zibliza fajtaba valamint 1
fajtajeldltbe (VR95B343). A recipiens sdula levélrozsdara fogékonyak
vagy kozepesen fogékonyak, de jO agrondémiai és afbalni
tulajdonsagokkal rendelkeznek. Donorként a ThatehapuLr génekre
kozel izogén vonalsorozar20 gént hordozoé tagjat (Thatcher*6/Timmo)
valasztottuk. Munkank kezdetekor az irodalomban msgk egyetlen
dominans orokldédi, a rezisztencia génhez szorosan kapcsolt (0,4 cM)
STS marker Xsts638 volt ismeretes, amelyet Neu és mtsai (2002) irtak
le, és munkajukban dzr20 gén diagnosztikus markereként jellemeztek.
Az Xsts638marker validalasat elvégeztik a NLt20 valamint a GK
Garaboly, GK Békés, GK Elet és VR95B343 gkilbevonasaval. A
polimorf fragmentum csak a donor s#igén amplifikalodott (25. abra).
Az F, egyedeken elvégeztik a rezisztencia gén kimutagdslekularis
markerrel, és azokkal az egyedekkel, amelyek htoa#toa markert, a
Jubilejnaja-50 fajtaval visszakeresztezési progtanditottunk. AzLr20

gén jelenlétét minden BC generaciéban vizsgaltukXats638 marker
segitségével (26. abra). Az masodik visszakereszteran a torzseket
szantofoldon vetettik el, és értékeltik a természkgvélrozsda feizés
uténi rezisztencigjukat. A torzsek kozott levéldesellenallésagbeli
kilonbséget talaltunk. Szanto6foéldi mintavételezes énarkerre alapozott
szelekcié utan azzal a két torzzsel, amelyek remisek voltak és a
molekularis markert is tartalmaztak, vonalszapstitaditottunk. Jelenleg
ezek a vonalak szant6foldi kisérleteinkben szengel
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25. abra. Az Xsts638.r20 rezisztencia génre specifikus molekularis

marker validalasa a keresztezésbe bevont fajtakkayil a markert

jeloli. P1=NIL Lr20; P2=GK Elet; P3=GK Békés; P4=GK Garaboly;
P5=Jubilejnaja-50; P6=VR95B343.

SRl o2 34 - 5 Eis B

26. abra.Az Lr20 gén kimutatasa a%sts638narkerrel a Bgutodokban
(Jubilejnaja-50//Garaboly/NILr20). A nyil a molekularis markert jeloli.
P1=Jubilejnaja-50; P2=NILr20; 1-8 minta=BG utodok.

4.3.2 Lr gének azonositasa buzafajtakban molekularis markeke
segitségével

Az Lr34 gént a Magyarorszagon 1970-2005 k6zott regisziszit
blza fajtak (n=222) kézul 51-ben (23,0 %) valanantl960-ban elismert
Bezosztaja-1-ben sikertlt kimutatnicaLV34marker (Lagudah és mtsai
2006) segitségével (10. tablazat). Osszehasontitveét legnagyobb
magyar nemesihaz harom évtizedes programjat Be34 géen kozel
azonos gyakorisaggal forduléela szegedi fajtak 23,9 %-aban (n=71), a
martonvasari fajtak 20 %-aban (n=70). Magyarorsmagemcsak az
emlitett két nemesihaz buzafajtai terjedtek el az utdbbi harom
évtizedben, hanem mas, kisebb magyar nethasiézetekBl (n=16) és
eurdpai orszagokbol (n=65) (Ausztria, Romania, &t@, Szerbia,
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Franciaorszag, Cseh Koztarsasag, Horvatorszag, aBajg Ukrajna,
Németorszag, Hollandia) szarmazo fajtak is.

Az egyeb magyar nemesitédajtak 31,3 %-a, a hazankban
regisztralt eurdpai fajtak 23,1 %-a hordozza asmencia gént. Az
altalunk vizsgalt eurépai fajtakon belil a némekram és holland
fajtdkban az.r34 gén nem volt kimutathato (11. tablazat).

10. tablazat. Az Lr52, Lr20 ésLr34 gének jelenléte a Magyarorszagon
1971-2005 kozott elismetisziblza fajtakban

