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1. Bevezetés és célkituzések

1.1. Bevezetés

Az olajnovények soradban eldkeld helyet elfoglald napraforgd a kapas kulturak koziil
utolsoként hoditott teret a szant6foldi novénytermesztésben (Zsiros 2015). A napjainkra
jelentds gazdasagi mutatokkal bird olajnovényt a 16. szdzadi Eurdpaban és a 17. szazad
kozepén Magyarorszagon még csak disznovényként tartottak szamon (httpl).

Hazai viszonyokat tekintve a napraforgd igen meghatarozo szerepkort tolt be
szant6foldi ndvénytermesztésiinkben, az utdbbi években vetésteriilete 700 000 hektar kornyéki.
A novekedés a novény jo alkalmazkodd képességének, szarazsagtiirésének és sokoldalu
felhasznalhatosaganak kdszonhetd.

Az allomanyokban sulyos kéarokat okozhatnak a gombéis megbetegedések, ezért a
betegségekkel szembeni védelemnek fontos szerepe van a termesztés soran (Békési 2012; Ban
etal. 2016).

A napraforgd egyik legveszélyesebb betegsége a napraforgd-peronoszpora, melynek
korokozoja a Plasmopara halstedii (Farl.) Berlese et de Toni. (Zsiros 2015), mely jelentds, akar
100%-o0s terméskiesést is eldidézhet a napraforgd allomanyban (httpl, Gascuel et al. 2015).
Magyarorszagon 2010-ig a betegségnek dsszesen 6t valtozata volt ismert (Viranyi et al. 2015),
de a korokozo rendkiviili valtozékonysaga és az egyoldalll csavazoszer hasznalat miatt olyan 1j
rasszok jelentek meg (Rudolf et al. 2011; Ban et al. 2014a, c), melyek képesek voltak
megbetegiteni a korabban ellenallo novényfajtakat/hibrideket €s a mefenoxam hatdanyagu
csavazoszerrel szemben toleranciat/rezisztenciat mutattak (Viranyi és Spring 2011).

A koztermesztésben hasznalt EU listds étkezési napraforgd hibridek az qj
patotipusokkal, vagy a peronoszporaval szemben semmilyen ellenallésdggal nem rendelkeznek
(Szekrényes 2023 -szobeli). Ez, tovabba a csapadékos tavasz, a nem megfeleld vetésvaltas és
gyomszabalyozas, valamint a korokoz6 mefenoxam hatéanyaggal szembeni ellendllosdga mind

kedvez0 kornyezeti feltételnek bizonyul, és eldsegiti az 1j valtozatok orszagos szintli terjedését.

A napraforgé-peronoszpora  veszélyessége leginkabb  nagyfoki  genetikai
valtozékonysagaban rejlik (Ban et al. 2016). Az ellene vald védekezés elsé és legfontosabb
eleme a megelézés (http2).

A vetémagon egylittesen alkalmazott genetikai és kémiai védelmet a megfeleld

agrotechnikdval (csiramentes talajallapot fenntartdsa, vetésvaltds betartdsa, optimalisan
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megvalasztott vetésidd, gazdandvény gyomok irtasa) kiegészitve csokkenthetjiik a koérokozo 1j
valtozatainak kialakulasi veszélyét, mikozben segitjiilk a rezisztencia forrasok hosszutavu
megOrzését és fenntartasat (httpl, http2).

A leghatékonyabb megoldasnak azonban a fert6zést eldidézd patotipusok elleni
rezisztencianemesités tekinthetd. A modern napraforgé-nemesités célkitlizései koz¢ tartozik a
génallomany bdvitésével Uj nemesitési modszerek és technikdk alkalmazasa, molekularis
markerekre alapozott szelekcios eljarasok, hatékony és széles korti vonal- és hibridtesztelés,
fajtakisérletezés tigy, hogy szem el6tt tartjuk a még kedvezObb agrondmiai tulajdonsagokra
(szar, gyokér, tanyér), betegségekre (ezen beliil elsOsorban peronoszpora, szklerotinia és
szador), valamint a herbicid rezisztenciara val6 nemesitést.

A napraforgd-peronoszporaval szemben az ellenallésagot az un. Pl gének biztositjak a
hibridekben (Ban et al. 2016). Az 1990-es évek végén a Plasmopara. halstedii populacioban
kialakult mefenoxam rezisztencia a vetdmag eléallitokat a Pl-géneket (P16, P17, P18) tartalmazo

vonalak felhasznalasaval ellenallé hibridek eléallitasara sarkallta (Viranyi et al. 2015).

Az étkezési napraforgd eldnyos taplalkozés-élettani tulajdonsigai kovetkeztében
termesztésének jelentdsége folyamatosan n6 (Szabo et al. 2009). A kiilonb6z6 piacok eltérd
igényeket tamasztanak, igy az étkezési napraforgd nemesités kiillon trendet képvisel a
napraforgo6 piacon. A ndvény sokoldaliisagat kihasznalva, de a piaci elvarasokat szem eldtt
tartva az étkezési napraforgd nemesitésben a magas mindségre és a tobb betegséggel szembeni
rezisztenciara kell helyezni a hangstlyt (Feng et al. 2022).

Mivel a hagyomanyos védekezési modszerek mar nem voltak kielégitéek a napraforgo-
peronoszporaval szemben (Zsiros 2015), a rezisztencia gén beépitését kovetOen sajat
anyagainkat tobbféle kisérletnek és vizsgalatnak vetjiik ald, miel6tt teszthibrid keresztezésbe
vonnank Oket, kiemelt hangsulyt fektetve a napraforgd-peronoszporaval szembeni rezisztencia
vizsgalatokra.

Nemesitdi munkank célja, a kereskedelmi tevékenységilinkhdz sziikséges arualapanyag

hosszutavu biztositasa sajat, peronoszpora rezisztens étkezési napraforgo hibridekkel.



1.2. Célkitiizések

Munkahelyemen nemesitési asszisztensként az étkezési napraforgd nemesitésen beliil
az apavonalakkal foglalkozom. Nemesitési programunk egyik f6 irdnya a napraforgo-
peronoszporadval szembeni rezisztencianemesités, melyet hagyomanyos keresztezési
modszerekkel végziink.

Dolgozatomat a rezisztencia génforrasok altalunk alkalmazott vonalakba torténd
beépités €s a beépitést kovetd detektdlds moddszereirdl irtam, mellyel célunk a megfeleld
rezisztenciaval rendelkezd apavonalak (restorerek) eldallitasa és kivalogatasa a késObbi

hibridkeresztezésekhez.



2. Szakirodalmi attekintés

2.1. A napraforg6 novény

A napraforgd, tudomanyos nevén Helianthus annuus L., egynyari, egylaki, kétszikii,
lagyszari ndvény, napjaink egyik legjelentdsebb olajnovénye. Az Asteraceae csalad tagja 2n =
34 kromoszomaszammal rendelkezik. Becsiilt genommérete 3000 Mbp (Kolkman et al. 2007).

Hasznosuldsa az emberi szervezetben 98 %. Magas a fehérje- €s rosttartalma, jelentds
D- ¢és E-vitamin forras (http4, http5, http6), valamint értékes zoldtakarmany és
zoldtragyanovény is (http7).

A fajtatol figgéen a napraforgd 80-120 nap alatt éri el az érettséget, és magot termel
(http8).

Jol fejlett, mélyre hatolo f6gyokérbol, és arrdl siirlin szerteagazo oldalgyokerekbdl all
gyokérrendszere (1. abra), melynek kialakulasa fligg a talaj tipusatol, annak viz és tapanyag
ellatottsagatol. (http9). A gyokértomeg jelentds része a talaj felsé 40-70 cm-ben talalhato.

A lassu kezdeti fejlodésti kulturnovény végsd magassagat teljes viragzasban éri el, mely
elérheti a 3-4 méteres magassagot iS. Szivacsos allomanyu béllel kitoltott szara felalld, egyenes
¢s hengeres (1. abra); mely a vegetacios id6 soran megvastagszik, érés idején pedig elfasodva
megkeményedik. A szér teljes feliiletét, és a levelek szini, valamint fondki részét serteszérok
boritjak. Valtozatos leveleirdl altalanossagban az mondhato el, hogy szélesek, hosszukasak,
sziv alaktiak és szort allastiak. Utolsé levelei a szar tetején fészekpikellyé alakulnak 4t, melyek
a kiszélesedo viragzati tengelyt (vacok) veszik koriil (http8; http9).

Fészekviragzata, az igynevezett tanyér a méhek €s rovarok szdmara is vonzd, tobb szaz,
sarga szinti viragbol tevédik 6ssze. Atmérdje par cm-t8l akar 40cm-ig terjedhet. A vacokban
a rovarok csalogatasara szolgalo, elséként nyilo, meddd, nyelves virdgokat és egymas utan
nyilo, himnds csoves virdgokat talalunk (1. dbra).

A virdgzas tobb napig tart €s a tanyér sz¢€létdl a kozepe felé halad. Naponta 2-3 kor
nyilik ki egyszerre. E16sz0r a portokok érnek és nyilnak fel. (Benedek 1974; Maro6ti és Frank
1989). A viragpor a fejletlen bibe csucsa altal elzart portokcsOben gytilik dssze kiszorodas utan.
A bibeszal a bibét lassan eldre nyomja a portokcsdben, mely az 6sszegytilt viragport tolja maga
elétt, végiil kiemelkedik a portokcs6bol. A bibeszal ndvekedése a kora délelétti orakban indul
meg ¢és csak a délutani oOrakra, vagy masnap reggelre nyulik meg annyira, hogy a bibe
kiemelkedjen a portokcsObdl. A fonalas bibeszal végén 1évo két receptiv lebeny a portokcs6bol

kiemelkedve és szétnyilva lesz érett a beporzasra (Nyarady 1958; Benedek 1974). A napraforgo
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kolcsonds beporzassal rovarok Utjan termékenytil. (http9, Marshall et al. 2023).

Termése kaszattermés, mely a tanyéron helyezkedik el, és fajtatol fiiggden igen
valtozatos méretii, formaja és szini (http9; http8).
A napraforgd hossza nappalos, melegkedvelé novény. Csirazashoz 8°C-os talajhdmérséklet

/////

problémakat okoz az allomanyban, valamint kedvez a peronoszpora fertézésnek (http6; http7;
http9).

A napraforgd nem tiiri a monokulturat, ¢s mivel a legtobb betegség 6-8 vagy akar még
ennél is tobb évig ¢életképes marad a talajban 1évd ndvénymaradvanyokon, igényli, hogy minél

késobb kovesse onmagat (Békési 2012).
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1. abra: A napraforgoé novény és viragzatanak részei
(kép forrdsa: http://comeniuskft.hu/taneszkozok/napraforgo.jpg)



2.2. A napraforgd termesztés torténete €s jelentdsége

Az Eszak- Amerika nyugati részérdl szarmazo novény a 16. szazadban keriilt be és
terjedt el Europaban. A 17. szdzad kozepéig csak a fouri és gazdag polgari csaladok udvaran,
disznovényként volt megtalalhatdo (Vranceanu 1977). Magjabol étkezési célra vald olajat
elsoként Erdélyben készitettek a 18. szdzadban. A napraforg6 taji és miivelésmodbeli alakulasat
a 19. szazad kozepéig a vallas altal er6sen befolyasolt ndvénytermesztés hatarozta meg. Mivel
ez eddig hasznalt ndvényi olajok mindségét feliillmulta a napraforgdbol nyert étolaj, magjabol
az olaj kipréselése pedig egyszeriibb technikai felszereléssel és konnyebben kinyerhetd volt,
termesztése a szazad kozepétdl 1ényegesen fellendiilt Magyarorszagon (Paladi-Kovacs et al.

2001). Jelentdségét az emberi taplalkozashoz nélkiilozhetetlen olajtartalma adja (http4).

Az 1930-as évekig elagazo, késoéi és alacsony olajtartalmii napraforgod fajtakat
termesztettek (Frank 1989).

