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1. BEVEZETES ES CELKIT UZESEK

A gabonafélék télallosaganak novelése az Uj fajgikehozasanak egyik
fontos szempontja, mivel a hazankban termesztbtirgik nagy részészi vetés,
€s a termésbiztonsag erdekében tdl kell élnilked. tA télallésag folyamatainak
megértését nagyban segithetik az egyre részletepaidiikai és fizikai térképek,
melyek segitségével a télallésagért fide)ének helye pontosan meghatarozhat6 a
genomban. igy lehévé valik ezeknek a géneknek a klonozéasa, illetve
génspecifikus PCR-alapu markerek gyakorlati felhdkmsa markerek segitségével
tortérs szelekciora (marker assisted selection, MAS).

A dolgozat két fejezete térképezési munkakat égtiiat) genotipusok gyors

szelekciojara alkalmas markerek vizsgalatat mutstjatzaban és arpaban.

1.1. Vir4gzasi idét és fagytirést befolydsol6 gének térképezése a buza 5B
kromoszéman

Hazank legfontosabb élelmiszeripari novénye a kdga {riticum
aestivumL.). Vetésterilete a kukoricaéval vetekszik, 20@i-b1,198 millid
hektaron, mig 2002-ben 1,106 ezer hektaron termtsikt (KSH adatok). A
klimatikus viszonyok miatt Magyarorszagon szintezakblag az 6szi buzéat
termesztik, mert ez mintegy 30 — 40 %-kal nagyadimést eredményez, mint a
tavaszi buza.

Az 6szi veté novényeknek egy nagyon kritikus periddust kelEéielnitk:
a telet. A tél soran tobb kornyezeti tényezl is meg kell birkdznia a ndévénynek.
A télallo névényeknek nemcsak az alacsofiynérsékletet kell karosodas nélkdl
talélnitik, hanem a dingadozasok miatti talajfagyast €s olvadast, azlegro
talajmozgast is. A talaj fagyasa, olvadasa a gykémechanikai k&rosodasét
okozhatja, ami a novény vizelldtdsdban komoly @noldkat okozhat. Szaritd
szelek karosithatnak, a ho tetejéen kialakuld jé&gréa levedtol elzarhatja a
novényeket, oxigénhiany Iéphet fel, tovabba jélseh megndvekedhet a
paratartalom, és a hépenésdtiqrodochium nivealgis megjelenhet egy hossza,
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csapadekos tél soran. A j6 termés érdekében a bimemités egyik fontos feladata
tehat a télallé fajtak éhllitasa. A télallésag legjelaftebb komponensei kozé
tartozik a fagydallésdg, vagy mas néven féds, és a vernaliziciéra valo
erzekenység. A fagyallésag kialakulasdhoz a novérgle edddnitk kell. E
folyamat alatt olyan adaptiv biokémiai, élettaniltedasok torténnek, melyek
felkészitik a novényt a fagy éHlésére. Természetes korulmények kozott az
edddés ésszel, csokkeh homérséklet és rovidal nappalhossz mellett megy
végbe. A vernalizacio szintétsszel jatszédik le, amikor a névény huzamosabb
ideig alacsony @émeérsékleten van. Ez a periédus elengedhetetlenésaz
gabonafélék tavaszi viragzasahoz. Ezek a folyamasmkban modellezhi, és
igy lehebség van mesterséges viszonyok kozott is azodsy fagyas és
vernalizacio soran lejatszodo folyamatok tanulmadagara. A 80-as, 90-es évek
kutatasainak eredményeképpen kidertlt, hogy baragyallosag poligénes
tulajdonsag, néhany génnek meghatarozé a falége. igy példaul a blza esetében
az 5-0s homeolég csoport kromoszémainéleyének bizonyultak a fagytés
meghatarozasaban a legfontosabbnak. Martonvasdlégon a Cambridge-
laboratoriummal (John Innes Centre, Norwich, Egited(iralysag) kozosen
térképezték az 5A és 5D kromoszémakoné ldagyallosagot és vernalizacios
igényt meghatarozo6 géneket.

Vizsgalataink célja ezért a buza 5B kromoszomajdhelyezked
vernalizacios igényert felgd-, koraisagi-, és fagytési gének genetikai

térképezése volt.