(]
>
g -
Fajta neve eredet* © 3 Lr20/Sr15/Pm1 Lr52
2| & g
[a) § >
5| & 3
¥o) S |
21 3|85 8|3 3|8
3 o Q > %
El gl 5| 2| 8| 5z
X | x| | X| X| XX
Bezosztaja-1 RUS 1960 0 0 0 0 1 0 0
Kavkaz RUS 1970| 1977 1 1 0 1 0 0
Avrora RUS 1970 197 1 1 0 q
Jubilejnaja-50 UA 1970 - 1 1 0 0 0 q Q
Vitka UA 1970 - 1 1 0 0 0 0 0
GK3 HU-GK 1971 | 1977 1 1 0 0 1 0 0
GKF-2 HU-GK 1971| 1980| 1 1 0 0 1 0 0
Martonvasari 1 HU-Mv 1971 | 1980| 1 1 0 0 1 0 0
Burgas-2 BG 1972| 1974 1 1 0 0 1 0 0
Martonvasari 2 HU-Mv 1972 | 1977 1 1 0 0 0 0 0
Kompolti-1 HU 1973 | 1981 1 1 0 0 0 0 0
Martonvasari 3 HU-Mv 1973 | 1977| 1 1 0 0 1 0 0
Martonvasari 4 HU-Mv 1974 1990 1 1 q q ) D
Saturnus SRB 1974 1981 1 1 D D D 0 0
Martonvasari 5 HU-Mv 1974 198% 1 1 Q ( D
Martonvasari 6 HU-Mv 1974 1981 1 1 Q ( D
NS-Rana-1 SRB 1976| 1981 1 1 0 0 0
NS-Rana-2 SRB 1976| 1987 1 1 0
Partizanka SRB 1976 1981 ( 1 L D 0 0
GK Tiszataj HU-GK 1977 1985 1 1 0 0 1 ( q
GK Szeged HU-GK 197§ 1985 1 1 d q | D D
Martonvasari 7 HU-Mv 1974 1985 1 1 q q ) D
Martonvasari 8 HU-Mv 1974 1990 1 1 q q ) D
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21 @ 3
(3] > =l
2135|8338
e 2|8 9] 8|S
s s| 2| 8 b
X | X | X X | x| X
Sixtus CRO 1980 198% 1 1] Q Q (
Baranjka CRO 1980 1990 1] 1 [0 ( D
Martonvasari 9 HU-Mv 1980 1998 1 1 g q D D
GK Boglar HU-GK 1981 1987 1 1 0 0 1 q Qg
Martonvasari 10 HU-Mv 1981 1990 1 1 g [0 | D
Beauchamp FR 1982 1990 j D D 0 0
GK Sagvari HU-GK 1982 199( 1 1 0 a g (
Martonvasari 11 HU-Mv 1987 1987 il q D D
Martonvasari 12 HU-Mv 1987 1994 q q D D
Zagrepcsanka CRO 1983 1991 L L 0 1 0
Lonja CRO 1983] 1990 0 0 1 Q
GK Kincsy HU-GK 1983 | 1994 1 0 0 0 0 0
Martonvasari 13 HU-Mv 1983 1987 1 il q q | D D
Ukrainka SK 1983| 1993 1 1 0 0 il q q
FD-5 FR 1985| 1991 1 1 0 0 0 [0 8
GK Othalom HU-GK 1985 - 1 1 0 0 0 0 0
GK Zombor HU-GK 1985| 1996 1 1 0 0 1 q q
Martonvasari 14 HU-Mv 1985 1998 1 il q q D D
Martonvasari 15 HU-Mv 1985 1998 1 il q q D D
Adriana CRO 1987 - 1 1 0 0 0 g Q
Alféld HU 1987 - 1 1 0 0 1 0 0
Viginta HU 1987| 2002 1 1 0 0 1 0| 0
GK Istvan HU-GK 1987| 1997 1 1 0 0 0 q
GK Szke HU-GK 1987 1996 1 1 0 0 1 0 0
GK Bence HU-GK 1987 1997 1 1 0 a g [t
Martonvasari 16 HU-Mv 1987 2001 1 1 [0 [0 D D
Korona CRO 1988 2001 1 1 0 g (
GK Orzse HU-GK 1988 1993 1 1 0 q q ( q
Martonvasari 17 HU-Mv 198§ 2002 1] 1 q q | D D
Danka SRB 1988 1994 1 1] a q 1
Ana CRO 1990| 1994 1 1 0 0 0 ( Q
Kompolti3 HU 1990 - 1 1 0 0 1 0 0
GK Barna HU-GK 1990 2004 1 1 0 0 g @ q
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21 8 3
(3] > =l
21358 3| 3|8
e 2|8 9] 8|S
s s| 2| 8 b
< < =3 X X | X
Martonvasari 18 HU-Mv 1990 1994 1 1 g [0 D
GK Kata HU-GK 1991| 2000 1 1 0 0 [0
GK Cdirgs HU-GK 1991| 2000 1 1 0 0 0
GK Orség HU-GK 1991 2003 1 1 0 0
Martonvasari 22 HU-Mv 1991 1998 1 1 g [0 | D
Martonvasari 19 HU-Mv 1991 2001 1 1 g [0 D
Martonvasari 20 HU-Mv | 1991 | 1998| 1 1| o]l o] o o 0
Martonvasari 21 HU-Mv 1991 200f 1 ! g q D
Martonvaséari 23 HU-Mv 1991 2001 1 ] g q D
Super Zlatna FR 1992 2000 ] 1 D D 0
Gaspard FR 1997 - 1 1] 0 qQ (
GK Délibab HU-GK 1992| 2003 1 1 0 0 0 Q 0
GK Olt HU-GK 1992 | 2000 1 1 0 0 1 1 1
GK Go6bé HU-GK 1992 2007 1 1 0 0 Qg [t
Martonvasari 24 HU-Mv 1992 1998 1 1 a [0 D
Fatima2 HU-RO 1992 200% 1 1] a q 1
GK Zugoly HU-GK | 1993 - 0
GK Pinka HU-GK 1993 - 1 1 0
Martonvasari 25 HU-Mv 1993 2001 1 ] g q D
Mv Koma HU-Mv 1993| 2001 1 1 0 0 0 0
Mv Magma HU-Mv 1993| 2001 1 1 0 0 0
Mv Optima HU-Mv 1993| 2003 1 1 0 0 0 0
GK Csbrnéc HU-GK 1994 2003 1 1] 0 0 ¢
GK Marcal HU-GK 1994 - 1 1 0 0 0 0 0
GK Répce HU-GK 1994 200 1 1] Q 0 (
Mv Palma HU-Mv 1994 - 1 1 0 0 1 [8) 0
Mv Vilma HU-Mv 1994 | 2005 1 1 0 0 1 0 0
Mv Emma HU-Mv 1994| 2005 1 1 0 0 0 0 0
Mv Irma HU-Mv 1994 | 2001 1 1 0 0 0 0 0
Mv Szigma HU-Mv 1994| 2004 0 0 1 1] 0 Q [0
Kondor HU-SK 1995 - 1 1 0 0 0 0 0
Erik AT 1996 | 2003 1 1 0 0 0 0 0
Boka Ccz 1996 | 2003 1 1 0 0 1 0 0
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Gabi cz 1996| 2003 1 11 o o 1 g q
GK Hattyas HU-GK | 1996 2003 1 1 o d Q (
GK Véka HU-GK | 1996| 2004 1 1] o o o g
GK Kalasz HU-GK | 1996 - 1 1/ o/ o o 0 0
GK Malmos HU-GK | 1996| 2003 1 1 o o o0 q
GK Szindbad HU-GK | 1994 2008 1 1 g c D
GK Kende HU-GK | 1996| 2003 1 i1 o o 1 c Q
GK Elet HU-GK | 1996] - 1 1] o] o] of o 0
Mv Magdaléna HU-Mv | 1996 - 1 11 o o o q
Mv Madrigal HU-Mv | 1996| 2002] 1 1] o] o o o 0
Mv Matador HU-Mv | 1996] 2003 1 1] o o o g 0
Bercy NL 1996 | 2003| 1 1| o]l o] of o 0
Brutus AT 1997 - 1 1] o] o| o 0 0
Lindana AT 1998 - 1 1] o]l o 1 0 0
Ludwig AT 1998| - 1 1] o] o 1l o 0
Lupus AT 1998| - 1 1] o] o] o 0 0
Brea cz 1998 - 1 1] o] o/ o o0 0
Maximus DE 1998 - 1 1] o] o/ o o0 0
Gybz8 FR 1998 - 1 1] o]l o o 0 0
Buzogany FR 199§ - 1 1 0 0 1 [t q
Flori2 FR 1998| - 1 1] o] o] o 0 0
Rivoli HU 1998 - 1 1 0 0 0 0 0
HP Arkus HU 1998 - 1 1] o] o o o 0
Hunor HU 1998 - 1 1] o] o] o 0 0
GK Favor HU-GK | 1998] 2004 1 1 o o o0 0 q
GK Sara HU-GK | 1998 2004 1 1 o d Q (
GK Miska HU-GK | 1998| - 1 1] o] o] of o 0
GK Mérs HU-GK | 1998| 2003] 1 1] o] o 1 0 0
GK Garaboly HU-GK | 1998 - 1 1] o/ o o d 0
GK Cip6 HU-GK | 1998] - 1 1] o] o 1 0 0
GK Mura HU-GK | 1998 - 1 1] o] o] o o 0
GK David HU-GK | 1998| 2003 1 1/ o/ o o o 0
GK Kunsag HU-GK | 1998 2003 1 1 o d Q q q
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Mv Martina HU-Mv | 1908| 2005f 1| 1| o/ o o o o0
Mv Tamara HUMv | 1098 2003 1| 1/ o o d 0 @
Mv Magvas HUMv | 2998] -| 1| 1] o] o/ o o o
Mv Kucsma HUMv | 1998 2009 1| 1| o o 9 a g
Mv Mezsfold HUMv | 1998| 2005 1| 1| o| o/ o o o
Mv Summa HUMv | 1098 2002 1| 1] o o d a0 @
Pobeda SRB 1996 2004 1 1
Jarebica SRB 1998 2004 1 1
Carlo AT 1999 - | 1| 1| o] o ol o o0
Complet DE 1999) 2004 1| 1] o d d 0
Abony HU 1999 - | 1| 1| o] o ol o o
Hajddsag HU 1999 -| 1] 1 o o a9 a d
GK Tenger HUGK | 1999 2003 1/ 1 o d a (
GK Verecke HUGK | 1909 -| 1| 1/ o/ o 1 d o
GK Forras HU-GK | 1909 2003 1/ 1 o d d (
GK Petur HU-GK | 19090 -| 1| 1| o/ o o o o
GK Jaszsag HU-GK | 1999 2004 1 1 ) 0
Mv Csérdas HUMv | 2999 -] 1| 1| o o d q @
Alex RO 1999 - | 1| 1| o] of 1| o o0
Réna SRB 1999 -| 1] 1] o o a9 a d
Renesansa SRB 1999 - ] 1 0 0 0
Capo AT 20000 -| 1| 1| o] o/ N o o0
Furore AT 2000| 2005 1| 1| o| o] o o o
Niagara cz 2000 -| 1] 1] o o o d o
Béség FR 2000 -| 1| 1] o o o d o
MF Kazal FR 20000 -| 1] 1| o] o o o O
GK Szalka HUGK | 2000 2003 1/ 1 o d q 1 ]
GK Réaba HUGK | 2000 -| 1| 1/ o/ o 1 d o
GK Szivarvany HU-GK | 2000 2004 1/ 1 d q
GK Bagoly HUGK | 20000 -| 1| 1| o o] o o o
GK Sas HU-GK | 2000 2004 1/ 1 o d d (
Mv Mariska HU-Mv | 2000 2005 1| 1 oo o d o
Mv Prizma HU-Mv | 2000| 2005 1 o o 0
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Mv Dalma HU-Mv 2000| 2005 1 1 0 0 1 0 0
Mv Emese HU-Mv 2000 - 1 1 0 0 1 0 0
Mv Palotas HU-Mv 2000 - 1 1 0 0 1 0 0
Mv Matild HU-Mv 2000 | 2005| 1 1 0 0 0 0 0
Zlatka SRB 2000 - 1 1 0 0 1 0 0
Thesee UA 2000 - 1 1 0 0 0 g q
Carolina AT 2001 - 1 1 0 0 0 0 0
Borcsa cz 2001] - 1 1 0 0 0 0 0
Balada cz 2001] - 1 1 0 0 1 0 0
Boszanova (o¥4 2001 - 0 0| 1 1 q
GK Csongrad HU-GK 2001 - 1 1 0 0 q @ [t
GK Jutka HU-GK 2001] 2003 1 1 0 0 q c q
GK Margit HU-GK 2001| 2003 1 1 0 0 0 0 0
GK Attila HU-GK 2001 - 1 1 0 0 0 0 0
GK Héja HU-GK 2001 - 1 1 0 0 0 0 0
GK Hollo HU-GK 2001 - 1 1 0 0 0 0 0
GK Tiindér HU-GK 2001 2004 1 1 0 0 g c g
Mv Mambo HU-Mv 2001 - 1 1 0 0 1 0 0
MV Panna HU-Mv 2001 | 2005| 1 1 0 0 0 0 0
Mv Verbunkos HU-Mv 2001 - 1 1 0 0 0 0 0
Mv Amanda HU-Mv 2001| 200§ 1 1 0 0 0 q q
Mv Marsall HU-Mv 2001 - 1 1 0 0 0 0 0
Fabula AT 2002 - 1 1 0 0 0 0 0
Rusija AT 2002 - 1 1 0 0 0 0 0
Eureka FR 2002 - 1 1 0 0 0 0 0
Orpic FR 2002 - 1 1 0 0 0 0 0
Guarni FR 2002 - 1 1 0 0 0 0 0
KG Magor HU 2002 - 1 1 0 0 1 0 0
KG Kunhalom HU 2002 - 1 1 0 0 0 0 0
GK Cinege HU-GK 2002 - 1 1 0 0 0 0 0
GK Rubintos HU-GK 2002 2004 1 1 0 q q
GK Smaragd HU-GK 2002 2004 1 1 g D D D
GK Ledava HU-GK 2002 - 1 1 0 0 0 0 0
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GK Hattyu HU-GK | 2002 - 1 1 0 0 0 0 0
Mv Kédmon HU-Mv | 2002 - 1 1 0 0 0 0 0
Mv Suba HU-Mv 2002 - 1 1 0 0 0 0 0
Mv Siiveges HU-Mv | 2002 - 1 1 0 0 0 Q g
Dunai AT 2003 - 1 1 0 0 0 1 1
Szava AT 2003 - 1 1 0 0 0 0
HP-Pusztaszél HU 2003 - 1 1
Kiskun Gold HU 2003 - 1 0 0 0 0 0
GK Piacos HU-GK | 2003 - 1 1 0 0 1 g q
GK Tisza HU-GK | 2003 - 1 1 0 0 1 0 0
GK Kapos HU-GK | 2003 - 1 1 0 0 1 0 0
GK Hargita HU-GK | 2003 - 1 1 0 0 0 0 0
Mv Garmada HU-Mv 2003 - 1 1 0 0 1 d 0
Mv Béres HU-Mv 2003 - 1 1 0 0 0 0 0
Mv Maty6 HU-Mv | 2003 - 1 1 0 0 0 0 0
Mv Mazurka HU-Mv 2003 - 1 1 0 0 0 0 0
Mv Piroska HU-Mv 2003| 2004 1 1 0 0 0 g d
Mv Toborzé HU-Mv 2003 - 1 1 0 0 0 0 0
Mv Walzer HU-Mv | 2003 - 1 1 0 0 0 0 0
Bitop AT 2004 | - 1 1 0 0 0 0 0
Bill DE 2004 - 1 1 0 0 0 0 0
MF Boglya FR 2004 - 1 1 0 0 0 0 0
KG Széphalom HU 2004 - 1 1 0 q Q
MV Taltos HU-Mv 2004 - 1 1 0 0 1 0 0
Mv Hombar HU-Mv 2004 - 1 1 0 0 0 0 0
MV Kemence HU-Mv 2004 - 1 1 0 0 0 0 0
Mv Regiment HU-Mv 2004 - 1 0
Bobino NL 2004 - 1 1 0 0 0
Cornelisus AT 2005 | - 1 1 0 0 0 0 0
GK Szala HU-GK | 2005 - 1 1 0 0
GK Békés HU-GK | 2005 - - - -
GK Csillag HU-GK 2005 - 1 1 0 0 0 0 0
GK Hunyad HU-GK | 2005 - 1 1 0 0 0 0 0
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Mv Kolo HU-Mv | 2005 | - 1| 1| o] o] o] o 0
Mv Vekni HU-Mv | 2005| - 1] 1 0

* AT=Ausztria (n=15); B=Bulgaria (n=1) CRO=Horvatmdg (n=7); CZ=Cseh
Koztarsasag (n=7); DE=Németorszag (n=3); FR=Framsig (n=13); HU=kisebb
magyar nemesihazak (n=16); HU-GK=Gabonakutatdé Nonprofit Kft.,e§ed (n=71);
HU-Mv=MTA Agrartudomanyi Kdzpont Memazdasagi Intézet, Martonvasar (n=70);
NE=Hollandia (n=2); RO=Romania (n=1); RUS=0roszag2n=3); SK=Szlovakia
(n=1); SRB=Szerbia (n=10); UA=Ukrajna (n=3), ahctam adott helyfl szarmazé
fajtdk szama

1=molekularis marker jelenléte; 0=molekularis matkiénya

11. tablazat. A Magyarorszagon 1970 és 2005 kozott regiszisalti
blazafajtak 6sszefoglalasa a molekularis markerzehasitottLr34 gén
alapjan

eredet Fajtak szama Fajtak Lr34 génnel
szama (%)

Magyarorszag-GK 71 17 (23,9)
Magyarorszag-Mv 70 14 (20,0)
Magyarorszag-egyéb 16 5 (31,8)
Magyarorszag 0sszes 157 36 (22,9)
Ausztria 15 2 (13,3
Bulgaria 1 1 (200,0
Cseh Koztarsasag 7 3 (42,8)
Franciaorszag 13 1 (7,6)
Hollandia 2 0 (0,0
Horvatorszag 7 2 (28,9)
Németorszag 3 0 (0,0)
Oroszorszag 2 1 (50,0)
Romania 1 1 (100,0
Szerbia 10 3 (30,0
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eredet Fajtak szama Fajtak Lr34 génnel
szama (%)
Szlovakia 1 1 (200,0
Ukrajna 3 0 (0,0
Kulfoldi 6sszes 65 15 (23,1)
Osszesen 222 51 (23,0)