A nemesitési munka ekkor kezdédott Magyarorszagon. Eldszor szelekcid utjan
elballitott tajfajtakat (Paladi-Kovacs et al. 2001), majd nemesitett tajfajtakat termesztettek. A
’70-es években nagy olajtartalmu szovjet és magyar fajtak keriiltek kdztermesztésbe, majd egy
évtizeddel késobb a fajtakat hibridek kezdték el felvaltani (Frank 1989; Pepo 2007). Hazai
termesztésben nagy termdképességii, magas olajtartalmu kiilfo1di hibridek mellé bekeriiltek az
elsé magyar nemesitésii szegedi és iregszemcsei hibridek is (Frank 1989; Pep6 2005).

Ma a napraforgd az egyik legfontosabb szant6foldi novényliink. Jelentdségét az emberi
taplalkozashoz nélkiilozhetetlen olajtartalma adja (http4). Az olajndvények kozott
vilagviszonylatban a harmadik helyen all (Pilorgé 2020). A termesztés 2/3-a Eurdpara
Osszpontosul.

Hazankban a napraforgot a legfontosabb olajnovényként tartjuk szamon (Szabd 2023).
Itthoni vetésteriilete az 1990-es évek ota szinte duplajara nétt, az elmult tiz évben pedig tobb,
mint 10% novekedést mutat (http4). A vetésteriilet novekedése magyarazhatdo a ndvény
sokoldalu felhasznalhatdsagaval, ugyanis a napraforgd nem csak étkezési célu termesztésre
biztosit alapanyagot. Olajipari mellékterméke értékes fehérjetakarmany (http4), de
kozmetikai-, ipari-, és kdzvetett hasznositassal gyogyszeripai felhasznalasa is ismeretes (Békési
2012.).

A statisztikai jelentésekben nem mindig adjak meg kiilon az étkezési fajtak részesedését
a vetésteriilet nagysagabol, ezért nincs pontos informacionk, de a hazai vetésteriilet kb 10-15%-

an folyik étkezési és hantolasi célu termesztés (Pepd 2011).



Az étkezési fajtak a napraforgo6 termékek iranti nagyfoku kereslet miatt biztos piaci hattérrel és
kedvezd, stabil felvasarlasi arakkal rendelkeznek, ezaltal a vetésteriilete lassu, de folyamatos

novekedést mutat.

2.2.1. Napraforg¢ fajtahasznalat Magyarorszagon

Az 1930-as évekig a 17. szdzad elején még csak diszndvényként jegyzett napraforgd
elagazd, kés6i ¢és alacsony olajtartalma  fajtait termesztették  (Frank  1989).

A nemesitési munkanak koszonhetden eldszor szelekcid Utjan eldallitott tajfajtak
(http9), majd nemesitett tajfajtak keriiltek be a termesztésbe.

Az 1970-es években megjelent nagy olajtartalmu szovjet, majd magyar fajtak bo egy
¢évtizedig uraltak a hazai fajtahasznalat repertoarjat. (Pep6 2007). Az 1980-as években a fajtakat
hibridek kezdték el felvaltani (Frank 1989, Pepo6 2007).

Magyarorszagon a nagy termdéképességli, magas olajtartalmu kiilf6ldi hibridek mellé
bekertiltek az els6 magyar nemesitésii szegedi és iregszemcsei hibridek is (Frank 1989; Pepo
2005). Napjainkig mégis talnyomorészt kiilfoldi nemesitésii hibridek termesztése jellemzd

hazankban.

2.3. A napraforgo-peronoszpora

2.3.1. A korokozo felfedezése és jelentOsége

A napraforg6t tobb mint 40 kiilonb6zo betegség tdmadja. A gomba korokozok feleldsek
a napraforgd betegségeinek legnagyobb hanyadaért, melyek koziil az egész vilagon elterjedt,
jelentds karokat és akar 100%-os terméskiesést is okozd betegség a napraforgd- peronoszpdra
(Paladi-Kovacs et al. 2001; Gascuel et al. 2015).

Koérokozoja a Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. et de Toni, az Oocycota torzs
Peronosporaceae csaladjaba tartozik. Tiineteit elészor Halsted fedezte fel sédkenderen
(Eupatorium purpureum). Farlow a korokozot a Peronospora halstedii néven irta le, melyet
kés6bb modositottak és atsoroltak a Plasmopara nemzetségbe (Sackston 1981; Viranyi és
Spring 2011; Zsiros 2015). Hazankban 1949-ben jelent meg és els6 irasos emlitést Podhradszky
Janos tett rola (Podhradszky 1954).

A Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. et de Toni biotrof médon parazitalé és taplalkozo

szervezet. Célja nem a ndvény elpusztitasa, de jelentds karokat okoz hausztériumaival, mellyel
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elszivja a gazdanovényt6l a tapanyagot (Viranyi 1991; Zsiros 2015). A talajban, tovabba kitartd
jellegli oosporak segitségével akar 6-8 évig is életképes marad. Ha a vetomagtételben talalhatd
fert6zott kaszat, a korokozo a vetdmaggal igen nagy tavolsagra eljuthat.

Peronoszpora fert6zés esetén csokkent termésmennyiségre, erds fertézéskor akar teljes
allomanypusztulasra is szamithatunk (Sackston 1981).

Veszélyessége leginkabb nagyfokt genetikai valtozékonysagaban rejlik. A kezdetben
patologiailag egységesnek hitt koérokozorol az 1970-es évek bizonyosodott be a hibas
feltételezés mikor a 100-as és 300-as patotipusrdl beszamoltak. Az elkdvetkezendd években
ujabb és tjabb patotipusok megjelenését irtak le (Viranyi 1991; Gulya et al. 1996; Gulya 2007;
Rudolf et al. 2011; Ban et al. 2014a; Ban et al. 2014b). Vilagszerte 44 kiilonb6z6 Plasmopara
halstedii patotipust azonositottak (Sedlarova et al. 2016).

2.3.2. A napraforgd peronoszpora patotipusok meghatarozasa

A Plasmopara halstedii patotipusok meghatarozasa és megbetegitd képességiiknek
Osszehasonlitasa siirgetové valt az egyre intenzivebbé valo napraforgd hibrid nemesités és a
koztermesztésbe vont fajtak vetésteriiletének gyors iitem{i novekedése miatt (Zsiros 2015). A
virulencia nemzetkdzi 6sszehasonlithatosagdra egységes vizsgalati modszertan kidolgozasara
Sackston és munkatarsai (1990), valamint Gulya és munkatarsai (1991b) tettek javaslatot.

A mai napig nemzetkdzi szinten hasznalatos differencial6 teszt kidolgozasat Tourvieille
De Labrouche ¢és munkatérsai (2000), napraforgd-nemesitd intézetek €s novénypatologusok
nemzetkozi 6sszefogasanak koszonhet;jiik.

A teszt kilenc beltenyésztett vonalbol all, melyek sorrendje a teszt értékelésekor kotott
és ugynevezett tripleteket alkotnak. Ertékeléskor a fogékonysag alapjan ezek a tripletek kapnak
egy értékszamot, mely szamokat egymas mogé irva kapjuk meg a vizsgalt Plasmopara izolatum

patotipus kodszamat (Tourvieille De Labrouche et al. 2000; Zsiros 2015).

2.3.3. A napraforgd-peronoszpora gazdandvénykore és dkoldgiai igényei

Bar a Plasmopara halstedii foként a napraforgot fertdzi, megbetegedéseket irtak le
csicsoka (Helianthus tuberosus), szerbtovis (Xanthium strumarium), parlagfii (Ambrosia
artemisiifolia), rézgyom (lva xanthiifolia) és selyemmalyva (Abutilon theophrasti)
allomanyokban is (Frank és Szendré 2011; Viranyi és Spring 2011; Zsiros 2015).
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A napraforgd-peronoszpoéra csapadékigénye a legmagasabb a napraforgot timado betegségek
koziil. A kérokozo fertézéséhez a megfeleld csapadékkal és paratartalommal parosult hitvosebb
(14-19 °C) tavasz kedvez (Horvath 1995, httpl0). A csirazas és fiatalkori fejlédéskor a
korokozonak cseppfolyds vizre van sziiksége (Békési 2012), a sporulacidhoz pedig

elengedhetetlen a magas paratartalom.

2.3.4. A napraforgo-peronoszpora tiinetei

A fertdzés kialakulasanak szempontjabdl elsddleges (primer) és masodlagos
(szekunder) fertdzési formakat kiillonboztetiink meg. Az attelelt korokozo talajbol és kaszatbol
induld fertézését értjiik primer fertdzés alatt (Ban 2006). Ez a csirakorban megjelend fertdzés a
novény torpiilésével, izk6zok rovidiilésével, stirli levélallassal jar. A levél erek mentén klorozis
alakul ki, a korokozé sporangiumtartdi és sporangiumai alkotta fehér szinti bevonatot lathatunk
a levelek fonaki és egyre gyakrabban a szini részén is (2.abra). A beteg novényen folfelé allo,
torz, fejletlen kaszatokkal teli apr6 tanyér képzodik, vagy a tanyér képzédés elmarad (httpll).
Erés fert6zés esetén a névény par lombleveles allapotban elszarad, elpusztul (Zsiros 2015).

A betegség masodlagos tiineteit a sporangiumok inditjak el. Kovetkezménye a leveleken
levélerek altal hatarolt kisméretii, vildgoszold, olajfolthoz hasonlito, a termést nem befolyasolo
klorotikus foltok megjelenése a levél fonaki részén fehér bevonatot eredményezve. Ezekbdl a
foltokbol kiindulva a kdrokozo szisztemizalddhat a ndvényben €s bejuthat a képz6dé magokba
is (Spring 2009; Zsiros 2015; http11).

A masodlagos tiinet szisztemizaldddsa a fertdzott ndvényi rész 1égzonyilasain at
képzo6dott, sporangiumtartokrdl lefliz6dé ivartalan szaporitoképletek légmozgéssal, mas
novényekre, novényi  részekre  jutasaval  torténhet (Ban et al.  2017)

A korokozo a talajba visszakeriilt n0vényi maradvanyokban oosporakkal, a kaszatok

belsejében, micéliumos alakban telelve marad fenn (Zsiros 2015).
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2. abra: A napraforgo peronoszpora primer fertozési tiinetei (balrol jobbra: sporangium bevonat
csiranovényen, stirti levélallasu, torpiilt novény, sporangium bevonat a levél fonaki részén)
(sajat foto, 2022.)

2.3.5. Napraforg6-peronoszpoéra elleni védekezés

A napraforgo-peronoszpora elleni védekezeés elsd és legfontosabb eleme a megeldzés
(http2). A fert6zott novényi maradvanyok leszantasaval, csiramentes talajallapot fenntartasaval
a vetésvaltas 5-6 éves periddusanak megtartasaval, a gazdanovények (napraforgo6 arvakelések,
gyomnovények) idében vald megsemmisitésével (httpl0), az optimalis vetésidd
alkalmazasaval, a megfelel6 minGségben elvégzett fungicides csavazassal (Pecrix et al. 2018),
a tiinetek megjelenésekor kontakt és szisztemikus hatdanyagu készitmények kombinécidjanak
(http11), valamint rezisztens fajtak termesztésének (httpl5) egyiittes alkalmazasaval lehet csak
sikeres.

A koérokozoval szembeni védekezés soran elengedhetetlen az integralt szemlélet,
azonban hiaba all rendelkezésiinkre csavazoszer, ha annak hatdéanyagara az Gijabb Plasmopara
halstedii rasszok ellenallosagot mutatnak. Ezért a leghatékonyabb megoldasnak a fertézést
el6idézd patotipusok elleni rezisztencianemesités tekinthetd. A nemesitd cégek ezen oknal
fogva fektetnek kiemelt hangsulyt a napraforgd-peronoszpdra rasszok elleni rezisztencia
kialakitasara és a peronoszpora-rezisztens fajtak eldallitasara (httpll), melyhez
nélkiilozhetetlen a korokozo folyamatos monitorozasa és jellemzése.

A napraforgd-peronoszporaval szemben az ellenallésagot az un. Pl gének biztositjak a
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hibridekben (Ban et al. 2016). A betegségrezisztencia nemesitésben a diagnosztikai DNS-
markerek felbecsiilhetetlen értékii eréforrast jelentenek a rezisztencia gének beépitésében,
piramidalasaban ¢€s a beépités sikerességét igazolod vizsgalatok elvégzésében.