1.2. PCR alapu markerek kifejlesztése fagyliré6 genotipusok szelekciojara
arpa 5H kromoszoman

A megle\ térképezési adatok gyakorlati felhasznalasdnakgyik modja
lehet az egyes jellegekhez kapcsolt markerek akkzdisa az adott tulajdonsagra
tortérd szelekciora. A molekularis markerek alkalmazasabeenynemesitésben
nemcsak gyorsabb és olcsobb, mint a hagyomany@sasik, de bizonyos
esetekben az egyetlen hatékony mdédszer a szelak&éi-Eurdépaban tobb év is
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eltelhet komolyabb fagyok nélkil, azonban rendstent idkozonként
eléfordulnak —16C - -15C-os fagyok is. Egy nemesitési programban tartgyg fa
esetén (-1 alatt) az abban az évben elvetett teljes arpailfoid elveszhet,
kulondsen, ha tavaségzi keresztezé$b szarmaznak, mivel hagyomanyos uton
nem lehet a fagiité genotipusokat kiszelektalni. llyen esetekben szgés lehet a
molekularis markerek alkalmazasa a féigytgenotipusok szelekcidjara. Tovabba,
tavaszi jelleg, fagytir6 gabondk szelektaldséara is alkalmas a molekul&arkenek
segitségeével végzett szelekcio.

A 90-es években a gabonafélék strasgset, igy a fagyallosagat
azonban kevésbé alkalmas szelekcidra, mivel nagynységu, tiszta DNS-sel
végezheai, és viszonylag nagy a koltség- €s munkaigényert Hmgaroztuk el
fagytirésert felabs régiokra térképezett RFLP prébak PCR-alapu merkealo
atalakitasat, mivel kis munkaigénye, alacsony kgks nagy ateresépessége
miatt alkalmasak nagy mintaszdmu nemesitési pojuigors szelektalaséara.

Kisérleteinkben a gabonafélék 5-6s homeolég krodgrogmak a
fagytirésert feleds régidira térképezett RFLP markerek PCR-alapu emakké
atalakitasat, illetve egyéb — fa@igd genotipusok szelekciéjara hasznalhaté — PCR
alapu markerek arpaban torééiesztelését és térképezéseatiik ki célul.
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2. |RODALMI ATTEKINTES

2.1. A buza és az arpa fagyallésaga és vernalizaciés yé

A mérsékeltdvi gabonafélék jellegzetessége a hiti#giesre vald képesséq,
melynek soran alacsony, de fagypont felaitn@rsékleten nevelve, képessé valnak
nagyobb fagyok tulélésére is. A természetben igatszddik leésszel. Azoszi
tipust gabonafélék nemcsak a megnovekedett fegtt érik el az alacsony
hémérsekleten tortén eddésik soran, hanem képessé valnak a kowetkez
tavasszal viragot hozni, és magot kotni, azaz mmegtik a vernalizaciojuk. A
tavaszi jelleg gabonafélék képesek a viragzasra vernalizacidh&kmig azoszi

jellegiek viragzasahoz vernalizaciora van szikség.

2.1.1. A vernalizaciés igényt és koraisagot meghatarozelgduzaban

A bulza virdgzasanak ideje harom kulonb@encsalad kontrollja alatt all:
vernalizacios igényt meghatarozé gének, a fotodas@rzékenységet befolyasolo
gének és a koraisagi gének (Law és mtsai. 1991hk Az gének, melyek a
vernalizaciora valé érzékenységsftrrf) befolyasoljak, hatarozzak meg egy adott
fajta 6szi, illetve tavaszi jellegét. AZszi buzaknak a virdgzas (kalaszolas)
érdekében sziikségik van egy hosszU 6-10 hetes bieldgdusra, melynek a
hémérseklete 0°C és 8°C kozott ingadozhat. A tavadzéknak nincs szikséguk
vernalizaciora, vagy csak gyengén reagalnak ra@§oélhamarabb viragoznak). A
tavaszi jelleg altalaban dominans. A tavaszi jelleget 6t l0kusz hatarozza meg
és kozuluk négynek kromoszomalis lokalizaciojasimert (Law és mtsai. 1976,
Law és mtsai 1991). A génldkuszok neve 1997-benvaiagyott: Vrn-Al(5A-
kordbbanvrnl), Vrn-D1(5D- koradbbarvrn3), Vrn-B1(5B- korabbarvrn2 vagy4)
eésVrn-B4(7B- koradbbanvrnb). Az eurdpai buzafajtak esetében, de talan a vilag
mas nagyobb buzaterme&zégidiban is, aVrn-Al-en elhelyezkedl allélok
dominansak a vernalizicids igény csokkentéséberapéSnés mtsai 1985).
Kllondsen nagyhatasu allélt tartalmaz edyiticum spelta szdrmazék 5A
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kromoszomaja. Ez az allélszi buzaba helyettesitve atvaltoztatta annak jélleg
tavasziva (Law és mtsai. 1981). Emellett/ra-D1 is fontos néhany kinai fajtaban,
igy a Chinese Springben is, bar hatasa kissé gpbr@érn-Al-nél. A Vrn gének
mikodésének megértését segitheti, hogy Yan és n28aB) sikeresen klonoztak
Triticum monococcurol az 5A kromoszoman elhelyezkedvernalizacios
igényert felebs gént, amely nagy valos#seggel a MADS-box gének csoportjdba
tartozik.