Az Lr34 gén gyakorisaga jobban tanulmanyozhatd, ha azbkéwnt
megoszlasban vizsgaljuk az 6sszes, az adott évbemyes allami
elismeréssel rendelkébuzafajtahoz viszonyitva (27-31. abra). &84
gén megoszlasa a 222 vizsgalt buzafajtdban 11,8980§ és 57,1 %
(1971) kozott valtozott. Az altalunk vizsgalt bulajgdkban azlLr34
elészor az 1960-ban elismert orosz Bezosztaja 1 fajtgblent meg. Az
altalunk részletesen vizsgéltégkak (1970-2005) fajtai kdzil szintén az
orosz ereddétKavkaz volt (allami elismerés 1970-ben) azal/an fajta,
amelyben medfigyeltik akr34 gént. A 70-es években tovabbi34-s
fajtak jelentek meg: 4 db szegedi: GK 3, GK F2 (97GK Tiszataj
(1977) és GK Szeged (1978), 2 db martonvasari: daésari 1 (1971)
eés Martonvasari 3 (1973), valamint egy bolgéar: Bgrg (1972). Az
egyéb magyar nemeéfitazak altal elismert, a rezisztencia gént is hasdoz
6szi buzafajta 1987-ig nem volt jelen (10. tablazay Lr34 gén
eléforduldsa az 1971-1974-ig tartéogkakban volt a legmagasabb az
adott évben allami elismeréssel rendetkégjtakban (41,7-57,1 %) (28.
abra). Ardnyuk 1980-ra étmenetileg lecsokkent (itwsde két szegedi
fajtdban, a GK Tiszatdjban és GK Szegedben volh@sithato), majd
1983 és 1990 koz6tt Gjra megh(33,3-34,8 %). Miutan az élslismert,
az Lr34 gént is hordoz6 kulfoldi fajtakat visszavontak,779és 1982
kozott csak magyar nemesiidsr34 fajtakkal talalkozhatunk (31. abra).
Az Lr34 gén gyakorisagaban, 1994-tkezdbdéen az ezredforduldig
folyamatos csdkkenés figyelltetneg. Meg kell jegyezni, hogy a gént
hordozo fajtdk aranyanak csotkkenése ellenéreli@d fajtak szama
altalaban novekszik, mivel az adott évben allansingéréssel rendelkéz
fajtak szadma a megfigyelési dszak kezdete és vége kozott
megtizszereiott (27. abra). A 2005. évi adatokat értékelve
megallapithatjuk, hogy az akkor kéztermesztésbeh dlamilag elismert
fajtdk (n=105) kozul a szegedi és a martonvasgtakahordozzak a
legnagyobb széazalékban (25 %) &r34 gént. A két nemesihaz
programjdban az ezredfordul6tdl kezdve lad4 gén gyakorisaga az
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elismert fajtakban stagnal6 tendenciat mutat azleggagyar és kilfoldi
nemesités fajtdkhoz hasonldan (29-31. abra).

elismert fajtdk szama (db)

‘—0—6sszes elismert fajta (db) —#— GK fajtdk szama (db) Mv fajtak szama (db) < kulfoldi fajtak szama (db) ‘

27. dbra 1970-2005 kdz6tt az adott évben érvényes alléismeréssel
rendelked blzafajtdk szamanak alakulasa nendbgizanként
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28. abra.Az Lr34 gén megoszlasa az 1970-2005 kozott az adott
évben allami elismeréssel rendelkdxizafajtakban
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29. abra.Az Lr34 gén megoszlasa az 1970-2005 kozo6tt, az adott
évben allami elismeréssel rendel&k&zK buzafajtadkban
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30. &bra.Az Lr34 gén megoszlasa az 1970-2005 kozott, az adott

fajtakban
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31. abra.Az Lr34 gén megoszlasa az 1970-2005 kdz6tt, az adott
évben allami elismeréssel rendel&dailfoldi bluzafajtakban

A természetes levélrozsda fabttségi adatok a vizsgalt fajtak
72,1 %-anél volt hozzaférketl985 és 2003. kozott. Mivel az MgSzH
kisérletek minden évben mas-mas fajtaszortimeaté&tliaztak, ezért a
természetes levélrozsda ftemési adatokat évenként értékeltiik (1985,
1988, 1994, 1997, 1999, 2000, 2001, 2002 és 260)amoltuk az adott
év fertzési atlagét, illetve megnéztik a leggebben fetiz6dott fajta
ertéket (ferdzési maximum). Ez utObbit az értékeléskor 100 %vake
négy ferbzési csoportot alakitottunk ki: rezisztensnek \Jetdizokat a
fajtakat, amelyek a fafkési maximumhoz viszonyitva 0-25 % temést
mutattak, mérsékelten rezisztensnek, amelyek 2B,%45 mérsékelten
fogékonynak az 50,1-75 % és fogékonynak a 75,1%00ri6zést mutato
fajtdkat. Az értékelés sordn azok a fajtdk, amddgekazonositottuk az
Lr34 gén molekularis markerét a rezisztens, mérsekekersztens é€s
mérsékelten fogékony csoportokba tartoztak. A bpréalapjan két
jarvanyos év adatai szerint (1988 és 1997) valad885 és 2002 evben
szignifikans kulonbség tapasztalhato B84 gént hordozé és nem
hordozé fajték fefizottségi szazalékanak atlaga kozoétt. (12. tablazat)
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12. t4blazat. Az Lr34 gén hatékonysaga szantofoldon a rezisztencia
géneket hordozo és nem hordozé fajtakban az MgStall @ublikalt
fert6zottségi adatok szerint 1985-2003 kozott

Evek Vizsgalt fajtak Fajtak ferbzottségi
szama szazalékanak atlaga
(%)
Lr34 Lr34 Lr34 Lr34
gén génnel gén génnel

nélkul nélkl
1985 15 9 52,32 33,25*
1988 24 12 67,33 39,78*
1994 27 7 36,78 33,43
1997 40 11 48,05 28,36*
1999 48 12 35,75 28,25
2000 53 15 23,38 22,13
2001 62 16 28,87 22,79
2002 65 18 52,98 11,22*
2003 61 16 17,92 19,31
Atlag 40,38 26,50*

A *-gal jelolt években a Student-proba (P=5%) ekése utan szignifikans
kilénbség figyelhét meg az adott évben a fajtak terdttségi szdzalékanak atlaga
kozott.

Molekularis markerek segitségeével @20 gént a Partizanka, az
Mv Szigma és a Boszanova fajtdkban azonositotiulke)yaa 222 vizsgalt
fajtdhoz viszonyitva 1,3 %-0s gyakorisagot jeleht3 buzafajtdban az
Lr20 gén mind a 4 markerrel elkilénithetolt. Mig azXsts638STS és
Xwmc273SSR marker csak az emlitett harom fajtaban arkalii a
polimorf fragmentumot, addig azwmc809 és Xgwm344 repulziv
fazisban volt jelen (10. tablazat), azaz csak di f&éfiajtaban nem volt
jelen a polimorf fragmentum, a tébbiben igen.

Az Lr52 geént szintén harom fajtaban (GK Olt, GK Szalkan&iy
azonositottuk axXgwm234SSR ésXtxw200STS markerek segitségével
(10. tablazat). A GK Olt szegedi fajtaban lab2 gén mellett ad.r34
gént is kimutattuk.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Munkank soran 6t molekularis markerezési technigAPD, AFLP,
RGAP, SSR és STS) alkalmaztunk kapcsolt molekuldniarkerek
azonositasara két, Magyarorszagon kézepesen hgtékayen (r52 és
Lr20) esetében. Kisérleteinkben B’b2 génnel kapcsoltan orddé Gj
RAPD és SSR markereket, B20 génnel pedig kapcsoltan 6rékb )
SSR markereket azonositottunBar az AFLP és RGAP technika
alkalmazasakor nagy szamu primerkombinacio tesatlgégeztik el
(AFLP esetén 82 db, RGAP esetén 48 db), kapcsotkenzket nem
sikerllt azonositani ezekkel a moddszerekkel. Mukkasoran
megallapitottuk, hogy az altalunk létrehozott t@ezesi populaciokban a
kapcsolt markerek azonositasara a leghatékonyablkerkareseési
technika a kromoszdmaspecifikus SSR vbi20 gén esetén a tesztelt 48
db SSR primerl hat marker, azLr52 gén esetében a 44 db SSR
primerl®l szintén hat marker mutatott kapcsoltsagot. Az S&dkerek
hasznalata a markerre alapozott szelekcioban edysés gyors. A
kapcsolt markerek alkalmazasanak megkénnyitéséres niszikség
specidlis SCAR vagy STS markerek kialakitasara. S8R markerek
altaldban kodominans ordklégiek, ami tovabbi ényiket ndveli a tobbi
technikaval szemben a szelekcioban valo alkalmazaskiszen
segitségikkel mar a névénynemesités korai szakasza#wnosithatok a
céltulajdonsagra homozigoéta egyedek.

5.1 Az Lr20 gén molekularis markerezési eredményeinek
értékelése, kovetkeztetések

Kodominans és konnyen detektdlhatd markerek, miSiS& markerek
altalaban jobban alkamazhat6ak a markerre alapszelitkcioban, mint a
dominans markerek. Munkankban 6 db Uj, la20 génnel szorosan
kapcsolt SSR markert azonositottunk. A Neu és mf2aD2) altal
diagnosztikus STS markerként leirKsts638at szintén bevontuk
vizsgalatainkba. Megfigyeléseink alapjan a Ni2O (rezisztens) és GK
Délibdb (fogékony) fajta keresztezésévebadlitott F2 térképezési
populaciéban azonban ez a marker tavolabbra tezkdpt, mint Neu és
mtsai (2002) vizsgélataiban (4,6 cM szemben a OM-nal).

Eredményeink alatamasztjak Khan és mtsai (2008) Kiizolt adatokat,
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akik azLr20 és azXsts638genetikai tavolsagat szintén nagyobbnak (7,1
cM) mérték. Neu és mtsai (2002) az emlitett ST Skeran kivil szamos,

a rezisztencia génnel egyitt orédd RFLP és két SSR markert is
azonositottak. Ez utdbbiak(gwm282és Xgwm332 azonban tal nagy
tavolsagra (32,8 cM) térkepgdtek a rezisztencia géit Az altalunk
azonositott 6 db SSR marker kdzll 5 dlof@2240 Xgwm344 Xwmc273
Xwmc525 és Xwmc809 még az Xsts638 markernél is szorosabb
kapcsoltsagot (4,6 cM) mutatott.