Az 1990-es évek végén a Plasmopara. halstedii populacioban kialakult mefenoxam
rezisztencia a vetémag elGallitokat az USDA altal kibocsatott Pl géneket (P16, PI7, PI8)
tartalmazé vonalak felhasznéaldsédval a ,,minden ismert fajjal” szemben ellenalld hibridek
eldallitasara sarkallta (Viranyi et al. 2015).

A HA-335-ben és HA-336-ban talalhato a P16 gén (Viranyi et al. 2015), mely a 2010-
es évek elején a legjelentésebb Pl gén volt a kérokozoval szembeni ellenallosag biztositasaban
(Gulyaetal. 2011; Liu et al. 2012). Magyarorszagon az allami elismerési eljarasban az adott
fajtajeloltnek ellenallonak kell lennie a 330-as, 700-as, 710-es ¢és 730-as Plasmopara
patotipussal szemben. Ezen patotipusokkal szemben az ellenallosagot a Pl6 gén biztositja
(Gilley et al. 2020). A fajtajeldlt akkor tekinthetd ellenallénak, ha a NEBIH provokacios
fertdzési tesztjén egyik patotipussal sem fertdzédik meg 10%-nal erdsebben. (httpl5).

Az RHA 340-es USDA vonal peronoszpéra elleni rezisztencidjat pedig egyetlen
dominans gén, a PI8 szabalyozza (http3), mely a 314-es, 704-es, 714-es, 734-es és 774-es
patotipusokkal szemben is ellendllosagot mutat (Gulya et al. 2011), igy védelmet biztosit az
utobbi években Magyarorszagon megjelent Uj rasszokkal (704, 714) szemben (Rudolf et al.
2011; Ban et al. 2017; Viranyi et al. 2015).

Tovabba a napraforgd hozamanak és jovedelmezOségének fenntartasa a genetikai
rezisztencian tal tovabbi, 1) védekezési lehetdségek kutatasatdl is fligg, amelyek beépithetdk a

napraforgdbetegségek elleni sikeres nemesitési stratégiakba.

2.4. Novénynemesités

2.4.1. Napraforg6 nemesités

A napraforgd a hibridnemesités szempontjabol a kukorica utdn a masodik
legjelentdsebb kultarnovény (Seiler et al. 2017).

A sokszinll gyomirtasi technoldgia €s az olajndvény sokrétii felhasznalhatosaga miatt a
napraforgopiac kiilondsen fragmentalodott, igy a napraforgd nemesitési szempontbol igazi
kihivast jelent (Bir6 2018). Mig az 1990-es években a napraforgo termesztés csak 12 szegmense

létezett a vilagon, tehat a nemesitdnek/nemesitéhaznak dsszesen 12 kiilonbozo célra (pl. eltérd
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érésidok, eltérd olajtartalom, eltérd éghajlati zonak, stb.) kellett hibrideket nemesitenie a
globalis piacra keriiléshez, addig 2020-as évek végére a piaci szegmensek haromszorosara
néttek a herbicidtolerancia elterjedésének és uralkodova valasanak koszonhetéen (Bird 2018).

A modern napraforgd nemesités célkitlizései koz¢ tartozik a génallomany bdvitésével 0j
nemesitési modszerek ¢és technikak, valamint molekuldris markerekre alapozott szelekcids
eljarasok alkalmazésa, hatékony és széles korti tesztelés, fajtakisérletezés ugy, hogy szem el6tt
tartjuk a még kedvezdbb agrondmiai tulajdonsagokra (szar, gyokér, tanyér), betegségekre (ezen
beliil elsésorban peronoszpora, szklerotinia és szador), valamint a herbicid rezisztenciara valo
nemesitést, mellyel talszarnyalhatjuk az eddigi koztermesztési eredményeket (Bird 2018).

A napraforgd olyan novény, amelynél a genetikai rezisztencia nagy szerepet jatszik a
betegségek és a parazita gyomok elleni védekezésben, a tartés termésndvekedés pedig

nagymértékben fligg a mindségi tulajdonsagokon alapulé nemesitéstdl (Pilorgé 2020).

2.4.2. Az étkezési napraforgd nemesités kihivasai

A Helianthus nemzetség sok fajbol all. A termesztett napraforgén, a Helianthus annuus L.
olajtartalma szerint olajipari és étkezési tipusra bonthatd. Az étkezési fajtdk olajtartalma
maximum 35%, fehérjetartalma pedig 25-30% (Skorié et al. 2012).

Az étkezési napraforgd termesztés jelent6sége a novény elonyos taplalkozas-élettani
tulajdonsagai kovetkeztében folyamatosan né (Szabd et al. 2009), nemesitése pedig kiilon
trendet képvisel a napraforgd piacon. A kiilonbozé piacok igényei eltéréek, az igények
kielégitéséhez pedig specifikus erdfeszitések sziikségesek a nemesités terén (Pilorgé 2020).

Olajipari fajtakkal ellentétben az étkezési fajtdknal nem az olajsav tartalom, és a minél
nagyobb termésatlag, hanem a mindségi alapanyag, az iz, a kaszat kiilleme (szine, formaja,
alakja, hossza), a héj-bél ardnya a fontos, beltartalmi értékek koziil pedig a fehérje tartalom és
aminosavak aranya.

fgy a piac elvarasai szerint, a ndvény sokoldaltisagat kihasznalva az étkezési napraforgo
nemesitésben magas mindségre és tobb betegséggel szembeni rezisztenciara kell helyezni a

hangsulyt (Feng et al. 2022).
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2.5. Az étkezési napraforgd nemesitésének torténete €s jelenlegi helyzete
munkahelyemen

Cégiink egyik alapitojanak és tulajdonosanak koszonhetden kozel 20 éve jott 1étre
nemesitési csoportunk azzal a célzattal, hogy a kereskedelmi tevékenységiinkhoz sziikséges
arualapanyagot hosszutdvon sajat étkezési  napraforgd  hibridekkel  biztositsuk.

Nemesitési projektjeink célja, hogy a zart rendszerben termeltetett korabbi hibrideknél
magasabb termoOképességii, eddig nem létezett vetdmagok jojjenek 1étre, és a részben vasarolt
vetdmag helyett az altalunk kinemesitett és eldallitott vetdémaggal fedjiikk le napraforgd
termeltetési teriiletlink 100%-at. Ezért munkankat a menedzsment altal meghatarozott
nemesitési szegmensekre €s elvardsokra fokuszaljuk.

A kezdeti nemesitési munka kiilsés partnerekkel szoros egyiittmiikodésben indult.
Miutan cégiink nemesitési csoportja 6nalléva valt, az addig résziinkre fejlesztett vonalak mellett
néhany tovabbi vonalat is megvasaroltunk. Ezen vonalak fajtafenntartdé és fajtajavitd
nemesitésére mai napig kiemelt figyelmet forditunk, hiszen ezek alkotjdk nemesitési
alapanyagaink véazat. Hazai t4jfajtdk feltételezhetd leszdrmazottaival, kiilfoldrél vasarolt
vonalakkal, vadfajokkal és kiilonb6z6 rezisztenciagén forrasokkal kiegészitve hasznaljuk fel
Oket 1j vonalak eldallitasara.

Uj vonal- és fajtaeléallitas mellett fajtafenntartassal, fajtajavitdssal, Rf-teszt és
teszthibrid keresztezésekkel, ezek kitermesztésével és megfigyelésével foglalkozunk nemesitoi
munkénk soran.

Vonalainkon a nemesités céliranyanak megfelelden single cross, back-cross €s top-Cross
keresztezéseket tovabba pedigré modszeren alapuld egyedszelekciot €és tomegszelekciot is
végziink. Sajat anyagainkat tobbféle kisérletnek és vizsgalatnak vetjiik ala, miel6tt teszthibrid
keresztezésbe vonnank 6ket, melyek koziil az egyik a napraforgd-peronoszporaval szembeni
rezisztencia vizsgalat.

Nemesitési portfolionkban a kezdetek ota kiemelt fontossagi a megtermelhetdség és
feldolgozhatosag szempontjabol kedvezd tulajdonsagokkal rendelkezd fekete, étkezési
napraforgdbmag kinemesitése. Az altalunk végzett nemesitési munka jelentdségének ¢&s
fontossaganak szerepe napjainkra, az étkezési napraforgd hibrid vetdmag beszerzésének
korlatozottsaga miatt nyert bizonyossagot; ugyanis fekete alapszinti, étkezési napraforgo hibrid
vetdmagot az utobbi években kiilfoldrdl beszerezni nem lehet. Bar igény az van ra, jelenleg

nincs ilyen a piacon.
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A fekete vetdbmag mellett jelenleg parhuzamosan fehér és csikos alapszinii, jobb
betegség ellenalloképességgel, herbicidrezisztenciaval rendelkezd étkezési  hibridek

kinemesitésén dolgozunk.

2.5.1. Etkezési napraforgd nemesitésben elért friss eredményeink

2021-ben allami elismerésben részesiilt fekete alapszinii napraforg6 hibridiink, melynek
kaszattermése, olajtermése ¢és fehérjetartalma magasan feliilmulta az étkezési fajtdk csoport
atlagat. A hatosaghoz 2019-ben jelentettiik be fajtamindsitésre ezt a 180cm magas, joO
szarszilardsagl, szarddlésre és szartorésre még a tenyészidd végén sem hajlamos, fekete
alapszinii, konvencionalis hibridiinket. A hibrid jo vizleadoképességének koszonhetben a
betakaritasahoz nincs feltétleniil sziikség allomanyszaritasra. Egységes szinnel, magas
terméspotenciallal és kivaldo héj-bél arannyal jellemezhetd, fix piaccal rendelkezd magyar
termék. JO izl napraforgd mag, melynek snack frakcioja 80% feletti.

2022-ben jelentettilk be fajtamindsitésre sziirke-csikos, konvencionalis hibridiinket.
Sziildvonalai mar 2021-ben DUS vizsgélaton vettek részt, melyen jol szerepeltek. A 2022-es
évi vizsgalaton mind a sziildvonalak, mind a hibrid megfelelt. Jelenleg a 2023-as évi vizsgalati

eredményeket varjuk és bizunk a hatdsag pozitiv eldterjesztésében.

2.6. Himsteril napraforgd nemesitési felhasznalasa

Uj vonal inditas és génbeépités soran a pollent add névény (B vonal/ restorer vonal),
melyet recipiens partnerként haszndlunk a donor pollenjének befogadasara, sterillé tehetd
gibberellinsavas hormonkezeléssel (GAs) vagy kasztralassal, igy varhatéan a kovetkezd

generacio Osszes novénye F1 lesz.

2.6.1. Gibberellinsav

A gibberellinsav (Gibberellic Acid/ GA) egy er0s aktivitasu, természetes eredetii, a
novény novekedését €s fejlodését eldsegitd; a csirdzasra, az ivarexpressziora, a termes
fejlodésre hatassal levd, a kornyezeti tényezdk kolcsonhatdsat serkentd novényndvekedés-
szabalyozd. A bioaktiv GA f6leg a ndvények pollen produktivitasara és a kocsany novekedésére
gyakorol hatast (Gupta and Chakrabarty 2013).

Egy patogén gomba, a Gibberella fujikuroi laboratoriumi elemzésekor azonositott
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vegyliletek egyikét gibberellin A-nak nevezték el. A GAsz az ebbdl azonositott gibberellinek
egyike, mely agrondmiai, kertészeti és egyéb tudomanyos célokra a leggyakrabban eléallitott

gibberellin (Gupta and Chakrabarty 2013).
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3. Vizsgalatok modszerei

3.1. Steril novény létrehozésa 1) vonal inditashoz, génbeépitéshez

3.1.1. Napraforg6 gibberellines (GA3) kezelése

3.1.1.1. GA3 oldat elkészitésének menete:

A hormon 70%-os alkoholban oldodik, ezért els6 1épésként elkészitiink egy 70%-0s
alkohol oldatot. Ehhez 100g oldat esetén 72,99 96%-os alkoholra és 27,1g desztillalt vizre van
sziikkségiink. Kovetkezd 1épésként egy letarazott méréedénybe 1-2ml 70%-0s alkohollal az
alufolia feliiletérél a méréedénybe mossuk a kimért hormont figyelve arra, hogy az teljesen
feloldédjon. A GAs3 oldatot desztillalt vizzel, g-ban mérve a kivant oldat mennyiség eléréséig

higitjuk.