Sarma és munkatarsai (2000) delécios vonalak gegisl térképeztek
viragzasi idt befolyasold géneket a buza 5B kromoszoman, éslekwttséges
I6kuszt talaltak. Az egyik disztalisan helyezkedsit és megfelelt a feltételezett
Vrn-Bl-nek, mig a masik egy feltételezett koraisdgpg lokusz volt, kdzel a
centromérahoz.

Bizonyos esetekben teljesen vernalizalt és 24 dagpalhossziusagon nevelt
novéenyek kozott is lehet eltérés a virdgzagibeh. Ezt az eltérést a koraisagi
I6kuszok okozzak, melyek a kornyezetiiggetlenek. Napjainkig csak kevEps
IOkuszt térképeztek buzaban, a 2-es homeoldg csdpomoszomain, €s a 3A
kromoszoma rovid karjan (Shah és mtsai. 1999). Bapa kis felbontasu
térképeken szamos koraisagi l6kusz meglétét fedtdtk (Laurie és mtsai. 1995),
és figyelembe véve a buza arpahoz valé nagyfokora@sagat, toblps I6kusz

Ve

2001).

2.1.2. A buza fagytrésének genetikgja
A fagyallésagot kontrollaldo gének hatdsanak és ddilbatasanak a jellegét
blaza diallél keresztezésekkel hataroztak meg (RucBk Zhirov 1978, Parodi és
mtsai. 1983, Sutka 1981, 1984). A kombinaldédé képgs/ariancia analizise arrdl
tanuskodott, hogy mind az altalanos (GCA), mingecs#lis (SCA) kombinal6dé
képesség variancigja szignifikdns. A nagy GCA:SCrng alapjan azt a
kovetkeztetést vontak le, hogy az additiv génh&tasdsulyban vannak a
dominancidhoz és az episztazishoz viszonyitva. Aaldaos reciprokhatas a
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reciprokkeresztezések kozott nem volt szignifikdfisz arra utal, hogy a
fagyallésag orokldésében az extrakromoszOmalis (citoplazmas) gékekimes
szereplk, vagy az csak jelentéktelen. A diallélmekesek eredményéb az
kovetkezett, hogy a fagyallésag poligénes @o&Ki. Monoszomas és
kromoszoma szubsztiticios elemzésekkel sikerilt nezitani azokat a
kromoszOmakat, melyek fagyallésagot befolyasoléegénhordoznak (Puchkov és
Zhirov 1978, Sutka 1981, Rigin és Barashkova 198fberts 1986). A
CS(Cheyenne) kromoszéma szubsztiticios sorozatégzett kisérletek azt
mutattak, hogy a kivalé fagyallosagu Cheyerigei buza 5A, 5B, 5D, 2B, 4B, 4D
és 7A kromoszémai novelik az érzékeny Chinese §p(i@S) tavaszi buza
fagyallésagat (Sutka 1981). A le¢eebb allélokat az 5A és 5D kromoszémak
hordozzak, melyek szbvettenyészetben is megnyilmakyGaliba és Sutka 1988).

Sutka és Snape 1989-ben megkisérelte megallagirabiA kromoszoman
elhelyezked fagyallosagot befolyasol6 gén helyét. A kérdésgitatara 6sszesen
22 HobbitTriticum spelta5A rekombinans vonalat hasznéltak és azt allapkot
meg, hogy a fagyallésag génlokusFa-Al) az 5A kromoszoma hosszu karjan
szorosan kapcsolt a vernalizacioért fédelgén Vrn-Al) I0kuszaval. Ez az
eredmeény nyitva hagyta a kérdést, hogy vajon adiéagag avrn-Al gén pleiotrop
hatdsanak az eredménye, vagy pedigraal és aVrn-Al gének kozott szoros a
genetikai kapcsoltsag.