Bar az SSR markerek altalaban kodominans maodonldahok,
munkankban érdekes moédon két olyan SSR markéwmc809 és
Xgwma344 is azonositottunk, amelyek dominansan, raad&gulizidkent
oroklodtek, azonban e két marker mutatta legszorosabtsktipagot (0,5
cM) azLr20 génhez. Bar a két élsulajdonsag nemesitési szempontbdl
bizonyos hétranyt jelent, adataink alapjan eddigimméz a két marker
oroklodik a legszorosabban &z20 génhez. Az altalunk térképezett 6 db
SSR markerl 3 db Xwmc2732,8 cM, Xwmc5253,3 cM ésXcfa2240
3,8 cM) 10 cM-on belll térképédott és kodominans oOrddest
mutatott, igy ezek kénnyebben hasznélhatok a MASnsaigyanakkor a
rezisztenciagett valo tavolsaguk sem tal nagy a hatékony szelekcio
munkahoz.

Neu és mtsai (2002) 12 olyan markert azonositotglgek az_r20
rezisztencia génnel kapcsoltan offikek, azonban e markerek kdzll egy
sem akadt, amely a rezisztencia gén disztalis adhaElyezkedett volna
el. Munkankban azonban sikerllt azonositani egy S®Brkert
(Xcfa2257 12,8 cM tavolsagra a rezisztencia gén disztédlalan. Ez azt
is jelenti, hogy a2.r20 gén nem a kromoszomakar legvégén helyezkedik
el, mivel a gén és a kromoszoma veége kozott mégisl (legalabb 12,8
cM) tavolség van.

Mclintosh (1977) leirta, hogy akr20 rezisztencia gén akr20-
Sr15-Pm1 génkomplexum tagja, mely géneket korabban a 7A
kromoszoma hosszu karjara térképeztek (Watson g5 1966; Sears és
Briggle, 1969). MciIntosh (1977) a harom rezisztargen kapcsoltsagéarol
megallapitotta tovabba, hogy migla20-Sri5teljesen kapcsoltan, addig
a Pml rezisztencia gén szorosan kapcsoltan, de L&20-Srl5
génkomplexil fuggetlenul 6rokbédik. A rekombinacié hianya (Neu és
mtsai, 2002) felveti a leh&tégét annak, hogy a 7AL kromoszéma e
régioja esetleg idegen fajbdl ebettanszlokaciot tartalmaz. Bar &4x20
rezisztencia géfisének Mcintosh (1995) a Thew rieVriticum aestivum
fajtat nevezte meg, ez nem zarja ki, hogy &z gén akar idegen fajbdl is
eredhet.
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5.2 Az Lr52 gén molekularis markerezésének értékelése,
kovetkeztetések

Munkdnkban 6 db SSRX¢fd2Q Xgwml133 Xgwm234 Xgwm443
Xwmcl49és Xwmc63(), 1 db STS Xtxw20Q és 1 RAPD XoprlQ
kapcsolt markert térképeztiink B’52 génhez. Az SSR markerek kozil
az Xgwm2347,2 cM tavolsagra térkép&ott a rezisztencia géilf igy a
MAS-ra j6l hasznalhat6. Hiebert és mtsai (2005) SS8fRrkerek
segitségével azonositottak dz52 gén helyét a genomban (5BS
kromoszoma). Vizsgalataikban Xgwm133at 48,1 cM-ra, aXxwmcl149

et 28,5 cM-ra és aXgwm344et 16,5 cM-ra térképezték a rezisztencia
géntl. Munkdjukban a rezisztencia génhez legktzeleltBrképezett
SSR marker tehat a¥gwma344volt, mely a rezisztencia gén proximalis
oldaldn helyezkedett el ellentétben a mi vizsgal&kal. Tovabba
vizsgalataink soran azt talaltuk, hogy térképezaspulacionkban az
Xwmcl49 marker sokkal kozelebb térkégeik az Lr52 rezisztencia
génhez, mint Hiebert és mtsai (2005) munkajabar3(EtM szemben a
28,5 cM-nal). Eredményeink alapjan aawmcl49 SSR marker is
alkalmas a markerre alapozott szelekciora.

Obert és mtsai (2005) egy irani fajtdban (P12898@y@).r gént
azonositottak. Somers és mtsai (2004) a buza 42ZndsmOmajara
térképezett SSR markerek segitségével az 5BS kmimmdsa
lokalizaltak ezt a gént, és igy lehetségesnek ttAkohogy azonos az
Lr52 génnel. Munkgjukban az Uj rezisztencia génnel wetk@s SSR
markerek mutattak kapcsoltsaggbarc215BS (47,4 cM), aXgwm443
5BS (16,7 cM), azXgwm2345BS (7,8 cM) és axgwm5445BS (41,1
cM). Eredményeinkhez hasonléan Obert és mtsai (2085az Uj
rezisztencia gén disztalis oldalara térképeztékXgamd443 markert.
Munkank soran az altaluk kapcsoltnak talalt masdb3SSR-t Xbarc21],
Xgwm234ésXgwmb44 is teszteltik, de populacionkban csak a gwm234
amplifikalt polimorf fragmentumot. A kapcsoltsagiizsgalat utan
megallapitottuk, hogy az altalunk azonositott 6 S8&ker kozul az
Xgwm?234helyezkedik el atr52 rezisztencia génhez a legkdzelebb (7,2
cM). Obert és mtsai (2005) az altaluk azonositptieaisztencia génhez
szorosan kapcsolt AFLP markert is azonositottalyeheSTS markerré
konvertaltak, ésXtxw200nak neveztek el. Miutan az SSR vizsgalatok
eredményeiben hasonlésagot talaltunk, megvizsgattxw200 STS
marker kapcsoltsagat is az altalunk l|étrehozoft populacidéban.
Eredményeink azt mutattak, hogy populaciéonkban mamdXgwm?234
mind a Xtxw200 marker a gén proximalis oldalan helyezkedik el
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ellentétben Obert és mtsai (2005) publikaciojaabl azXtxw200az Uj
rezisztencia gén disztalis oldalan taldlhat6. Eaekeredmények nyitva
hagyjak azt a kérdést, hogy az Obert és mtsai (28@&l azonositott
rezisztencia gén azonos-e az altalunk vizsgé#2 génnel vagy csak
nagyon kozel helyezkedik el hozza. Ennek tisztazagédemes lenne
elvégezni az allélikus tesztet a két gen kozott.

5.3 Markerre alapozott szelekcio ésLr gének azonositasa
molekularis markerek segitségével buzafajtakban

A markerre alapozott szelekcié soran gondot okaza Iszenzitiv, vagyis

a célgént nem tartalmaz6 recipiens 8zid az adott rezisztenciagén
markerrel azonos métetDNS fragmentumot hordoz. Ekkor az adott
marker az adott hibridkombinécidban szelekciésac@lisznavehetetlen.
Nemesitési szempontbol ezért olyan markerek tekisikhidealisnak,
amelyek a célgént nem tartalmazo fajtak egyikélen amplifikalnak a
specifikus markerrel azonos méreDNS fragmentet. A gyakorlat
szempontjabol ezért is &lyds, ha egy adott génnek tbébb markere is
rendelkezéstnkre all. A marker gyakorlatban vakalahazhatésaganak
felméréséhez ezért &b el kell végezni az adott marker validalaséat
kilonbod genetikai hattérrel rendelk&sbszi buza fajtakon is. Akr20
génhez kapcsoliXsts638 marker validalasat az altalunk keresztezési
partnerként alkalmazott buzafajtakon (GK GarabGlif, Békés, GK élet,
Jubilejnaja-50, VR95B343) mi is elvégeztik, és mfkesnak talaltuk a
rezisztencia gén azonositasara.

A gyakorlati alkalmazas szempontjabdl ugyanakkonaakerekkel
kapcsolatos eredmények laboratoriumtdél fuggetlgdllismételhebknek
kell lennitik. Blaszcyk és mtsai (2008) szamosezisztenciagén marker,
koztilk azLr20 gén Xsts638markerének validalasat is elvégezték
tobb laboratérium bevondsaval vizsgéltdk e marleenéielhaiségét,
megbizhatésagat, amelynek soran bebizonyosodottgy hgol
alkalmazhat6 a gyakorlati nemesitésben. Az altalumktott, azLr20
rezisztencia gén beépitésére torfekwisszakeresztezéses program
kezdetekor még csak a Neu és mtsai (2002) altahcsftott Xsts638
dominans orokidéedi marker allt rendelkezésiinkre, ezért a rezisztencia
gén nyomon kovetése ezzel a markerrel tortént. Baona MAS-ra a
legalkalmasabbak a kodominans ofald€i SSR markerek, amelyekkel
mar akar az F generacioban kiszhetbek a homozigota egyedek. Az
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Lr20 gén markerszelekcios munkajara a tovabbiakbant emér az
altalunk azonositott SSR markereket célsZethasznalni.

Bar azLr20 gén Magyarorszagon 6énmagaban kézepesen hatékony a
levélrozsda fefizés ellen (Vida és mtsai 2009), mégis célszar
nemesitési programokba bevonni a genetikai diaszinovelése
érdekében akar mas levélrozsda rezisztencia génektkbinalva is.

Az Lr génekhez kapcsolt molekularis markerek egyik gylakor
alkalmazasa a rezisztencia gének azonositdsa aes égyi blza
fajtakban. Ezzel a mobdszerrel a gének azonositasaant id
lerévidithet, hiszen mér csirandvénykorban elvégeihat tesztelés.
Stepien és mtsai (2003) haramgeént (r10, Lr26 ésLr37) azonositottak
molekuléaris markerek segitségével 37 eurdpai bijiaatzan. E
blazafajtak tbbbségét Winzeler és mtsai (2000) msgaltak fiatalkori
levélrozsda inokulacios modszerrel. Stepien és in{203) miutan a
sajat és az irodalmi adatokat Osszevetették, ma#zedegy esetben
taldltak eltéé eredményt a fiatalkori inokulacié és a molekulanarker
alkalmazasa kozben.

Vizsgélatainkban 222 Magyarorszagon 1970. és 20@&ott
regisztralt 6szibuza fajtdban hataroztuk meg BeB4, Lr20 és Lr52
rezisztencia géneket e génekhez szorosan kapcetdkutaris markerek
segitségével.

Az Lr34 gént a Magyarorszagon 1970-2005 kdz6tt regiszbsit
blza fajtakban a Lagudah és mtsai (2006) altat leidominans STS
(XcsLVv34 0,4 cM) marker segitségével azonositottuk. A marker
validalasat kulonbdz bazafajtak vizsgalataval mar elvégezték. Singh és
mtsai (2007) ezt a molekularis markert sikerrelabftaztak markerre
alapozott szelekciés programjukban B34 gén atvitelére fogékony
fajtdkba. Wang és mtsai (2009) szintén sikerreblataztak acsLV34
markert az Lr34 gén azonositdsara 226 martonvasari fajtaban és
nemesitési vonalban. Vizsgélataik soran 12 db dkgmelismert
martonvasari buzafajtaban mutattak ki a markem|étét: Martonvasari
3, Martonvaséril3, Martonvasari 17, Mv Emese, Mvrieada, Mv
Gorsium, Mv Laura, Mv Mambo, Mv Palma, Mv Palotd4y Taltos és
Mv Vilma. A felsorolt fajtdkban az Mv Gorsium és ki Laura (&ltalunk
nem vizsgalt) kivételével mi is azonositottuk la84 gén molekularis
markeret.