3.1.1.2. A napraforgd csillagbimboé kezelése GA3 oldattal:

A GAg3 oldatot elkészitését kovetden 6sszekészitjiik a kezeléshez sziikséges eszkdzoket,
melyek a kovetkezok: gumikesztyti, fecskendd, vastag injekcios tii, vatta, folpack, ollo, novény
jelold cimke, lakkfilc.

Az oldat bomlékonysagat szem el6tt tartva a kezelésre a hajnali vagy a kora esti 6rakban
keritiink sort. Kivalasztjuk a megfeleld fejlettségii, kb 1,5cm-es csillagbimbdval rendelkezd
novényeket melyeket kezelni szeretnénk, majd ezeket a ndvény jeldlésére szolgald cimkével
latjuk el, azon a kezelést (G, mint giberrelinnel kezelt) és egyéb, a n6vény beazonositasat segitd
adatokat (pl. novény tenyészkerti elhelyezkedése) feltiintetve.

Az injekcios tiit a bimbd kdzepébe 1-2mm mélyen beszurjuk és oldatot fecskendeziink
bele ugy, hogy az oldatbdl egy csepp megjelenjen a bimb¢ feliiletén is. Ezutan az oldattal
atitatott vattapamaccsal lefedjiik a bimbot (3.4bra).

A biztos siker érdekében a kezelést tobbszor megismételjiik (Marshall et al. 2023). Az utolso
kezelést kovetd napon a folpackot €s a vattat Ovatosan eltavolitjuk a bimborol.

A GA3 eldsegiti a fejlodést, ezért a kezelés hatdsaként elsOként a novény gyors
megnyulasaval talalkozunk. A nyuldsnak indult novényt az esetleges sériilések elkertilése

érdekében kikarozzuk. Kardzaskor a ndvény szarat 2-3 ponton anyagdarabbal rogzitjik a
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novény mellé letitott fakarohoz ugy, hogy azzal lehetéleg ne okozzunk felesleges deformitast a

novekedési szakaszban. A kezelt ndvényeknél korai viragzast és pollenhidnyt varunk. A kezelés

sikerességében 100%-ig akkor lehetiink biztosak, ha elkezd6dott a viragzas.

3. dabra: Napraforgo csillaghimbo gibberellines kezelése (sajat foto, 2022)

3.1.2. A napraforg6 kasztralasa

Kasztralas soran a recipiens novény porzoit a pollen kiszorodasa elétt, az onmegporzas
megakadalyozasa végett eltavolitjuk. Kasztralast kovetden életképes pollent gytjtiink a donor
novényrdl, melyet a kasztralt novény bibéjére juttatva végezhetjiik el a megtermékenyitést. A
kasztralasi technikat a ndvény virdgzata és a viragzas modja befolyasolja (Pep6 2010).

A novény sterillé tételekor a kasztralast akar tekinthetjilk a GAs kezelés ,,B” opcidjanak
is, hiszen abban az esetben, ha a giberellinnel kezelt n6vényen a viragzas elején vessziik észre,
hogy az eljaras nem sikeriilt és poros maradt a novény, a kasztralasaval a steril novény
l1étrehozasa még lehetséges.

A kasztralashoz sziikségiink van izolalé halora, mellyel a kasztralt névény tanyérjat
elszeparalhatjuk az idegen pollentdl. Tovabba késre, csipeszre, spriccflaskara, vizre,
novényjelold cimkére és lakkfilcre. A kasztraldsra az éppen virdgzas elején 1évd novény
megfeleld, melynek még csak az els6 2-3 kore nyilik.

A kasztralast a bibeszal novekedésének kezdete eldtt a reggeli ordban végezziik. A
kasztralni kivant novényeket els6ként cimkével latjuk el, melyen a kezelésre (K, mint kasztralt)
€s a novény beazonositadsara szolgald adatokat (pl. novény tenyészkerti elhelyezkedése)
felrogzitettiik. Ezt kovetden a pikkelylevelek €s a nyelves virdgok eltavolitasat végezziik el a
tanyér szélének késsel torténd korbevagasaval. A kivalasztott ndvény tanyérjaban kinyilt

korokben taldlhatd Osszes portokot egyesével tavolitjuk el csipesszel. A tanyért a kasztralas
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utén izolalé haloval kotjiik le, hogy az idegenbeporzast elkertiljiik.

Kb 30 db megtermékenyiilt kaszat a minimum sziikségletiink ahhoz, hogy az 1j
anyaggal a kovetkezd szezonban el tudjuk kezdeni a munkat. A biztonsag kedvéért egy
apavonal esetében ehhez a tanyér felén végezziik el a kasztralast. Mivel naponta egyidejiileg 3-
5 viragkorben nyilnak a viragok (Benedek 1974; Benedek 1983), ezt a folyamatot a tanyér
nagysagatol fliggden két-harom egymast kovetdé napon megismételjiik (Marshall et al. 2023).
Egy tanyér tobb szaz virdgot tartalmaz, ezért az utolsoként elvégzett kasztralast kovetden a

tanyér kozepét késsel vagy szikével kivagva tavolitjuk el a felesleges virdgokat (4. abra).

4. abra: napraforgo apavonal kasztralasanak bemutatasa képekben (bal fent: kasztraldsra érett
noveény, jobb fent napraforgo tanyér kasztraldsa csipesszel, bal lent: napraforgo tanyér az elsé
kasztralas utan, jobb lent: kivagott kozepii, beporzasra elokészitett kasztralt napraforgofej.
(sajat foto, 2023)

A donor ndvényrdél gyijtott viragport a receptiv lebenyek szétvalasat kovetOen
mokusszOr ecset segitségével a bibére juttatva elvégezziik a beporzast. A bibe a szabalyos

beporzas és megtermékenyiilés utan masnapra visszahuzodik. (Vranceanu 1977).
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3.2. A rezisztenciagén beépités sikerességét ellendrzo vizsgalati modszerek
3.2.1. Pl gén jelenétének kimutatasa PCR vizsgalattal

3.2.1.1. Levélmintagyiijtés PCR vizsgalathoz

A rezisztenciagén PCR modszerrel torténd kimutatdsahoz levélmintara van sziikségiink.
A vizsgélat elvégzéséhez fiatal ndvényi szovetre van sziikségiink, igy a levélminta gytijtését a
napraforgo fiatal, lehetéleg 6-10 leveles allapotaban igyeksziink elvégezni. Ha valami okbdl
kifolyolag sziikségessé valik a levélminta késébbi begyiijtése, azt addig tehetjiik meg, amig a
napraforgd ujabb ¢és ujabb leveleket hoz, azaz a virdgzast megeldz6 napokig.

A levélmintagylijtés elokészitését egy lista Osszeallitdsadval kezdjiik a vizsgalando
napraforgd vonalakrol, melyet az el6z6 évi vizsgalati eredmények és a szantofoldon végzett
novénymegfigyelések fliggvényében allitunk 6ssze. A mintagyijtéshez sziikséges eszkozok:
az Osszeallitott lista, gumikesztyl, ollo, alkohol, alufélia, visszazarhat6 tasak, hiittaska,
jégakku, ndvényjelold cimke, lakkfilc.

A mintazandé ndvényeket a ndvény jeldlésére szolgaldé cimkével latjuk el, azon a
mintagyujtést és egyéb, a ndvény beazonositasat segitd adatokat feltiintetve.
A mintagy(jtést gumikesztyliben végezziik. Alkohollal fertétlenitett ollo (5. abra) segitségével
levagunk egy vagy két kisebb, fiatal levelet az adott ndvény felsd levélemeletérdl (6. dbra). A
levélmintat alufélidba csomagoljuk és rairjuk a ndvény azonositdjat. Ezutan az alufoliaba
csomagolt leveleket egy olyan visszazarhat6 tasakba helyezziik, melyen feltiintettiik a
mintagyljtés datumat, és azt, hogy mely rezisztenciagén detektalasara gyiijtottiik a mintat. A
mintdkat a szant6foldon minden esetben jégakkuval ellatott hiitdtaskaba gytjtjiik és minél

hamarabb beszallitjuk a laboratoriumunkba, ahol -20 °C-on tartjuk a vizsgalatok elvégzéséig.

Ll
J o

tlenités ket egymdst koveto
(sajat foto, 2023)

5. dbra: Alkoholos eszkédz fertd
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6. abra: Levélmintak begyiijtése a felcimkézett névényekrol (sajat foto, 2023)

3.2.1.2. DNS kivonasa névénybdl modositott CTAB modszerrel

Novényenként 1 gramm mintdra van sziikségiink, melyet analitikai mérlegre helyezett
alufoliara mériink ki steril szikepenge segitségével. Az alufoliat és a pengét novényenként
cseréljiik a kontaminécio elkertilésére. A kimért mintat izolalé zacskoba helyezziik.

2%-0s CTAB (http13) (8 pH) pufferbdl vizsgalandé mintaként 7 ml-t laboriivegbe
mériink, melyhez 0,2%-0s toménységben merkaptoetanolt adunk és jol elkeverjiik.
Az elegybdl minden mintdhoz 7ml-t adva a pufferben elhomogenizaljuk a ndvényi mintat
milanyag kalapécs €és kézi homogenizald segitségével, majd a novénybdl 700 pl ndvényi
nedvet eppendorf csébe helyeziink és szaraz blokktermosztatban 60°C-on inkubaljuk 20
percig.

Inkubalast kovetden a névényi nedvhez 700 pl kloroformot adva 1 percig rdzogatjuk,
majd 10 percig 10000 rpm-en centrifugaljuk. 1,5 ml-es steril eppendorf csébe a feltiszobol
500 pl leszivunk, melyet 500 pl izopropanollal 1 percig razogatunk. A cséveket ismét 10
percig 10000 rpm-en centrifugaljuk. A csdvekben csak a novényi DNS-t tartalmazo pellet
marad a folyadék ledntése utan.

A csoveket fejjel lefelé forditva jo nedvszivo képességii papiron 1 percig szaritjuk, majd
Iml 70%-os etanollal 5percig 10000 rpm-en centrifugaljuk. Az el6z6 folyamatot
megismételve a folyadékot ismét ledntjiik és a csoveket fejjel lefelél percig szaritjuk. A
maradék etanolt a csdvek centrifugalasa utan pipettaval szivjuk le.

A csoveket nyitott allapotban, szobahdmérsékleten 1-1,5 6rdig szaritjuk. Ha a pelletek

kiszaradtak, a csovekbe 100 ul TE puffert (1.1. melléklet) tesziink és vortex-el felkeverjiik,
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majd 60°C-on 5-10 percre termosztatban inkubaljuk. A pelletek feloldodasa utan vortex-el

elkeverjlik a pufferben és -20 °C-on taroljuk.
3.2.1.3. PI6 gén kimutatasa novényi DNS-b6l

A PI6 rezisztenciagén ellenbrzésére alkalmazott detektalasi modszertant a Genlogs
Biodiagnosztikai Kft. dolgozta ki cégiink részére. A felek kdlcsondsen alairt tizleti titoktartasi

nyilatkozata miatt a modszertan alabb csak az iizleti titoktartds megszegése nélkiil kozolt.

A -20 °C-on tarolt TE-ben feloldott DNS-t kiolvasztjuk. A vizsgalandé mintak mellett
a PCR vizsgalathoz sziikségiink lesz egy negativ és pozitiv kontroll, valamint egy DNS-t nem
tartalmazo minta (master mix) hasznalatara is.

A PCR-hez Master mix-et készitiink egy 1,5 vagy 2 ml-es eppendorf csébe. 1 mintahoz
15,3 pl H20, 5 pl green buffer, 2 pl MgCI2(25 mM), 0,5 ul dNTP mix (100 mM), 0,5-0,5 ul a
forward ¢és reverse primerb6l (10uM), végiil 0,2 pl Taq polimeraz 5 U/ul enzim sziikséges.

A master mixet Osszerazzuk és 0,2ml-es PCR cs6vekbe mériink ki beldle
pipettaval mintanként 24 pl-t. A DNS-t nem tartalmazo kontroll minta kivételével minden cs6be
1 ul TE-ben oldott DNS-t (20 ng/ ul) adunk és a csoveket lezarjuk. A PCR-csovek bekertilnek
a PCR-késziilékbe az alabbi, primernek megfeleld programra (2.1.melléklet): 90°C 3perc, majd
33 ciklusban ismételve 94°C 10 mp, 60°C 30 mp, 72°C 90 mp, végiil 72°C Sperc.

A keletkezett PCR termékekbdl 10 pl-t futtatunk meg mintanként 1,5%-0s agaroz
gélben 1x TAE futtaté pufferben (1.2. melléklet), vizszintes gélfuttatoban 80V-on, 70 percig.
A futtatasnal 1 KB DNS markert (Bench Top, product Nr.: D0428, 1kb DNA ladder) kell
alkalmazni. Végiil géldokumentacios rendszerben (Alphalmager Mini from ProteinSimple)

megnézziik és lefotozzuk a gélt.

3.2.1.4. PI8gén gén kimutatasa névényi DNS-bol

A lefagyasztott mintakat jégbe hiitve szallitjuk a MATE Budai Campusara, ahol a Genetika
és Novénynemesités Tanszék laboratoriumaban végzik el a PIS rezisztencia gén kimutatasara
iranyuld PCR vizsgalatot (PCR vizsgalat leirdsa) és a PCR sikerességének ellendrzése agaroz
gélelektroforézissel torténik.

A PI6 gén detektalasi modszeréhez hasonlitva csak a primerek (2.2. melléklet) és a
program tér el ebben az esetben.

PCR-mix dsszetétele: 2 pl Templat DNS, 15,2 pl Steril viz (MQ), 2,5 ul 10 X PCR-
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puffer, 2,5 ul MgC12 (25 mM), 1 ul Reverse primer (10uM), 1 ul Forward primer (10uM), 0,5
pl ANTP mix (100 mM), 0,3 pl Tag-polimerdz (5 U/pul).

PCR program: 95°C 3perc, 35 ciklusban ismételve: 94°C 1lperc, 50°C 1perc, 72°C
Iperc, végil 72°C 5perc.

A rezisztenciaval ¢és fogékonysaggal kapcsolat allélok kozti kiilonbség agardz
gélelektroforézissel nem kimutathatd, ezért a nagyobb felbontést biztositd fragmentumhossz-
analizis haszndlata is indokolt.

A vizsgalti eredmények a céggel megallapodott iddtartamon beliil elektronikusan

érkeznek meg, melyeket a Peak Scanner Software v1.0 segitségével értékelnek Ki.

3.2.2. Napraforgd-peronoszpora ellenallosag felmérésre irdnyuld provokacios
kisérlet

Provokacios kisérletet végziink a Pl6 rezisztencia gén PCR vizsgélata soran nem
egyértelmiien pozitiv eredményt mutatd apa novényeken, mely segit eldonteni, hogy az adott
apajelolt egyéb tulajdonsagait figyelembe véve, hogyan folytassuk vele a jovobeli munkat,
tovabba segit meghatarozni a kovetkez6 évi génbeépitések soran alkalmazandé PI6 donorok
korét.

A provokacios kisérletben a vizsgalt vonalak eredményeit majd egy fogékony (iregi
sziirke csikos vagy HA- 89) és egy rezisztens (HA-335) kontroll minta eredményeihez

viszonyitva értékeljiik. Egy mintat egyidejiileg két ismétlésben vizsgalunk.

3.2.2.1. Napraforgo peronoszporaval fertdzott ndvény részek gylijtése és tarolasa

A provokacids peronoszpodra teszthez sziikséges fertdzott novényi mintdk gytlijtését

termeltetési kollégaink és termeldink segitségével végezziik.

A fertézott ndvényi részek begylijtésénél feljegyezziik a gytijté nevét, a gyljtés helyét,
datumat és amennyiben ismert a fajtat is, melyrdl a mintat szedtiik. Ezeknek az informacioknak
a késObbi beazonositds, esetleges rasszmeghatarozéasra iranyuld vizsgalatok esetén van
kiemelkedd jelentdsége. A provokacios vizsgalatok elvégzéséhez szennyezddésmentes
fert6zott novényi részekre van sziikség, ezért csak olyan levél gytijthetd be, mely nem foldes.
Tobb novény egyidejii begyiijtése esetén minden novényt kiillon mintaként kezeliink, igy

begylijtése is kiilon torténik. A begylijtott mintat papirba csomagolva és a begyljtésre
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vonatkoz6 adatokkal felcimkézve helyezziik hiitétaskaba és a lehetd legrovideb idon beliil

beszallitjuk a laborba.
3.2.2.2. Laboratoriumi teenddk a fertézott novényi részekkel

A laborba érkezett mintakat a gytijtési adatok és a minta szennyezddésmentességének
leellendrzésével kezdjlik, majd az adatokat direkt erre a célra fenntartott jegyzetbe rogzitjiik.

A mintak szamanak megfeleld mennyiségli Petri csészét készitiink eld, melyekre a minta
egyedi sorszamat és a gytlijtés datumat fogjuk felirni.

Az egyes levelekrdl lefertétlenitett olloval eltavolitjuk a nem fert6zott részeket (levélér,
levélnyél, levélszEl), és a fertdzott levelet kisebb darabokra vagva Petri-csészébe helyezziik
(7.abra), befbttes gumival atkotjiik és ultra mélyhiitébe helyezziik, ahol a mintak -70°C-on

évekig eltarolhatoak.

7. abra: Ultrafagyasztoban valo taroldasra el6készitett peronoszporas levélmintak (sajat foto,
2020.)

3.2.2.3. Provokacios kisérlet beallitasa

A vizsgalando vonalakbol ismétlésenként 5-10 db kaszatot teszteliink (a felhasznalt
kaszatmennyiség a rendelkezésre alld Osszes kaszat mennyiségétol fiigg).

A kaszatokon néhany percig 15%-os hipooldatban &4ztatdssal, majd a hiposzag
eltlinéséig folyd csapviz alatt torténd dtmosassal feliileti fertétlenitést végziink. Ezt kdvetden a
kaszatokat nedves szlir6papirba csavarva 12 oras megvilagitas mellett 24°C-on 2-3 napig
csiraztatjuk. A csirandvényeket vonalanként felcimkézett Petri csészébe helyezziik a fert6zo

oldat elkészitéséig.
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A fert6z06 oldat elkészitéséhez a korabban gytijtétt, -70°C-on tarolt fertézott levelekbol
néhanyat fozOpoharba helyeziink ¢és desztillalt vizben egy ecset segitségével lemossuk
feliiletiikr6l a sporangiumokat. Biirker kamra segitségével a sporangium szuszpenziot 48 000
db sporangium /ml stirtiségilire beallitva végezziik el a fertézést a WSI- modszert (Viranyi 1977)
alkalmazva. A Petri csészébe helyezett kaszatokat felontjiik a szuszpenzidval gy, hogy a
kaszatok Usszanak a Csészében és 16°C-ra, sotétbe, néhany oOrdra termosztatba helyezziik.

A csiranovényeket masnap tiszta, viragfolddel toltott cserepekbe iltetjiik és
véletlenszerli elrendezésben a ndvényneveld polcra helyezziik, ahol 12-14 6ras megvilagitas

mellett 20-22°C-on neveljiik 6ket hét napig (8. abra).

A hetedik napon a vilagitast lekapcsoljuk, a hémérsékletet 16-17 °C-ra mérsékeljiik, €s a

cserepeket zsakba huzzuk, melyekbe eldzetesen desztillalt vizet spriccelve megteremtjiik a

8. dbra: novénycserepek véletlenszerii elrendezésben a novényneveld polcon (sajat foto, 2022)

fertézéséhez sziikséges mikroklimat (9. abra). A nyolcadik napon értékeljiik a szikleveleken
megjelend  sporulacidt a negativ és pozitiv  kontroll mintdhoz  viszonyitva.

Az értékelést kovetden a ndvényeket 12-14 6rds megvilagitas mellett, 20-22°C-on tartva
tovabb neveljiik az elsé lomblevelek megjelenéséig, hogy a kialakuldé masodlagos fert6zési

tuneteket is értékelhessuk.
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9. dbra: snorulaltatas céliabol zsakba huzott novénvek (saiat foto. 2022)

A provokacids kisérletben alkalmazott tdménységi, hOmérsékleti és megvilagitasi
adatokat az adott laborkoriilményekhez szakirodalmi forrasokra alapozva és korabbi
napraforgd- peronoszporaval kapcsolatos tanulmdnyaimra, kisérleteimre tamaszkodva

adoptaltam.
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4. Eredmények és értékelésiik

4.1. Uj vonal inditasok és génbeépitések sikerességének értékelése gibberellin
¢s kasztralas alkalmazdsanak tiikrében

A napraforg6-peronoszpoéraval szembeni rezisztencia nemesitésre a 2020-as évtol
kiemelt hangsulyt fektetiink, ezért ahogy a késdbbiekben a rezisztenciagén vizsgalatoknal, tgy
az 0j vonal inditasok és génbeépitések sikerességének értékeléséhez is az elmult 4 év adatait

vettem alapul. (1. tablazat).

1. tablazat: GA3 oldattal és kasztraldassal kezelt novényekbdl torténd ujvonal inditasok és

génbeépitések eredmenyessége 2020-2023 kozott

Kezelt Megporzott Nem
Kezelés | Kezelés | névények névények Termékenyiilt novények szima | termékenyiilt
éve tipusa szama . (db) novények
(db) | sz4ma (db) szama (db)
novényszam, novényszam,
ahol a kaszatok | ahol a kaszatok
szama nem éri | szama eléri a
el a kivant kivant
minimum minimum
mennyiséget mennyiséget
GA3
2020 oldat 80 74 47 34 (42,5%) 27
GA3
2021 oldat 167 157 104 73 (43,71%) 53
GA3
2022 oldat 98 91 57 37 (37,75%) 34
2023 | Kasztralas 108 105 86 75 (69,44%) 19

Mint lathat6 az 1. tablazatban a 2020-2022-es években apavonalak esetében csak GAs3
oldattal dolgoztunk. Az ezt megel6z6 években volt példa csak kasztralassal, valamint GA3
oldattal ¢és kasztralassal torténd génbeépitésre is, melyek sikeresége alacsony szamokat
mutatott. A GAs kezelések eredményeként kapott alacsony termékenytilési szazalékok nem
voltak kielégitéek, ¢és magukkal vontak, hogy a sikertelennek bizonyult vonal
inditasokat/génbeépitéseket a kdvetkezd szezonban ujra kellett kezdeni, mely plusz munkéhoz
vezetett. Ezen okbol kifolydlag nemesitonk dontése alapjan a 2023-as évben az apavonalak
esetében csak kasztralassal dolgoztunk.

Az 1. tablazatban feltiintetett eredmények alapjan megéllapithatd, hogy a kasztralas

modszere eredményesebb, és a kivanatos, novényenkénti minimum kaszat mennyiség a kasztalt
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novények szamahoz viszonyitva 70%-os eredményességet adott. Ez a tobbi vizsgalati évben
40% koriili volt.

Evekig kétféle, 100 ppm-es és 300 ppm-es GAs oldatot is hasznaltunk. A 100 ppm-es
GAzs oldat esetében azt tapasztaltuk, hogy egymast kdvetd ismételt kezelés hatasara is tObbszor
adott pollent a kezelt n6vény, ezért ezt a koncentraciot 2020-ban hasznaltuk utoljara. 2021-t61
marcsak 300 ppm-es GAz oldattal (30mg GA3/100g oldat) dolgozunk.

A gibberellines kezelések eredményei javultak a 100 ppm-es GAsz oldatot elhagyasat
kovetden, ugyanis 2021-t61 nem tapasztaltuk egy esetben sem, hogy a kezelt névény pollent
adott. Azonban az eredmények %-os megoszlasa azt mutatja, hogy a gibberellin kezelések
mindharom évben hasonlé megoszlasban eredményezték a nem megfeleld mennyiségi
kaszatos és 0 kaszatos tanyérok eléfordulasat.