Az altalunk vizsgalt 222 fajta 23,0 %-a hordozzala24 gént,
amelyek kozul a legkorabban (1960-ban) elismerbrasz Bezosztaja 1
fajta volt (ezt a Bezosztaja 4 fajtabdl szelekial@z oroszorszagi
Krasznodarban). Az altalunk részletesen vizsgalsadk (1970-2005)
fajtdi kozul szintén a Krasznodari erddeavkaz (Lutescens314-h-
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147/Bezosztaja 1) volt (magyar allami elismerés0iB&n) az els olyan
fajta, amelyben megfigyeltik alzr34 gént. A 70-es években tovabbi
Lr34-s fajtdk jelentek meg: az 1971-ben elismert GKES3 GKF 2
(mindkett Fe Ko 33/Produttore//Bezosztaja 1 kombinacid) és a
Martonvasari 1 (Mironovskaja 808/Bezostaja 1//Béajasl), 1972-ben a
bolgar Burgasz 2 (G16/Bezosztaja 4) majd 1973-baviastonvasari 3
(Bezosztaja 1/Fefti 293), a 1977-ben elismert GK Tiszatdj (Bezosztaj
1/Fiorello) és 1978-ban a GK Szeged (Strampelliddar
Michaelles//Bezosztaja 1). A felsorolasbdl is lafhahogy a felsorolt
fajtdk mindegyikében akr34 gén a Bezosztaja 1 fajtara, vagy annak
6sére a Bezosztaja 4-re vezetheissza. Vida és mtsai (2009) szintén a
Bezosztaja 1 kiemelkédszerepét hangsulyozzédk #z34 gén hazai
elterjesztésében. Dyck és Samborsky (1982) szamwmfdjtaban
azonositotta ezt a gént szerte a vildgon. Winzégemtsai (2002) az
altaluk vizsgalt eurdpai fajtak 55 %-anal mutattak felnéttkori
rezisztenciat, amelgt feltételezték, hogy vagy dz13 vagy azL.r34 gén
vagy ezek kombinacidja okozza. Kolmer és mtsai §20Ranadai,
amerikai, ausztral, eurépai és orosz fajtédk vizstgébr megallapitottak,
hogy azLr34 gén eredete Eurépaban a Bezosztaja 1 orosz fljtana
Amerikaban pedig tilnyomoérészt a Frontana fajta esdtési partnerként
tortérd alkalmazasanak koszonBetAz XcsLV34 marker jelenlétét a
Bezosztaja 1 fajtaban mi is azonositottuk. E b(iafanagy
produktivitdsa, Kkivalé szarszilardsaga, télallosags betegség-
ellenadllésaga miatt igen népsiervolt a kulféldi és a hazai
bazatermelésben és a nemesitési programokban agyAralLr34 gén
hazai elterjedése nagyrészt a Bezosztaja 1-neloRbss. A gént a GK
Verecke fajtaban is megtalaltuk és ennek @&zukozott (GK
Pusztaszer/Bezosztaja 1) szintén szerepel a Bajadzfajta. Manninger
(1996) vizsgalataiban az Martonvasari 22 és GK fajtdkban is
feltételezte az.r34 gén jelenlétét — munkankban e két fajtaban isrike
azonositani a molekularis markert. Szintén Manmii§j@96) azonositotta
az Yrl8 sargarozsda rezisztencia gént, amelyLe82 génnel Mcintosh
(1992) és Singh (1992) szerint is szoros kapcsgiiaa 6rokbdik, az
alabbi, altalunk is vizsgalt fajtdkban: Bezosztdja Martonvasari 1,
Martonvasari 3, Martonvasari 4, Martonvasari 5, artdnvasari 7,
Martonvasari 9, Martonvasari 11, Martonvasari 1lartonvasari 14,
GK Tiszatdj, Jubilejnaja-50. Munkank soran az estthk kozul a
Bezosztaja 1, Martonvasari 1, Martonvasari 3 és Tigataj fajtakban
mutattuk ki aa_r34 génnel kapcsoltan orddé molekularis markert.

A rendelkezésinkre all6 természetes levélrozsdadzitsegi
adatok (az MgSzH Aaltal kodzolt adatok) évenkéntiékaltése utan
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megallapitottuk, hogy akr34 gént hordozo fajtak tobbsége a rezisztens
csoportba tartozik. Mivel ez a rezisztencia gén @gaban kdzepesen
hatékony (Mesterhazy és mtsai 2000), ezeért fedgbed, hogy mas
felnéttkori rezisztencidban megnyilvanuld génnel (rl3) (Singh és
mtsai 2000) vagy egy Onmagaban kodzepesen hatékanywagy
hatékonynak mondott rasszspecifikus rezisztenaimgj&kombinalva van
jelen a fajtdkban (Kolmer és Oelke 2006). Bar azdfordul6tdl kezdve

az Lr34 gén gyakorisaga stagnal a Magyarorszagon elisfagékban,
MeEgis e gén rezisztencianemesitésben valo alkatadz@sznos lehet a
fajték tartds rezisztenciajanak kialakitasa soran.

Az Lr20 génTriticum aestivumeredeti, és kapcsoltan orébdik a
Pml lisztharmat, valamint azSrl5 szarrozsda rezisztencia génekkel
(Watson és Luig 1966; Sears és Briggle 1969). Mokkan azXsts638
(Neu és mtsai 2002) és harom, altalunk azonosi&8R marker
(XwmcB809 Xgwm344 Xwmc273 segitségével azonositottuk a fajtakban
az Lr20 gént. A 222 vizsgalt fajtabdl minddssze 3 (1,3 Boydozza a
gént. Eredményeink hasonléak voltak, mint Winzedsr mtsai (2000)
valamint Singh és mtsai (2001a) altal leirtak, akik altaluk vizsgalt
eurdpai illetve angol fajtak 4 %-aban talaltak naed.r20 gént specialis
levélrozsda izolatumok segitségével.

Az Lr52 gén buzafajtakban valo gébrdulasat mindéssze néhany
fajtaban emlitik (Mcintosh és mtsai 1995). Munkaakbaz altalunk
azonositott, a génhez szorosan kapcsolt (7,2 cMR S&arkerrel
(Xgwm234 azonositottuk a rezisztencia gén jelenelétét a A2sgalt
fajtabol 2 szegedi és egy osztrdk nemegitébuzafajtaban.
Magyarorszagon Manninger (2002) és5€5(2007) is vizsgélta dz52
gén csiranévénykori és félitkori rezisztencigjat, €s megallapitottak,
hogy kdzepesen hatékony gén. BarLaZ2 gén nem gyakori, mégis a
felnéttkori rezisztencia eredmények alapjan javasolremouj fajtakba
valo beépitése mas hatékony rasszspecifikus véggttkori rezisztenciat
is okozo Lr génekkel kombinaciéban. Tekintve, hogy az alkalrtazo
markerek és az adott Lr gének kapcsoltsaga neestealpvabbi tesztek
(kortani tesztek specialis levélrozsda izolatumdbkhka szikségesek a
gének jelenlétének igazolasahoz.

A rezisztens fajtak eddig ismeretlen genetikai drétiek feltarasa
(rezisztenciagének azonositasa) valamint az eg@pszeiibbé valé MAS
alkalmazasa remélhideg rovid idn belll felgyorsitia a rezisztencia
gének céltudatos beépitését a nemesitési vonadakbpfajtakba a tartos
rezisztencia elérése érdekében.
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5.4 Uj tudoméanyos eredmények

Munkank soran az alabbi 0j eredményeket értik el:

1. Hat 0j, azLr20 génhez kapcsolt SSRX¢fa2240, 3,8 cM
Xwmce525, 3,3 cMXwmce273, 2,8 cMXwmc809, 0,5 cM
Xgwm344 0,5 ciMXcfa2257, 12,8 cMmarkert azonositottunk
es térképeztunk.

2. Sikerult azonositani egy, azr20 gén disztalis oldalan
elhelyezked SSR markertXcfa2257, 12,8 cM

3. Térképed populacionkban axsts638(0,4 cM; Neu és mtsai
2002) dominans markert jelésen tavolabbra (4,9 cM-ra)
térképeztik akr20 géntl.

4. Uj RAPD (XoprlQ 18,2 cM), STSXtxw20Q 3,6 cM) és 6 SSR
(Xgwm133 22,1 cM, Xgwm234 7,2 cM, Xgwm443 44,6 cM,
Xwmcl149 11,3 cM,Xwmc630 26,9 cM ésXcfd2Q 46,5 cM)
markert azonositottunk és térképeztink &2 génhez.

5. Az Lr52 génhez kapcsolt altalunk azonositott markerek kéz
Xtxw200 (3,6 cM) dominans oOroktlédi STS, valamint az
Xgwm234 (7,2 cM) és azxwmcl149(11,3 cM) kodominans
oroklodédi SSR kozelebb térkép&dott, mint az irodalombdl
ismertXgwm44316,5 cM; Hiebert €s mtsai 2005).

6. 1970-2005 kozo6tt Magyarorszagon elisméiszi 222 db
blzafajtakban molekuléris markerek segitségéveha@stottuk
az Lr52, Lr20 és Lr34 géneket és mértik gyakorisagukat.
Megallapitottuk, hogy mind akr52, mind azLr20 gén igen
alacsony gyakorisaggal (1,3%) fordulé.eAz Lr34 gén viszont
jelenvs mértékben elterjedt a hazdnkban termesztetkiejté
(23,0 %-0s gyakorisag).

7. A fajtak 1985 és 2003 kozott megfigyelt szantofdedimészetes
fert6zottseégi adatai alapjan megallapitottuk, hogyLe84 gént
hordoz6 fajtak tobb év  atlagaban  szignifikansan
rezisztensebbek, mint a gént nem hordozok.
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6. OSSZEFOGLALAS

Magyarorszagon azészi buza egyik legveszélyesebb betegsége a
levélrozsda Ruccinia reconditaRob. ex Desmaz. f. spritici /Erikss./,
syn.: Puccinia triticina Eriks.), amely a fajtak fogékonysagatol, valamint
a kornyezeti ténydiktol fuggéen akar 40 % feletti termésveszteséget is
okozhat. A rezisztens fajtak éélllitasa a korokozo variabilitasa miatt
komoly kihivas a névénynemeditszamara. Egy vagy tobb rezisztencia
gén egy buzafajtaba tori@meépitésének hagyomanyos maodija rendkivdil
id6- és munkaigényes folyamat. Az utébbi években jeliemolekularis
marker technikak alkalmazéasaval ez a munka jésemt egyszésithet

és lerdvidithei. A molekularis markerek gyakorlati alkalmazasanak
fontos teriilete a markerekre alapozott szelekciéaébuzafajtak és
nemesitési alapanyagok genetikai jellemzése (plondgnialag fontos
rezisztenciagének azonositasa). E munkditekétele, hogy a kivant
génekre nézve minél szorosabb kapcsoltsagban édibkimarkerek
alljanak rendelkezésinkre.

Kisérleteinkben céluliztik ki 1.) azLr20 és azLr52 levélrozsda
rezisztencia génekhez szorosan kapcsolt molekulamsrkerek
azonositasat és térképezését; 2.L.&0 gén mar ismert kapcsolt STS
markerének Xsts633 validalasat és alkalmazasat visszakeresztezéses
nemesitési programban a markerre alapozott szélskgitségével; 3.) az
Lr20, Lr52 és Lr34 gének azonositasat molekularis markerekkel a
Magyarorszagon 1970 és 2005 kozott elisrasrt buzafajtakban.

Az Lr20 gén az6szi buza 7AL kromoszomajan talalhato. A
rezisztencia génhez kapcsolt markerek térképezésghihatcher alapu
kozel izogén vonal RL6092 (Thatcher*6/Timmo; NILr20) mint
rezisztens és a GK Délibab mint fogékony &zkéresztezésével 119
egyedibl all6 F, térképezési populécidt allitottunk selOsszesen 82
Pst/Mse AFLP, 48 RGAP primerkombinacié, 1 STS és d487AL
kromoszomara specifikus SSR primer vizsgalatat xtédgeel molekularis
markerek azonositasa céljdbdl. A Neu és mtsai (R0@Ral
diagnosztikusként leirt X€%b88 (0,4 cM) markert térképezési
populaciénkban 4,6 cM tavolsagra térképeztilk. Makksoran sikerult
azonositani és térképezni 4 Uj kodominans édiddi (Xwmc273- 2,8
cM, Xwmc525- 3,3 cM, Xcfa2240- 3,8 cM,Xcfa2257—- 12,8 cM), és 2 (]
dominans orékddéegi (Xgwm344- 0,5 cM ésXxwmc809 0,5 cM) az.r20
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génhez kapcsolt SSR markert. Neu és mtsai (2002plyl&h markert
azonositottak, amelyek dominans ofiilddiek voltak és a rezisztencia
génnel kapcsoltan ordidtek, azonban e markerek kdz6tt egy sem akadt,
amely a rezisztencia gén disztélis oldalan helydete volna el.
Kisérleteink soran azonban sikerilt azonositani, egyezisztencia gén
disztalis oldalara térképédé SSR markertXcfa2257(12,8 cM). Ez azt

is jelentheti, hogy Neu és mtsai (2002) feltevésieallentétben akr20

gén nem a kromoszomakar legvégén helyezkedik el.

Irodalmi adatok alapjan aa.r52 gén az 5BS kromoszoman
helyezkedik el. A kapcsolt molekularis markerekkéfrezéséhez az
RL6107 (Thatcher*6/V336; NILLI52) rezisztens és GK Délibab
fogékony szl keresztezésével egy 267 egyéldBllé F, térképezési
populaciét hoztunk létre. A kapcsoltsag igazolagahspecifikus
levélrozsda rasszal vald mesterséges inokulacioxadeztik el a
populacié fenotipizalasat. Osszesen 280 RAPD, 43 &S8 STS primert
hasznaltunk a két szilés a Thatcher koz6tti polimorfizmus kimutatasara.
Mindossze egy RAPD (OPR10), 6 SSR (gwm133, gwm2vn443,
wmcl149, wmc630és cfd20) valamint 1 STS (txw200er amplifikalt
polimorf fragmentumot. Az F populacio 267 egyedével elvégzett
kapcsoltsagi elemzés sordn a markereket 3,6 cM6s @M kozotti
tavolsagra térképeztik akr52 géntl. A rezisztencia gén disztalis
oldaléra térképemott az Xgwm443 (44,6 cM)Xgwm133(22.1 cM),
Xgwm?234(7.2 cM) SSR és aXtxw200(3.6 cM) STS marker. A gén
proximalis oldalara axcfd20(46.5), Xwmc630(26.9 cM) ésXxwmc149
(11.3 cM) SSR valamint aZoprl0 (18,2 cM) RAPD markereket
térképeztik.

Az Lr20 génhez szorosan kapcsofists638 marker hitelesitését
végeztik el, majd alkalmaztuk az &altalunk inditefszakeresztezéses
markerre alapozott szelekciés programban. Munkardédrneényeként
rendelkezéstinkre all egy, a rezisztencia gént hmataz allapotban
hordoz6 torzs, amely a tovabbi nemesitési progréamok is
felhasznalhato.

Magyarorszagon 1975 és 2005 kozott regisztralt @22 buzafajta
valamint az 1960-ban elismert Bezosztaja 1 vizsgaleegeztik el az
Lr34, Lr20 és Lr52 gének azonositasa ceéljabol molekularis markerek
segitségével. Eredményeink alapjan megallapitokttogy mig az.r52 és
Lr20 gyakorisaga igen ritka a hazai buzaszortimentmeimdtssze 3-3
fajtaban fordultak &), addig a4.r34 gén jelenisen elterjedt (51 fajtaban
azonositottuk). A fajtdk 1985 és 2003 kozott megdly szantofoldi
természetes feizottségi adatai alapjan &z34 gént hordozo fajtak tébb
évben szignifikansan rezisztensebbek voltak, migémst nem hordozok.
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Bar azLr20 ésLr52 gén elterjedése a fajtakban nem gyakori, mégis a
variabilitas ndvelése érdekében cél§zerkét gént is bevonni mas gének
mellé a nemesitési programokba. Ae34 gén gyakorisaga ugyan az
ezredfordulétél kezdve stagnal a Magyarorszagoemait fajtadkban,
MeEgis e gén rezisztencianemesitésben valo alkatadz@sznos lehet a
fajték tartos rezisztencigjanak kialakitasa sofanezisztens fajtak eddig
ismeretlen genetikai hatterének feltarasa (rezismgének azonositasa)
valamint az egyre néps#bbé vald MAS alkalmazasa remélbiey

felgyorsitja a rezisztencia gének céltudatos bés@it a nemesitési
vonalakba és Uj fajtdkba a tartds rezisztenci@séérdekében.
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7. SUMMARY

Leaf (brown) rust caused Wuccinia triticina Erikss. is one of the most
important fungal diseases of wheat worldwide. Undavourable
conditions for pathogens, it may cause more tha% 4(eld loss in
susceptible cultivars. Breeding of resistant caltsvis very difficult for
the breeders because of the variability of pathsgerhe classical
resistance breeding of building in one or morestasice genes into one
cultivar is a very laborious and time-consuming gadure. In recent
years, DNA-based marker techniques have held euptbspect to make
the long phase of such procedures considerablyteshdrhe important
areas of the practical applications of the linkealeoular markers are the
MAS and the genetic characterization of cultivarsl dreeding lines
(identification of agronomically important resistangenes).

The objectives of this study were 1.) to identihdanap PCR based,
closely linked molecular markers for two race-sfied¢eaf rust resistance
genesLr52 andLr20; 2.) to validate and use thé&sts638marker ofLr20
in back-cross breeding program by marker assistddctson; 3.) to
identify of Lr52, Lr20 and Lr34 genes in Hungarian wheat genotypes
(registered 1970-2005) by molecular markers.

The Lr20 gene has been mapped on the chromosome 7AL of
Triticum aestivumL. A cross was made between the resistar2Q-
bearing, Thatcher-derived nearly  isogenic line RA%B0
(Thatcher*6/Timmo, NILLr20) and the susceptible cultivar GK Délibab
from Szeged, Hungary. The resulting @19 plants) population was
screened for leaf rust reaction in the seedlingestay artificial infection.

A total of 82 Pst/Mse AFLP and 48 RGAP primer conalbions, one STS
and 48 SSR markers covering the 7AL chromosome wesexl for
identifying markers associated @20 gene. No linkage was found by
AFLP and RGAP methods. In this study six SSR anel @S markers
were mapped closely linked t@320 gene. The most closely linked SSRs,
Xgwm344and Xwmc809were dominantly inherited, each with a 0.5 cM
distance and in repulsion phase to the dominar#0 gene. The
Xwmc273 Xwmc525and Xcfa2240markers were followed by the co-
dominant (in coupling phase, too, and at distamfes8, 3.3 and 3.8 cM,
respectively) inheritance and mapped to proximal paresistance gene.
In previous studies no marker was observed distally20; however, in
our experiments one of the SSR marketsfa2257was found located
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distally to theL.r20 locus at a distance of 12.8 cM. A previously ided
diagnostic dominant markexXsts638linked to 0.4 cM td_r20 (Neu et al.
2002) was also tested in this population; this mgrkowever, showed a
recombination value of 4.6 cM to20.

The Lr52 race-specific gene originated frofriticum aestivumL.
and located on chromosome 5BS. A mapping popul&tid@67 F, plants
derived from a cross between RL6107 (Thatcher*68/3RIL Lr52)
near-isogenic line as resistant and GK Délibabuaseptible parent were
screened for leaf rust reaction in the seedlingestay artificial infection
with a specific race. A total of 280 RAPD, 44 SSRI&8 STS primers
were used to test the two parents and Thatchethignset one RAPD
(OPR10), 6 SSRs (gwm133, gwm234, gwm443, wmcl149¢c6@®, and
cfd20) and one STS (txw200) generated polymorphNACfragments.
The linkage of these markers to the52 was tested using 267 F2
progenies and they were mapped in an interval 6#45.5 cM. The
position and orientation of these markers toltt&? was as follows: SSR
markersXgwmd443(44.6 cM), Xgwm133(22.1 cM), Xgwm234(7.2 cM)
and the STS markettxw200(3.6 cM) were mapped on the distal side of
Lr52, while theXcfd20(46.5¢cM),Xwmc630(26.9 cM),Xopr10(18,2 cM)
andXwmc14911.3 cM) ones were located proximal to the gene.

The Xsts638closely linked marker ofr20 gene was used in our
marker assisted selection backcross program. Malidaf a molecular
marker forLr20 in parental lines, followed by successful detectibihis
gene in backcross progenies from various cross t@tibns was carried
out. Novel selected genotypes which carry th20 gene are available,
useful as such, as well as for further breedingkwor

In this study 222 winter wheat cultivars (registetia Hungary
1970 to 2005) and the Bezosztaja 1 (registereduingidry in 1960) were
investigated using molecular markers to determihe presence or
absence and frequency of three leaf rust resistgensed.r20, Lr52 and
Lr34. The results indicated that the20 andLr52 genes are rare: they
were found only in 3 cultivars, each. The34 gene, on the other hand,
was found in 52 cultivars. In field trials (1985€8), Lr34 provided
significant resistance over many years, exceplyéas 2000. Despite the
fact that the occurrence af20 and Lr52 genes is not frequent in the
cultivars, it would be reasonable to include thiee® genes, besides other
genes, in the breeding programs to increase thetigenariability.
Although the frequency of thé&r34 gene stagnates in the registered
cultivars since the turn of the millenary, the apgtion of this gene might
be valuable in the resistance breeding to formldhg-lasting resistance
of cultivars. The detection of the up-to-now unkmogenetic background
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of the resistant cultivars (the identification @fsistance genes) and the
application of the more and more acknowledged MA&&hnique are
expected to enhance the purposeful insertion ao$tegge genes in the
lines and novel cultivars, which will establishitheng-term resistance.
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8.2 A Kkisérletekben hasznalt RAPD primerek jegyzéke és