A két kezelés parhuzamos alkalmazasanak nagyobb volumenti kiprobalasat a kovetkezd
szezonban kivanjuk tesztelni. Mindkét technika alkalmazéisa fegyelmet, tiirelmet €s rutint
kovetel, de az egy ndvényre vetitett raforditasi idében nincs kiillonbség.

A kasztralas elénye, hogy igény szerint, a szezonkdzi megfigyelések és feljegyzések
alapjan, akar kozvetlentil viragzas eldtt 4llo vonalak esetén is donthetiink a génbeépitésre valo
kivalasztasrdl és a technikat alkalmazva még az adott szezonban, egy évet sporolva kezdhet;jiik
a munkat a vonallal. A giberellin kezeléssel szemben mutatott eredményessége is elényként
jegyezhetd.  Hatranya alkalmazhatosdganak szlik 1d6 intervalluma, hiszen csak virdgzaskor,
a tenyészkerti munkacsucs ideje alatt végezhetd. Ez mas, szintén fontos napi feladatokt6l von
el 1d6t (pl. pontos virdgzasi idOk feljegyzése, optimalis idében elvégzett porszedések és
keresztezések kivitelezése), melyek idébeni cstszast eredményeznek.

A qgibberellin elénye, hogy mar csillagbimbos allapotban tudjuk alkalmazni, a
tenyészkerti munkacsicsot megelézéen. Ebben a fenofdzisban a lazabb iddbeosztas
eredményeképpen tobb id6t tudunk forditani a gibberellin kezelt névények mennyiségének
eldallitasara, melyek a hormon hatdsara hamarabb virdgoznak; igy a késObbiek folyamén, ha
szlikségesnek itéljiik, a megfeleld mennyiségli kaszat elérésének érdekében az adott vonalbol
tovabbi ndvények kivalasztasaval és kasztralasaval kiegészithetjiik a keresztezendé novények
korét. Hatranya, hogy a tapasztaltok alapjan kevesebb kaszatmennyiséggel kell szamoljunk
ndvényenként, valamint, hogy a ndvekedés szabalyozo hatdsara a megnytlt ndvény szara joval
sériilékenyebb lesz. Az injekcios tiivel kezelt kisméretli csillagbimbon nagyobb sériiléseket
okozhatunk a ndvénynek, melynek kovetkeztében a tanyérkezdemény letorhet, illetve
gyakrabban fordul el6 tanyérdeformitas.

Béar a kasztraldas a kaszat mennyiséget tekintve jobb eredményekkel szolgalt, a
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gibberellin hasznalataval egyiitt tartjuk hatékonynak. Ennek oka, hogy a kétféle kezelés kiilon
idépontban végezhetd, mely megkonnyiti az eldiranyzott nemesitési munka egy szezonon beliili

részaranyos elosztasat és elvégzését.

4.2. A rezisztenciagén beépités sikerességét ellendrzd vizsgalatok
eredményei

A napraforgo-peronoszporaval szembeni rezisztencia gén atvitel sikerességének
értékeléséhez az elmult 3 év eredmény adatait (a 2023-ban gyiijtott mintak tesztelése még csak
oktober végén kezdddnek) vettem alapul, ugyanis 2020-t61 nemesitési portfolionkban

hangstlyos szerepet kapott a korokozoval szembeni védelemre valé nemesités.

4.2.1. Pl6 és PI8 rezisztencia gén detektalasara elvégzett PCR
vizsgalatok eredménye

A napraforgd-peronoszpéra rezisztencia gének meglétére F2 generaciotol végziink
vizsgalatokat. Az alabb targyalt harom évben 6sszesen 3367 étkezési apa novény levélmintajan
végeztiink PCR vizsgalatot, ez évente megkozelitdleg 1000 megvizsgalt novényt jelent.

A legnagyobb mennyiségii levélmintat az F2 generacioban 1év6 anyagokbol szedtiik
(10. és 11. abra), majd a generacid novekedésével a gyiijtott mintaszam folyamatosan csokken,
F5 generaciotdl oOsszesen csak kettd, ugynevezett referencia levélmintat vesziink.

A F5 generéciotol a vonalat homogénnek tekintjiik a novényallomany magassaga,
habitusa, a kaszatok mérete és szine, valamint beltartalmi tulajdonsagainak egyez4sége alapjan.
A homogén allomanyokbol gytijtott referencia minta vizsgalati eredménye biztositja, hogy a
génbeépitésre kijelolt vonalakhoz a kivanatos rezisztencia tulajdonsagokkal rendelkezd

donorokat valasszuk ki.
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2022 2023
499% 1,78%

24,83%

17,72%

12.23% 20,64%

Jelmagyarazat: sr2 w3 FA mEs 6 mE7 F3 mFo F10  mF11
10. &bra: PI6 rezisztencia gén vizsgdlatra gyiijtott névénymintdk generdcionkénti

megoszlasban 2020-2023 kozott

2022 2023
2,06%  0,99% 52%  24,64%

32,51%

20,04%
20,56%

24,64% 18,02%

Jelmagyaréazat: . F2 F3 F4 mF5 F6 mF7 F8

11. abra: PIS rezisztencia gén vizsgalatra gyiijtott névénymintak generacionkénti megoszlasban 2020-
2023 kozott
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A tablazatokban (2. és 3.tdblazat) az évenkénti valtakozo mintaszam a generacionként

eltérd mennyiségli begylijtott minta és az el6zd évi eredményekre alapozott szelekcid

eredménye.

2. tablazat: Pl6 rezisztencia gén ellendrzésére gyuijtott mintak szama és a PCR vizsgalatok dsszesitett
eredmeénye éves lebontasban

Vizsgalat Vizsgalt novények Pl6- Pl6+ Kérdéses PI6+
éve szama eredmény eredmény eredmény
2020 764 294 (36,95%) | 423 (55,37%) 47 (6,15%)
2021 1226 218 (17,78%) | 790 (64,43%) 218 (17,78%)
2022 817 391 (47,86) 396 (48,47%) 30 (3,67%)

3. tablazat: PIS rezisztencia gén ellendrzésére gyiijtott mintak szama és a PCR vizsgalatok dsszesitett
eredménye éves lebontasban

Vizsgalat | Vizsgalt novények Pl8homozigota Pl8tl eterozngota PI8-
. . o . (novények db . .
éve szama (novények db szama) . (novények db szama)
szama)
2020 162 31 (19,13%) 29 (17,9%) 102 (62,96%)
2021 279 99 (35,48%) 66 (23,65%) 114 (40,86%)
2022 119 32 (26,9%) 29 (24,37%) 58 (48,74%)

A gélelektroforézis utan P16 gént tartalmazo mintak esetében 4 fragmentumot lathatunk
(1720bp, 1330bp, 1060bp, 940bp). Pozitivnak tekintjiik a mintat akkor, ha mind a 4 fragmentum
lathat6 (Pankovic et al. 2004; Bouzidi et al. 2002; Pankovic et al. 2007; Dimitrijevic et al. 2010).

A PI6 rezisztenciagént nem tartalmazo (negativ) mintak esetében altalaban csak az 1330bp

hosszl fragmentum lathato, esetleg egy-két mas hosszisagu termék is keletkezik (12. abra).

Kérdésesen pozitiv Negativ
eredmény

Kérdésesen pozitiv eredmény

eredmény

Pozitiv

eredmény

Negativ eredmény

Pozitiv eredmény

Pozitiv eredmény

Negativ
eredmény

Pozitiv eredmény

Negativ
eredmén

12. abra PIl6 rezisztenciagén kimutatasara iranyulo vizsgalat gélfotdja
(Fiedler Andras, 2022)
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A legtobb negativ eredményt minden évben a hasadd F2 generacidé adja (4. és 5.
tablazat). Az itteni nagyfoku, napraforgo-peronoszpora rezisztencia génre iranyul6 szelekcidval

jelentdsen lesziikitjiik a kovetkezd évre tovabb vinni kivant vonalak korét.

4. tablazat: Pl6 rezisztencia gén éves vizsgalati eredményének generacionkenti megoszlasa

Vizsgalat éve 2020 2021 2022
Generacié Pl6- Pl6+ |Pl6+?| PI6- | Pl6+ | Pl6+? | PI6- Pl6+ | Pl6+?
F2 25,92 % | 29,32 % 2,23 % | 6,77 % | 18,52 % | 5,89 % | 23,77 % | 13,34 % | 1,10 %
F3 5,50 % | 10,21 % | 1,44 % |3,67 % |13,38 % | 3,38 % | 11,14 % | 11,14 %| 0,73 %
F4 353% | 7,46 % [1,05% 2,20 % | 8,40 % | 3,59 % | 3,87 % | 6,85 % | 0,49 %
F5 0,17% | 2,36 % [0,79%|1,79%| 6,77 % | 2,15 % | 2,99 % | 5,02 % | 0,61 %
F6 0,92% | 209% [0529%[152% | 522% | 1,79% | 2,55% | 4,41% |0,37 %
F7 0,39% | 1,70% |0,13% 1,26 % | 4,57 % | 0,97 % | 2,96 % | 3,30 % |0,36 %
F8 0,26 % | 1,31% 0,00 % |0,35% | 4,00 % | 0,00 % | 0,49 % | 1,97 % |0,00 %
F9 0,26 % | 0,92% [0,00% 0,21 % | 3,59 % | 0,00 %/ 0,10 % | 1,95 % | 0,00 %
F10 0,00 % | 0,49 % |0,00 %

5. tablazat: PI8 rezisztencia gén éves vizsgalati eredményének generacionkénti megoszlasa

Vizsgalat éve 2020 2021 2022
Generacié | PI8hom | PI8het | PI8- |PI8hom|PI8het| PI8- |PI8hom| PI8het | PI8-
F2 9,26 % |8,02 % 39,72 % | 13,98 % | 7,99 % | 23,25 % | 9,24 % |10,24 % | 24,97 %
F3 6,79 % [4,94%(18,95% | 7,89 % |6,64 % |10,09% | 4,78% | 5,04 %| 13,92 %
F4 2,47 % [3,09%| 2,89% | 573%(3,99% | 3,94%| 3,42% | 4,20% | 6,08 %
F5 0,62% [1,85%| 1,41% | 4,66%|2,88% | 251%| 252%| 2,38% | 2,56 %
F6 3,23%1(2,16%| 1,08%| 166%| 1,64%| 1,20%
F7 1,48 % | 0,84%/| 0,00 %

Jelmagyardzat: hom= homozigota, het=heterozigéta

Pl6 génre iranyuld vizsgalatok eredményeit Osszehasonlitva a gént nem tartalmazo,
illetve a gént kérdésesen tartalmazo mintdk szdma a generacié ndvekedésével csokken (4. és 5.
tablazat). F4 generaciotol a gént nem tartalmazo mintdk szamat sikeriilt 4% ala szoritani, mely
F8 generaciéra mar 0,5% ald esett. Ezzel parhuzamosan F8 generaciora sikeriilt teljesen

kiszelektalni a gént kérdésesen tartalmazo novényeket.

A vizsgalatok Osszegzéseként kijelenthetd, hogy a biztosan Pl6 gént tartalmazo,
mintazott ndvények szama a vizsgalati évek atlagaban 50% feletti és a kiegészitd provokacios

tesztre szoruld novények szamat is sikeriilt 5% ala szoritanunk (2. tablazat).
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A 704-es, 714-es és 724-es Plasmopara patotipusok az utobbi években jelentek meg és
dominaljak a hazdnkban eléfordul6 napraforgd peronoszpora fertézéseket (Rudolf et al. 2011;
Ban et al. 2017; Virdnyi et al. 2015). Bar a magyar allami elismerési eljarasban ezen
patotipusokkal szembeni rezisztencia jelenleg nem elismerési kritérium (httpl5), a

nemesit6hazak a P18 gén hasznalataval igyekeznek védeni fajtaikat az 0j rasszok ellen.

Az elektroforézist kdvetden a gélen mintanként két fragmentum jelenik meg: egy
nagyobb méretii, a vizsgalat eredményességét nem befolyasold aspecifikus termék, valamint a
vizsgalat célfragmentuma, mely a DNS-Iétrahoz mérve a 100-200 bp kozotti tartomanyban

jelenik meg, kozelebb a 200 bp-hoz.

A rezisztenciaval kapcsolt allél az alkalmazott primerpar hasznalataval 181 bp
hossztisagu PCR-terméket, mig a fogékonysaggal kapcsolt allél 189 bp hosszii PCR-terméket
eredményez. Mivel a két amplikon kozti kiilonbség agardz gélelektroforézissel nem
kimutathato, ezért a nagyobb felbontast biztositd fragmentumhossz-analizis hasznalata
indokolt. A fragmentumok elvalasztasat nem mi végezziik, csak az eredményeket kapjuk,

amiket mi értékelink ki.

A vizsgalatok eredményeit tekintve minden vizsgalati évben 50% felett fordul eld
negativ eredmény F2 generacioban. Az eredmények alapjan elvégzett szelekcionak
koszonhetden F4 generdciora a negativ mintak eléfordulésat sikertilt 50% ala, F5 generaciora
pedig kevesebb, mint 3% ald csokkenteni. F4 generacioban a vizsgalt novényekben a gén
valamilyen szintli kifejez6dését feljavitottuk 50%-os eléfordulds folé. Az F6 generéciora a
vizsgalt PI8 gént tartalmaz6 mintak koziil a gént heterogén formaban hordozé névények %-0s
eléforduldsa a gént homogén forméban hordozé névények eldfordulashoz képest lassu, stabil

csOkkenésbe kezdett (5.tablazat).

PI8 teszt eredmények Osszegezve a negativ eredménnyel rendelkez6 mintak szamat 2
éve sikeriil 50% alatt tartani, mig a gén valamilyen szintli kifejezédése a korabbi években

jelentkezd 40% koriili értékérsl 50% koriili értékre nétt (3. tablazat).

Az évrdl évre elvégzett vizsgalatokkal, és az Ujvonal inditasoknal alkalmazott PI
rezisztencia gének hasznalataval a repertoarunkban szerepld, ellenallésaggal nem rendelkezo

vonalaink szamanak cs6kkenését, és ezzel parhuzamosan a valamilyen mértékii ellenallosaggal
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rendelkez6 vonalaink szamanak ndvelését is elértiik: a peronoszpora elleni rezisztencia génnel
rendelkezd vonalaink szdma megduplazddott, az ellenallésaggal nem rendelkezd vonalaink

szama pedig kozel 20% -kal csokkent.

Az 0ssz mintaszamhoz viszonyitva a pozitiv eredménnyel zarult tesztek szadmat,
mindharom évre érvényes az az altaldnos megallapitas, hogyha csak a peronoszpora-
rezisztencia gén alapjan végeznénk a szelekcids munkat, a tesztelt novények 50%-at kéne
kidobnunk évente.

Természetesen ez, egyéb szelekcids tényezOk figyelembevétele miatt kivitelezhetetlen és
jelentdsen lesziikitené a vonalak kozotti genetikai variabilitast.

Azonban jelen eredmények nagymértékben lekorlatozzak rezisztencianemesités egyéb
szegmenseibe és hibridkeresztezési tesztekbe vonandé apavonalak szamat, mellyel sok munkat,
1d6t, de legfoképp jelentds koltségeket takarithatunk meg a jovedelmezden termeltethetd,
napraforgd-peronoszpora ellendllo hibridek eldallitasa kozben.

Az igy megtakaritott Osszeget 0j er6forrasokra, foként uj peronoszpora rezisztencia
génforrasok beszerzésére ¢és még hatékonyabb vizsgalati moddszerek kifejlesztésére

fordithatjuk.

4.2.2. Feltételezhetden fals pozitiv eredményt ado PI6 mintak
provokacids tesztjének kiértékelése

Pl6 rezisztencia gén detektalasi vizsgalatba vont apavonalak mintai koziil, azokat,
melyeknél a 1,5%-0s agaroz gélfuttatast kovetéen a gélfoton megkérddjelezhetd pozitiv
eredmény rajzolodik, provokacios kisérletbe vonunk.

A Pl6 gént tartalmazd6 mintak esetében 4 fragmentumot lathatunk a gélfoton.
Megkérddjelezheten pozitiv eredménynek azt tekintjik, amikor a minta 3 erdsebb és egy

nagyon halvany, vagy 4 nagyon halvany fragmentumot rajzol ki a gélre (13. abra).
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kérdésesen pozitiv  Negativ Kérdésesen pozitiv eredmény Pozitiv eredmény Pozitiv eredmény Markes

eredmény eredmény

Negativ eredmény Negativ Negativ
Pozitiv eredmény eredmény eredmény

Pozitiv
eredmény

—— 1770bp

SN WS- 1330bp
1060bp
940bp ——

13. abra: A gélfoton bekarikdzott mintik megkérddjelezhetd P16 pozitiv eredményt adtak
(foto: Fiedler Andras, 2022)

Ezeknek az alig lathat6 fragmentumokat kirajzolé mintaknak a betakaritott termésébol
provokacios kisérletet allitunk be, melyben egy PI6 gént nem tartalmazé fogékony (negativ) és
egy P16 gént tartalmazo, azaz ellenalld (pozitiv) kontroll mintdhoz hasonlitva vizsgaljuk és
értékeljiik az adott minta napraforgd-peronoszporaval valo fertdzottségét. A provokacios
kisérlet értekelését az tiltetéstdl szamitott 8. napon végezziik.

A HA-335/HA-336-bol szarmaz6 PI6 rezisztencia gén véd a 100,703,710 peronoszpora
patotipussal szemben, ugyanakkor hatastalan az Gjabban terjedd patotipusokra (pl. 704, 714,
734) (BAN et al. 2014a, b). Mivel azt nem tudjuk, hogy a fertdzdoldat mely patotipust, vagy
patotipusokat tartalmazza (ilyen iranyt teszteket a nemzetkozileg hasznalatos differencialo
fajtasor elemei nélkiil egyenldre nem tudunk elvégezni), az értékelésnél dontd szerepe van a
pozitiv kontroll mintanak.

Amennyiben a sporuldltatds eredményeként a negativ kontroll minta 100%
fertdzottséget mutat, a pozitiv kontroll minta pedig egyaltalan nem fert6zodott meg (14.abra),
csak azt a tesztelt novényi mintat tekintjiik pozitivnak, azaz ellenallénak, melyen szintén nem

jelenik meg tiinet.
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14. dbra: Kisérletben résztvevd vonalak fertozottség értékelése a negativ (balra lent) és pozitiv
(jobbra lent) kontroll mintakhoz viszonyitva (sajdt foto, 2022)

Abban az esetben, ha a pozitiv kontroll mintan fertézottség lathatd, ezen minta
fert6zottségét tekintjikk a kiiszobértéknek, mely alatt a mintat pozitivva nyilvanitjuk, de nem
hasznaljuk fel donorként sem a génbeépitésekhez, sem 11j vonal inditdsokhoz.

Ugyanakkor ez a részleges megfert6zddés intd jele annak, hogy az adott vonalat vissza
kell helyezziik gén atviteli programunkba és a P16 géntdl eltérd, tobb patotipus ellen védo
rezisztencia gén beszerzését kovetden, az Uj rezisztenciagénnel vald keresztezéssel biztositsuk
a korokozoval szembeni ellenallosagot.

Az elvégzett provokacids tesztekrdl altalanosan elmondhatd, hogy a gélfoton
megkérddjelezhetd pozitiv eredményt adé mintak az esetek 98,7%-ban minimum 70%-0s
fertdzottséget mutattak, mig a pozitiv kontroll minta esetében 5%-0s (20-bol 1 tesztnél)

el6fordulassal jelent meg fertézottség a teszt soran.
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5. Kovetkeztetések és értékelések

Dolgozatomat a napraforgd egyik legjelentosebb ¢és legveszélyesebb betegségével
szembeni rezisztencianemesités témakorében irtam.

A 2010-es évek elejéig a P16 gén volt a legjelentésebb Pl gén a korokozoval szembeni
ellenalldsag biztositasdban (Gulya et al. 2011; Liu et al. 2012). Etkezési napraforgd nemesitési
programunkban szintén a P16 gén vonalakba torténé beépitésével és a kimutatasara tervezett
modszertan  kidolgoztatdsdval kezdddott a betegséggel szembeni nemesitési munka.

A Helianthus argophyllusbol szarmazo PI8(http3) gén a 314-es, 704-es, 714-es, 734-et
¢s 774-es patotipusokkal szemben is ellenallésagot mutat (Gulya et al. 2011), igy véd az utobbi
években hazankban megjelent (Rudolf et al. 2011; Ban et al. 2017; Viranyi et al. 2015), a
napjainkban eléforduld napraforgd peronoszpora fertdzéseket okozod patotipusokkal szemben
IS.

Emlitett rezisztencia gének beépitésére iranyuld himsteril napraforgd apavonalak
eléallitasa sordn GAs oldatos kezelést €s a kasztralas technikat alkalmaztam. 4 vizsgalati év
tavlataban az a tapasztalatom, hogy az alkalmazott GAz oldat koncentracié a himsteril névény
eléallitas sikerét befolydsolta, de a kezelések eredményeként kapott alacsony termékenyiilési
szazalékok kozott nem mutathatd ki szignifikdns kiilonbség. A kasztralas technika és a
gibberellin  kezelés kozott azonban jelentds (30%-o0s) kiilonbség mutathatdé  ki.

Bar a kasztralas moédszere eredményesebb, és a kivanatos, vonalankénti minimum
kaszat mennyiség eredményesebben eldallithatd vele, a modszer hatranya, hogy sziik 1d6
intervallumban, csak viragzaskor, a tenyészkerti munkacsucs ideje alatt végezheto.

A gibberellin kezelést mar csillagbimbos allapotban tudjuk alkalmazni, a tenyészkerti
munkacsucsot megelézden.

Mindkét technika alkalmazasa fegyelmet, tiirelmet €s rutint kovetel, de az egy névényre
vetitett raforditasi idoben nincs kiilonbség. Ezért a mindségi kasztralas modszer és a mennyiségi
gibberellin kezelés parhuzamos, kombinacios alkalmazasatol azt varom, hogy az eldiranyzott
nemesitési munkat a kiilon idépontban végezhetd, kétféle kezelésnek kdszonhetden aranyaiban
jobban le tudom osztani, igy jobban fokuszalva az egyes feladatokra még jobb eredményeket
érhetek el a himsteril apandvények eldallitasa és a rezisztencia gének beépitése soran.

Plasmopara halstedii valtozékonysaga miatt kiilonds figyelmet kell forditani a
korokoz6 hazai és vilagszintli monitorozasara, hogy kovethessiik az 11, agressziv patotipusok

terjedési utjat. Tovabba mélyrehatobban kell foglalkoznunk a korokozd genetikai
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jellemzésével, €s a genetikai jellemzdit ismerve keresni az 0j lehetdségeket, eszkdzoket a
betegséggel szembeni hatékony védekezésre, hogy a napraforgd megorizze hozamanak és
jovedelmezdségének biztonsagat.

A PI6 és PI8 gének kimutatdsara iranyuld vizsgalataink eredménye
néhany év atlagaban biztatdak, de nem kielégitéek. Igy tovabbra is nagy figyelmet kell

forditanunk a nemesitési anyagaink peronoszpora ellenallésaganak szelekciojara.

Egyéb szelekcios tényezoket figyelmen kiviil hagyva, az eredmények alapjan apavonal
alloményunk 50%-at kéne kidobnunk, mely jelentdsen lesziikitené a vonalak kozotti genetikai
variabilitast is.

Ezért elengedhetetlen szamunka a P18-nal hatékonyabb rezisztencia génekkel (pl. PI135,
Plarg) valo munka megkezdése akar egyszerre tobb, dominans Pl gén kombinalasaval és a
variabilitds ndvelése érdekében Uj donorvonalak beszerzése is.

Az 1j rezisztencia génforrasok beszerzése, az ujabb kisérletek bedllitdsa és a még
hatékonyabb vizsgalati modszerek kifejlesztése tovabbi anyagi raforditast igényelnek.