szekvenciaja

rljer}mer Szekvencia Primer neve Szekvencia Primer neye %wencia
OPL-01 GGCATGACCT OPQ-01 GGGACGATGG OPW-01 CTCA®IICC
OPL-02 TGGGCGTCAA OPQ-02 TCTGTCGGTC OPW-02 ACCCTITRA
OPL-03 CCAGCAGCTT OPQ-03 GGTCACCTCA OPW-03 GTCCBE G
OPL-04 GACTGCACAC OPQ-04 AGTGCGCTGA OPW-04 CAGABGGA
OPL-05 ACGCAGGCAC OPQ-05 CCGCGTCTTG OPW-05 GGCABAG
OPL-06 GAGGGAAGAG OPQ-06 GAGCGCCTTG OPW-06 AGGCEATG
OPL-07 AGGCGGGAAC OPQ-07 CCCCGATGGT| OPW-07 CTGGHTA
OPL-08 AGCAGGTGGA OPQ-08 CTCCAGCGGA| OPW-08 GACTGICT
OPL-09 TGCGAGAGTC OPQ-09 GGCTAACCGA| OPW-09 GTGAGAGT
OPL-10 TGGGAGATGG OPQ-10 TGTGCCCGAA OPW-10 TCGG2ACT
OPL-11 ACGATGAGCC OPQ-11 TCTCCGCAAC OPW-11 CTGATGTG
OPL-12 GGGCGGTACT OPQ-12 AGTAGGGCACQ OPW-12 TGGGEMG
OPL-13 ACCGCCTGCT OPQ-13 GGAGTGGACA OPW-13 CACAGACA
OPL-14 GTGACAGGCT OPQ-14 GGACGCTTCA OPW-14 CTGAN&CA
OPL-15 AAGAGAGGGG OPQ-15 GGGTAACGTG OPW-15 ACACGEBAC
OPL-16 AGGTTGCAGG OPQ-16 AGTGCAGCCA| OPW-16 CAGCAICA
OPL-17 AGCCTGAGCC OPQ-17 GAAGCCCTTG OPW-17 GTCAGIT
OPL-18 ACCACCCACC OPQ-18 AGGCTGGGTG OPW-18 TTCAGGAC
OPL-19 GAGTGGTGAC OPQ-19 CCCCCTATCA OPW-19 CAAAGCTC
OPL-20 TGGTGGACCA OPQ-20 TCGCCCAGTC OPW-20 TGTG&ETA
OPM-01 GTTGGTGGCT OPR-O1 TGCGGGTCCT OPX-01 CTGBGGA
OPM-02 ACAACGCCTC OPR-02 CACAGCTGCC OPX-02 TTCCGACC
OPM-03 GGGGGATGAG OPR-0O3 ACACAGAGGG OPX-03 TGGCEETG
OPM-04 GGCGGTTGTC OPR-04 CCCGTAGCA(Q OPX-04 CCGCTGA
OPM-05 GGGAACGTGT OPR-05 GACCTAGTGG OPX-05 CCTTaCTC
OPM-06 CTGGGCAACT OPR-06 GTCTACGGCA OPX-06 ACGCGAGG
OPM-07 CCGTGACTCA OPR-07 ACTGGCCTGA OPX-07 GAGCGB&CT
OPM-08 TCTGTTCCCC OPR-0S CCCGTTGCCT| OPX-08 CAGAGGA
OPM-09 GTCTTGCGGA OPR-09 TGAGCACGAG OPX-09 GGTAITIG
OPM-10 TCTGGCGCAC OPR-10 CCATTCCCCA OPX-10 CCCIRGIG
OPM-11 GTCCACTGTG OPR-11 GTAGCCGTCT, OPX-11 GGAGTAG
OPM-12 GGGACGTTGG OPR-12 ACAGGTGCGT| OPX-12 TCGGEZCA
OPM-13 GGTGGTCAAG OPR-13 GGACGACAAG OPX-13 ACGGGEAA
OPM-14 AGGGTCGTTC OPR-14 CAGGATTCCC OPX-14 ACAGGCTTG
OPM-15 GACCTACCAC OPR-15 GGACAACGAG OPX-15 CAGABSCC
OPM-16 GTAACCAGCC OPR-16 CTCTGCGCGT OPX-16 CTCTEGG
OPM-17 TCAGTCCGGG OPR-17 CCGTACGTAG OPX-17 GACAGACC
OPM-18 CACCATCCGT OPR-18 GGCTTTGCCA OPX-18 GACTBAGGG
OPM-19 CCTTCAGGCA OPR-19 CCTCCTCATC OPX-19 TGGOBACA
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Primer

neve Szekvencia Primer nevg Szekvencia Primer neye &wencia
OPM-20 AGGTCTTGGG OPR-20 ACGGCAAGGA OPX-20 CCCACGAGA
OPN-01 CTCACGTTGG OPS-01 CTACTGCGCT| OPY-0O1 GTGQTAC
OPN-02 ACCAGGGGCA OPS-02 CCTCTGACTG OPY-02 CATGGECA
OPN-03 GGTACTCCCC OPS-03 CAGAGGTCC( OPY-03 ACAG@GCT
OPN-04 GACCGACCCA OPS-04 CACCCCCTTG OPY-04 GGCPRBCG
OPN-05 ACTGAACGCC OPS-05 TTTGGGGCCT| OPY-05 GGCT&CA
OPN-06 GAGACGCACA OPS-06 GATACCTCGG OPY-06 AAGGCACC
OPN-07 CAGCCCAGAG OPS-07 TCCGATGCTG OPY-07 AGAGETCA
OPN-08 ACCTCAGCTC OPS-08 TTCAGGGTGQ OPY-08 AGGCHECA
OPN-09 TGCCGGCTTG OPS-09 TCCTGGTCCC OPY-09 AGCBEAC
OPN-10 ACAACTGGGG OPS-10 ACCGTTCCAG OPY-10 CAAATGGG
OPN-11 TCGCCGCAAA OPS-11 AGTCGGGTG(Q OPY-11 AGACB3GG
OPN-12 CACAGACACC OPS-12 CTGGGTGAGT OPY-12 AAGCBCGA
OPN-13 AGCGTCACTC OPS-13 GTCGTTCCTG OPY-13 GGGUGGT
OPN-14 TCGTGCGGGT OPS-14 AAAGGGGTC( OPY-14 GGTAGAG
OPN-15 CAGCGACTGT OPS-15 CAGTTCACGG OPY-15 AGTCGCTT
OPN-16 AAGCGACCTG OPS-16 AGGGGGTTC(Q OPY-16 GGGEasT
OPN-17 CATTGGGGAG OPS-17 TGGGGACCA(Q OPY-17 GACGITGEA
OPN-18 GGTGAGGTCA OPS-18 CTGGCGAACT| OPY-18 GTGGKIAG
OPN-19 GTCCGTACTG OPS-19 GAGTCAGCAQ OPY-19 TGAGTEXC
OPN-20 GGTGCTCCGT OPS-20 TCTGGACGGA OPY-20 AGCG&RAA
OPO-01 GGCACGTAAG OPT-0O1 GGGCCACTCA OPZ-01 TCTGIGAC
OPO-02 ACGTAGCGTC OPT-02 GGAGAGACTC OPZ-02 CCTAGGGA
OPO-03 CTGTTGCTAC OPT-03 TCCACTCCTG OPZ-03 CAGQZ@ECA
OPO-04 AAGTCCGCTC OPT-04 CACAGAGGGA OPZ-04 AGGCI@ECT
OPO-05 CCCAGTCACT OPT-05 GGGTTTGGCA OPZ-05 TCC@ATG
OPO-06 CCACGGGAAG OPT-06 CAAGGGCAGA OPZ-06 GTGCTIEA
OPO-07 CAGCACTGAC OPT-07 GGCAGGCTGT OoPz-07 CCAGERAC
OPO-08 CCTCCAGTGT OPT-08 AACGGCGACA OPZ-08 GGGTGRA
OPO-09 TCCCACGCAA OPT-09 CACCCCTGAG OPZ-09 CACQQEIC
OPO-10 TCAGAGCGCC OPT-10 CCTTCGGAAG OPZz-10 CCGAHCC
OPO-11 GACAGGAGGT OPT-11 TTCCCCGCGA| OPz-11 CTCATACA
OPO-12 CAGTGCTGTG OPT-12 GGGTGTGTAG OPz-12 TCAAGGAC
OPO-13 GTCAGAGTCC OPT-13 AGGACTGCCA OPZ-13 GACTBACC
OPO-14 AGCATGGCTC OPT-14 AATGCCGCAG OPZ-14 TCGGBGIC
OPO-15 TGGCGTCCTT OPT-15 GGATGCCACT] OPz-15 CAGQGGCC
OPO-16 TCGGCGGTTC OPT-16 GGTGAACGCT OPz-16 TCCGQCAC
OPO-17 GGCTTATGCC OPT-17 CCAACGTCGT| OPz-17 CCTTXCT
OPO-18 CTCGCTATCC OPT-18 GATGCCAGAQC OPz-18 AGGAT&ETG
OPO-19 GGTGCACGTT OPT-19 GTCCGTATGG OPZ-19 GTGGEMA
OPO-20 ACACACGCTG OPT-20 GACCAATGCC OPZ-20 ACTTEGGG
OPP-01 GTAGCACTCC OPV-0O1 TGACGCATGG OPP-15 GGAAGKAC
OPP-02 TCGGCACGCA OPV-02 AGTCACTCCC OPP-16 CCAA®RTC
OPP-03 CTGATACGCC OPV-03 CTCCCTGCAA OPP-17 TGAGRITT
OPP-04 GTGTCTCAGG OPV-04 CCCCTCACGA OPP-18 GGCGRET
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Primer

neve Szekvencia Primer nevg Szekvencia Primer neye &wencia
OPP-05 CCCCGGTAAC OPV-05 TCCGAGAGG(G OPP-19 GGG/AHETA
OPP-06 GTGGGCTGAC OPV-06 ACGCCCAGGT OPP-20 GACBGTC
OPP-07 GTCCATGCCA OPV-07 GAAGCCAGC( OPV-15 CAGTGGGT
OPP-08 ACATCGCCCA OPV-08 GGACGGCGTT| OPV-16 ACAQCACA
OPP-09 GTGGTCCGCA OPV-09 TGTACCCGTC OPV-17 ACCGGGT
OPP-10 TCCCGCCTAC OPV-10 GGACCTGCTGQ OPV-18 TGGTEIT
OPP-11 AACGCGTCGG OPV-11 CTCGACAGAG UPV-19 GGGT&IAG
OPP-12 AAGGGCGAGT OPV-12 ACCCCCCACT OPV-20 CAGQAGTC
OPP-13 GGAGTGCCTC OPV-13 ACCCCCTGAA

OPP-14 CCAGCCGAAC OPV-14 AGATCCCGCC
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8.3 AFLP vizsgalathoz hasznalt Pstl és Msel adapterek,
preszelektiv és szelektiv primerek szekvencigja

Primerek/ Roviditett | Szekvencia
adapterek neve név (5'-tél 3’ irdnyban)
Msel adapterek GACGATGAGTCCTGAG
TACTCAGGACTCAT
MOO (szelektiv bazis GATGAGTCCTGAGTAA
nélkili primer)
Msel + 3 szelektiv Ma7 MOO + CAA
bazissal renedelkéz
primerek
M48 MO0 + CAC
M49 MO0 + CAG
M50 MO0 + CAT
M56 MO0 + CGC
M59 MO0 + CTA
M60 MO0 + CTC
M61 MO0 + CTG
M62 MOO + CTT
M64 MO0 + GAC
M65 MOO + GAG
M67 MO0 + GCA
M70 MO0 + GCT
M71 MO0 + GGA
M74 MO0 + GGT
Pstl adapterek CTCGTAGACTGCGTACATGCA
TGTACGCAGTCTAC
P00 (szelektiv bazis GACTGCGTACATGCAG
nélkali primer)
Pstl + 3 szelektiv P35 P00 + ACA
bazissal renedelkéz
primerek
P36 P00 + ACC
P37 P00 + ACG
P38 P00 + ACT
P40 P00 + AGC
P41 P00 + AGG
P80 P00 + TAC
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8.4 RGAP
szekvenciaja

vizsgalathoz

hasznalt

primerek

Primer neve | Szekvencia (5’ - 3’)

Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA
Pto kin 2 AGGGGGACCACCACGTAG
RLRR for CGCAACCACTAGAGTAAC
RLRR rev ACACTGGTCCATGAGGTT
S2 GGIGGIGTIGGIAAIACIAC
AS3 IAGIGCIAGIGGIAGICC
XLRR for CCGTTGGACAGGAAGGAG
XLRR rev CCCATAGACCGGACTGTT
NLRR for TAGGGCCTCTTGCATCGT
NLRR rev TATAAAAAGTGCCGGACT
CLRR for TTTTCGTGTTCAACGACG
CLRR rev TAACGTCTATCGACTTCT
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8.5 A buza 7A kromoszéméjanak hoszzu karjara specifikus
SSR primerek

Primer szekvenciaja

Primer szekvenciaja

Tm 5'- 3’ orientaciéban 5'- 3’ orientaciéban
Primer neve | °C forvard reverse
barc029 60| GCACGCAGGAGCACCACCACGAC GCGAGAGTAAGCAGCAEGAGGCACGAC
barc049 60| GTCCCACCAAATTAACAGCTCCTA AGGCGCAGTGCTCAEAATATTAT
barc70 60 | GCGAAAAACGATGCGACTCAAAG GCGCCATATAATTCAGECCACAAAA
barc108 60| GCGAAATGATTGGCGTTACACCTGTTG | GCGGGTCGTTTCTGGAAATTCATCTAA
barc121 60| ACTGATCAGCAATGTCAACTGAA CCGGTGTCTTTCCTABGCTATG
barc195 60| CCCACATGTCATTGGCTGTTTAA GCCCGGCCCAGAACTRTAAATG
cfa2019 60| GACGAGCTAACTGCAGACCC CTCAATCCTGATGCGGAGAT
cfa2040 60 | TTCCTGATCCCACCAAACAT TCAAATGATTTCAGGTAACCACTA
cfa2174 60| GGTCTTTGCACTGCTAGCCT ACGGCATCACAGGTTAAAGG
cfa2240 60| TGCCGCACTTATTTGTTCAC TGCAGCATGCATTTTAGCTT
cfa2257 60| CCATTATGTAAATGCTTCTGTTTGA GATACAATAGGTGCCTCCGC
cfd20 60 | TGATGGGAAGGTAATGGGAG ATCCAGTTCTCGTCCAAAGC
cfd193 60 | GCTGCCGCTACTGTCTGTC GGCACACTCACACACCACAC
gwm4 55 | GCTGATGCATATAATGCTGT CACTGTCTGTATCACTCTGCT
gwm10 60 | CGCACCATCTGTATCATTCTG! TGGTCGTACCAAAGTATACGG
gwm63 60 | TCGACCTGATCGCCCCTA CGCCCTGGGTGATGAATAGT
gwm130 60 | AGCTCTGCTTCACGAGGAAG CTCCTCTTTATATCGCGTCC
gwm233 50 [ TCAAAACATAAATGTTCATTGGA TCAACCGTGTGTAATTTTGTCC
gwm260 60 | GCCCCCTTGCACAATC CGCAGCTACAGGAGGCC
gwm332 60 | AGCCAGCAAGTCACCAAAAC AGTGCTGGAAAGAGTAGTGAGC
gwm344 60 | ATTTGAGTCTGAAGTTTGCA CAAGGAAATAGGCGGTAACT
gwm350 60 | ACCTCATCCACATGTTCTACG GCATGGATAGGACGCCC
gwm554 60 | TGCCCACAACGGAACTTG GCAACCACCAAGCACAAAGT
gwm573 50 | AAGAGATAACATGCAAGAAA TTCAAATATGTGGGAACTAC
gwm635 60 | TTCCTCACTGTAAGGGCGTT CAGCCTTAGCCTTGGCG
gwm666 60 | GCACCCACATCTTCGACC TGCTGCTGGTCTCTGTGC
wmc9 60 | AACTAGTCAAATAGTCGTGTCCG GTCAAGTCATCTGACTTAACCCG
wmcl7 60 | ACCTGCAAGAAATTAGGAACTC CTAGTGTTTCAAATATGTCGGA
wmc65 60 | TGGATGGGAAGGAGAATAAGTG ATCCAACCGGAACTACCGTCAG
wmc83 60 | TGGAGGAAACACAATGGATGCC GAGTATCGCCGACGAAAGGGAA
wmc139 60 | TGTAACTGAGGGCCATGAAT CATCGACTCACAACTAGGGT
wmc182 60 | GTATCTCACGAGCATAACACAA GAAAGTGTATGGATCATTAGGC
wmc273 60 | AGTTATGTATTCTCTCGAGCCTG GGTAACCACTAGAGTATGTCCTT
wmc422 60 | GGACTACTGAACTGGAGAGTGTG GCATTAGAATTTGGAGTTTGGAG
wmc488 60 | AAAGCACAACCAGTTATGCCAC GAACCATAGTCACATATCACGAGG
wmc525 60 | GTTTGACGTGTTTGCTGCTTAC CTACGGATAATGATTGCTGGCT
wmc596 60 | TCAGCAACAAACATGCTCGG CCCGTGTAGGCGGTAGCTCTT

wmc603

60

ACAAACGGTGACAATGCAAGGA

CGCCTCTCTCGTAAGCCTCAAC




Primer szekvenciaja Primer szekvenciaja

Tm 5'- 3’ orientaciéban 5'- 3’ orientaciéban
Primer neve | °C forvard reverse
wmc607 60 | ATATATGCCCATGAAGCTCAAG GATCGAGCTAAAGCTGAARCCA
wmc633 60 | ACACCAGCGGGGATATTTGTTAC GTGCACAAGACATGAGGTGGATT
wmc695 60 | GAGGGCACCTCGTAAGTTGG GGCAGGAGCCCCTACAAGAT
wmc790 60 | AATTAAGATAGACCGTCCATATCATCCA | CGACAACGTACGGCC
wmc809 60 | CAGGTCGTAGTTGGTACCCTGAA TGAACACGGCTGGATGTGA
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8.6 A buza 5B kromoszomajanak rovid karjara specifikus SSR
primerek

Primer szekvencigja

Primer szekvencigja

Primer neve ;I'én 5'- 3’ orientaciéban 5'- 3’ orientaciéban

forward reverse
barc4 50 GCGTGTTTGTGTCTGCGTTCTA CACCACACATGCCACCTTITT
barc21 50 GCGTCTTCCGGTTTTGTTTACTTTTC GCGTTAGGGCTAGGGGTGTG
barc32 50 TGGAGAACCTTCGCATTGTGTCATTA GCGTGAATCCGGAXCCCAATCTGTG
barc89 60 CTCCGAGGCCACCGAAGACAAGATG GGGCGCGGCACCABCTACC
barc109 50 GGCAAAAGAGAAGGCTCGGAAGAACC| CGCATCGACGTAPATCACCACAATCATTT
barc216 50 GGTGATTATTCGTGAGTTCCCTGTG TGACGACCCAATBTAGACA
barc240 50 AGAGGACGCTGAGAACTTTAGAGAA GCGATCTTTGTAAGCATGGTGAAC
cfa2070 60 TTACTGGCAAGCCAGAACTGT TCTGAACCCTTGATTTTCG
cfa2121.1 60 | TAAATGGCCATCAAGCAATG GCTTGTGAACTAATGCTCCC
cfd5 60 TGCCCTGTCCACAGTGAAG TTGCCAGTTCCAAGGAGAAT
cfd20 60 TGATGGGAAGGTAATGGGAG ATCCAGTTCTCGTCCAAAGC
cfd60 60 TGACCGGCATTCAGTATCAA TGGTCACTTTGATGAGCAGG
cfd156 60 AGCAGTGTAATAAAAGGGCG GTATTCGCACCAGAATCCGT
cfd219 60 GGCCCATCTGTCATTGACTT CAGCTTGTGTTGCTCGCTTA
Gdm146 60 ATCCTGACGGCCACCAC CAAAGCCTGCGATACATCAA
gwm 66 60 CATGACTAGCTAGGGTGTGACA CCAAAGACTGCCATCTTTA
gwme67 60 ACCACACAAACAAGGTAAGCG CAACCCTCTTAATTTTGTTGG
gwme68 60 CTCCCTAGATGGGAGAAGGG AGGCCAGAATCTGGGAATG
gwm118 50 GATGTTGCCACTTGAGCATG GATTAGTCAAATGGAACACCC
gwm133 60 | ATCTAAACAAGACGGCGGTG ATCTGTGACAACCGGTGAGA
gwm156 60 CCAACCGTGCTATTAGTCATTC CAATGCAGGCCCTCCTAA
gwm159 60 GCAGAAGCTTGTTGGTAGGC GGGCCAACACTGGAACAC
gwm191 60 AGACTGTTGTTTGCGGGC TAGCACGACAGTTGTATGCATG
gwm213 60 TGCCTGGCTCGTTCTATCTC CTAGCTTAGCACTGTCGCCC
gwm234 50 GAGTCCTGATGTGAAGCTGTTG CTCATTGGGGTGTGTACG
gwm274 50 AACTTGCAAAACTGTTCTGA TATTTGAAGCGGTTTGATTT
gwm293 55 TCGCCATCACTCGTTCAAG TACTGGTTCACATTGGTGCG
gwm335 55 CGTACTCCACTCCACACGG CGGTCCAAGTGCTACCTTTC
gwm415 55 GATCTCCCATGTCCGCC CGACAGTCGTCACTTGCCTA
gwm443 55 GGGTCTTCATCCGGAACTCT CCATGATTTATAAATTCCAC
gwm540 55 TCTCGCTGTGAAATCCTATTTC AGGCATGGATAGAGGGGC
gwm544 55 AGGATTCCAATCCTTCAAAATT TAGAATTCTTTATGGGGTTGC
wmc47 65 GAAACAGGGTTAACCATGCCAA ATGGTGCTGCCAACAACAACA
wmc73 65 TTGTGCACCGCACTTACGTCTC ACACCCGGTCTCCGATCTAG
wmc149 65 | ATGGGCGGGGGTGTAGAGTTTG ACAGACTTGGTTGGTGGBGC
wmc274 60 | AAGCAAGCAGCAAAACTATCAA GAATGAATGAATGAATCGAGGC
wmc363 60 TCTGTAACGCATAATAGAATAGCCC ATGATTGCGTTATCTCATATTTGG
wmc376 60 TCTCAACCACCGACTTGTAA ACATGTAATTGGGGACACTG
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wmc386

65

ATCACTGAAACGAAATGAGCGG

TGGTTGGCGGTTTTTCTACA

wmc616 60 TAAAGCTAGGAGATCAGAGGCG TAATCCCATCTTGAGAAGGTC
wmc630 60 | ATAATGCACGGTAGGACTGAGG CATACTGAGACAATTTGGGGT
wmc728 60 GCAGGCTCTGCATCTTCTTG CGCAGAGCTGAGCTGAAATC
wmc773 60 GAGGCTTGCATGTGCTTGA GCCAACTGCAACCGGTACTCT
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