A jelenleg alkalmazott vizsgélati mdodszerekkel és szelekcids eljarasokkal megtakaritott
Osszeget tudnank ezekre az 0j er6forrasokra forditani, mely nagy segitség a jovedelmezden
termeltethetd, napraforgd-peronoszpoéra ellenalld étkezési hibridek nemesitése soran. Ugyanis
a fogyasztoi igényeket kielégitd, valamint a gazdak kultirndvénnyel szemben felallitott
elvarasainak megfeleld napraforgd-peronoszpora rezisztens étkezési napraforgd hibrid
eléallitasa a kiilonbozd rezisztencidk beépitésével jard génpiramidalas kaszatra gyakorolt
negativ hatasa (kaszat méretének csokkenése, iz romlasa, héj-bél arany eltolodasa) miatt
rendkiviil nehéz feladat €s tobb generacidval meghosszabbithatja a fajtaeldallitast, mely sokkal

tobb befektetett tokét, tiirelmet, munkat és precizitast igényel.
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6. Osszefoglalas

Az olajnovények soradban elokeld helyet elfoglald napraforgd igen meghatarozo
szerepkort tolt be szant6foldi ndvénytermesztésiinkben. Az egyik legveszélyesebb betegsége, a
napraforgo-peronoszpora akar 100%-os terméskiesést is eléidézhet a napraforgd allomanyban
(httpl; Gascuel et al. 2015).

A koztermesztésben hasznalt legtobb EU listas étkezési napraforgd hibrid az
peronoszpora korokozojanak 1j valtozataival, vagy a peronoszpdéraval szemben nem
rendelkezik genetikai ellendllosdggal. A betegséggel vald kiizdelemben a leghatékonyabb
megoldasnak a Pl gének biztositotta rezisztencianemesités tekintheto.

Munkam soran célom volt két himsteril napraforg6 eldallitasi technika hatékonysaganak
vizsgalata, tovabba a portfolionkban szerepl6 apavonalakba (restorer vonalak) épitett P16 és P18
rezisztenciagén PCR vizsgalattal torténd kimutatésa, a vizsgalatok eredményeire tdmaszkodva
pedig a napraforgd-peronoszpodra rezisztens hibrid eldallitasba vonhatoé apavonalak korének
szlikitése.

A kozel 4000 restorer ndvényt érintd vizsgalatokra és provokaciods kisérletekre irdnyuld
munka munkahelyem altal fenntartott tenyészkertekben és laborokban valosult meg 2020 és
2023 kozott.

A himsteril napraforgd eldallitas hatékonysagat a megtermékenytiilt kaszatok
mennyiségi paramétereinek vizsgalataval és az alkalmazott technika elényeinek, illetve
hatranyainak osszehasonlitasaval értékeltem.

Megallapitottam, hogy a kasztralas modszere eredményesebb, és a kivanatos,

vonalankénti minimum kaszat mennyiség a kasztalt ndvények szamahoz viszonyitva 70%-0s
eredményességet adott szemben a gibberellines kezelések 40% -os sikerével. Bar a 100 ppm-es
GA;s oldatot elhagyasat kovetden mar nem tapasztaltuk, hogy a novényt pollent adott, a GA
kezelések mindharom évben hasonld megoszldsban eredményezték a nem megfeleld
mennyiségli kaszatot vagy 0 kaszatot tartalmazo tanyérok el6fordulasat.
A kasztralassal elérheté magasabb kaszat darabszam ellenére, a kezelések eltérd idében vald
alkalmazhatosdga miatt a két technika parhuzamos alkalmazasat tartjuk csak hatékony
megoldasnak, mely megkonnyiti az eléiranyzott nemesitési munka egy szezonon beliili
részaranyos elosztasat és elvégzeését.

Az F2 generaciotol kezdédden a rezisztencia gén atvitel sikerességének értékelése a
2020, 2021 és 2022-es vizsgalati év PCR eredményein alapul. PCR vizsgalatokat PI6 és PL8

gén kimutatisara végeztik a kijelolt novényeken, mely vizsgalat sikerességét agardz
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gélelektroforézissel, valamint fragmenthossz analizissel ellendriztiink.

A vizsgalatot minden évben a hasadd F2 populaciobdl torténd levélmintagytijtésre
fokuszaljuk. Ebbdl adoddan a legtobb negativ eredményt is a hasad6 F2 generacio6 adja, am az
itt végzett napraforgd-peronoszpora rezisztencia génre iranyuld szelekcidoval jelentésen
lesziikitjiik a kovetkezO évre tovabb vinni kivant vonalak korét. Magasabb generacioban (F4,
F5 ¢és F5 folott) a pozitiv mintdk ardnya jelent6sen ndvekszik. A kiszelektalt, negativ
eredményli mintdknak koszonhetéen a peronoszpoéra elleni rezisztencia génnel rendelkezé
vonalaink szdma az elmult 3 évben megduplazddott, az ellenallosaggal nem rendelkezo
vonalaink szama pedig kozel 20% -kal csokkent.

PI6 gén esetén a pozitiv mintak szama 50% feletti, és azon mintdk szama, melyek
kiegészitd provokacios kisérletre szorulnak jelentdsen lecsokkentek, jelenleg 5% alatt tartjuk
Oket.

A PI8 rezisztencia génre vizsgalt novények 50%-a tobbnyire homogén formaban
hordozza az adott gént, mely 10%-kal novelte az gén atviteli eredményességiinket a vizsgalt
idészakban. Az eredmények alapjan kijelenthetd, hogy a gén heterogén kifejezddése a gént nem
tartalmazo mintak szazalékos megoszlasaval egyiitt lassu csokkenésbe kezdett.

A PCR vizsgalatok pozitiv eredményei (kb 50%) nagymértékben lekorlatozzak
rezisztencianemesités egyéb szegmenseibe és hibridkeresztezési tesztekbe vonando apavonalak
szdmat. A peronoszpora ellenallosagra végzett szelekcioval az eredmények alapjan sok munkat,

1d6t, de legféképp jelentds koltségeket takarithatunk meg.
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7. Koszonetnyilvanitas

Koszonetemet szeretném kifejezni Dr. Veres Anikoénak, aki konzulensként elvallalta
szakdolgozatom témavezetését; munkahelyemnek, a cég tulajdonosainak, valamint a vezetdség
tobbi tagjanak, hogy tamogattak a szakmérnoki képzésen vald részvételemet. Tovabba, hogy
lehetové tették €s biztositottak szakdolgozatom megirasahoz sziikséges vizsgalati és kisérleti
feltételeket.

K6szonom kollégaimnak, fizikai dolgozdinknak és diak munkasainknak, hogy az elmult
években segitségemre voltak a fert6zott novényi részek és levélminta gytijtésekben, valamint a
provokacios kisérletek teljes kivitelezésében és értékelésében.

Kiilon koszonet illeti Fiedler Andras kollégamat, aki a P16 gén detektalasara iranyuld
PCR vizsgalatokat végzi.

Végiil, de nem utolso sorban hatalmas koszonettel tartozom parom és csaladomnak, akik
szeretettel és tlirelemmel voltak irdntam a képzés és dolgozatirds sordn, és sziintelen

biztatasukkal, olykor, ha kellett, noszogatasukkal segitették szakdolgozatom elkésziilését.
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https://www.nive.hu/Downloads/Szakkepzesi_dokumentumok/Bemeneti_kompetenciak_meresi_ertekelesi_eszkozrendszerenek_kialakitasa/20_2203_019_101030.pdf
https://www.cbi.eu/market-information/grains-pulses-oilseeds/sunflower-seeds/market-potential
https://www.cbi.eu/market-information/grains-pulses-oilseeds/sunflower-seeds/market-potential
http://nttt.mkk.szie.hu/oktatas/jegyzet/jegyzet_nf.pdf
https://www.agronaplo.hu/szakfolyoirat/2008/03/szantofold/a-napraforgo-regi-uj-betegsegeirol
https://www.agronaplo.hu/szakfolyoirat/2008/03/szantofold/a-napraforgo-regi-uj-betegsegeirol
https://agraragazat.hu/hir/kortani-erdekessegek-a-napraforgoban/
http://www.plantbreeders.hu/a-novenynemesitesrol/tortenete-hazankban
https://cshprotocols.cshlp.org/content/2012/3/pdb.rec068742.full?rss=1
https://www.nak.hu/tajekoztatasi-szolgaltatas/mezogazdasagi-termeles/101828-a-napraforgo-peronoszpora-betegsege
https://www.nak.hu/tajekoztatasi-szolgaltatas/mezogazdasagi-termeles/101828-a-napraforgo-peronoszpora-betegsege
https://www.biokutatas.hu/hu/page/show/napraforgo-fajtahasznalat

9. Mellékletek

1. melléklet: Pufferek elkészitése

1.1. melléklet: 50ml térfogatnyi TE puffer elkészitéséhez sziikséges

hozzavalok:

500 pl Tris + 100 pl 0,5 M EDTA + 49,4 ml desztillalt viz
1.2. melleklet: 1liter IXTAE puffer elkészitésének hozzavaloi:

20m| 50xTAE + 980ml desztillalt viz

2. melléklet: alkalmazott Primerek szekcenciaja

2.1. melléklet: P16 gén detektalasdnal hasznalt HaP3 marker szekvencidja
HaP3 forward GTTTGTGGATCATCTCTATGCG
HaP3 reverz TGCTTCTTCCTTCTATCTCACTC

2.2. melléklet: PI8 gén detektalasanal hasznalt ORS 316 marker

szekvencigja

ORS 316F TGGCGTCTTCATAGCATCAG
ORS 316R GAGATTTGAGCTTCGTGTTGC
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10. Hallgatoi nyilatkozat

rrrrrr

A hallgat6 neve: Zsiros Noémi

A Hallgaté Neptun koédja: IVK8QO

A dolgozat cime: Etkezési napraforgd apavonalak napraforgd-peronoszporaval szembeni
rezisztencianemesitése

A megjelenés éve: 2023

A konzulens intézetének neve: Genetika és Biotechnologia Intézet

A konzulens tanszékének a neve: Genetika és Genomika Tanszék

Kijelentem, hogy az altalam benyujtott szakdolgozat egyéni, eredeti jellegli, sajat szellemi
alkotdsom. Azon részeket, melyeket mas szerzOk munkajabol vettem at, egyértelmiien
megjeldltem, és az irodalomjegyzékben szerepeltettem.

Ha a fenti nyilatkozattal valétlant allitottam, tudomasul veszem, hogy a zardvizsga-bizottsag a
zardvizsgabol kizar és a zardvizsgat csak j dolgozat készitése utan tehetek.

A leadott dolgozat, mely PDF dokumentum, szerkesztését nem, megtekintését €s nyomtatasat
engedélyezem.

Tudomasul veszem, hogy az altalam készitett dolgozatra, mint szellemi alkotas felhaszndldsara,
hasznositasara a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem mindenkori szellemitulajdon-
kezelési szabalyzatdban megfogalmazottak érvényesek.

Tudomasul veszem, hogy dolgozatom elektronikus valtozata feltdltésre keriil a Magyar Agrar-
és Elettudomanyi Egyetem konyvtari repozitori rendszerébe. Tudomasul veszem, hogy a
megvédett €s

- nem titkositott dolgozat a védést kovetden

- titkositasra engedélyezett dolgozat a benyujtasatol szamitott 5 év eltelte utan

nyilvanosan elérheté és kereshetd lesz az Egyetem konyvari repozitori rendszerében.

Kelt: 2023. év november ho 08. nap

2 0,

<

Hallgato alairasa
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https://genetika.uni-mate.hu/web/genetika-és-biotechnológia-intézet/genetika-és-biotechnológia-intézet

11. Konzulensi nyilatkozat

A dolgozat készit6jének konzulense nyilatkozom arr6l, hogy a Zarddolgoza-

tot/Szakdolgozatot/Diplomadolgozatot attekintettem, a hallgatot az irodalmi forrasok korrekt

kezelésének kovetelményeirdl, jogi €s etikai szabalyairol tajékoztattam.

A Zarédolgozatot/Szakdolgozatot/Diplomadolgozatot zardvizsgan torténd védésre javaslom /
nem javaslom*,

A dolgozat allam- vagy szolgélati titkot tartalmaz: igen /nem*

Kelt: 2023. év november ho 10. nap

) i
e (A

Bels6 konzulens
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