A Vrn-Al és azFr-Al gén kapcsoltsagi viszonyanak tisztdzasahoz Gébiba
munkatarsai (1995) olyan bluza vonalakat vizsgalagl a kérdéses régidban
genetikai rekombinécio tortént. A vonalaké@litasahoz szdl partnerként ket
szubsztituciés vonalat hasznaltak. Az egyik a fHgyavernalizaciét igeny
Chinese Spring/Cheyenne 5A (CS/CNN 5A), a maséggdrzékeny, vernalizaciot
nem igényd Chinese Sprindiriticum speltabA (CS/TSP 5A) vonal volt. Mivel a
rekombinans vonalak kozott taldltak olyan novénghol a két gén kozott
rekombinacié tértént, igy bizonyitottak, hogy baké&t gén szorosan kapcsolt,
megis szeétvalaszthatd. Az 5A kromoszOmara deléadslak vizsgalataval e két
gén fizikailag is térképezhité valt, és megallapitottdk, hogyWwen-Algén a 0,68—
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0,78 toréspont kozé, agr-Al pedig a 0,67-0,68 toréspont kozeé téerképéehet
(Sutka és mtsai. 1999).

Tovabbi kisérletekben térképezték az 5-0s homeobdgport tobbi
kromoszomajan elhelyezkédagyallésagot és vernalizacios igényt meghatarozo
géneket, és megallapitottdk, hogywen-B1 gén az 5B, avrn-D1 gén az 5D
kromoszéman helyezkedik el (Law és mtsai. 1976sdieks mtsai. 1995, Snape és
mtsai. 1997).

Az 5A kromoszéma fagyitésben jatszott kozponti szerepét Vagujfalvi és
munkatéarsai (2003) alakorbafriticum monococcuni. elvégzett kisérletei is
megebsitették. Az 5A kromoszoman &z-Al-t6l 30 cM tavolsagra a centroméra
felé egy 0) fagyirési lokuszt térképeztekF(-A2), és ugyanebbe a pozicidba
valamint a CBF3 hidegre indukalodo transzkripcikigvatort. Ezek az eredmények
részben megegyeznek Hriticum aestivumonkapott korabbi eredményekkel,
melyek szerint a COR14b protein expresszidjat &ktidz hatarozza meg az 5A
kromoszoman, az egyik azonosTaticum monococcurban térképezetFr-A2
régioval, a masik pedig kapcsoltlzAl régidval (Vaguijfalvi és mtsai. 2000).

Ujabb vizsgalatokban kimutattdk, hogy a blza hideggésre valo
képessége fligg a vegetativ-generativ tranzicibibdlif €s Fowler 2002; Fowler és
mtsai. 1999). Megfigyelték, hogy miutan a tenyesfics atmegy vegetativbol

generativ fazisba, a névény fagpgse hidegedzéssel nem névedhet

2.1.3. Vernalizacios igényért felés gének arpaban

Arpaban mar 1970-ben jellemezték a vernalizaciésygrt felebs 3 16kuszt
morfologiai markerek segitségével (Takahashi ésud@asl1970), majd a 90-es
években molekularis markerek segitségével nisgették megallapitasaikat. Az
6szi jelleg avrn-H2 (korabbarSh l6kuszon dominans, illetve\&rn-H1 (Sh2 és a
Vrn-H3 (Sh3 lokuszokon recessziv allélek megléte esetén blkdikivinden mas
allelkombinacié ezen harom gén kozott tavaszi, vagkultativ jelleget
eredmeényez (Cattivelli és mtsai., 2002) VAn-H2 a 4H, aVrn-H1 az 5H, mig a
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Vrn-H3 az 1H kromoszomak hosszu karjan helyezkedik alrffeaés mtsai., 1995;
1997; Karsai és mtsai. 1997). A legnagyobb haté&saalizaciés gén &rn-H1
arpaban, és ¥rn-Albuzaban. A gabonafélék, éként a buza és az arpa kozott a
gének sorrendjének konzervaltsaga (kolinearitagdh) igmert. Kozés RFLP
markerek 6sszehasonlitasa azt mutatja, hogsnaAl-et hordozo régié a buzaban,
illetve az alakorban ésen konzervativ, és megfelel az arpaban talalWabeH1
régionak (Galiba és mtsai. 1995; Laurie és mtd&i95; 1997; Karsai és mtsai.
1997; Dubcovsky és mtsai., 1998), ami azt mutiwpmy ezekben a névényekben
az 5-0s kromoszéma a hidegadaptacio szempontj@malkivill fontos géneket

hordoz.

2.1.4. Az arpa fagyiréseert felefs % régiok

A gabonaféléknél a hidegedzés soran szamos hiddgiiid gén
expresszalodik, melyeke€COR (Cold Regulateld géneknek nevezink. Ennek
ellenére a fagyirés kialakitdsaban csak kevés kromoszoma régibiljatzerepet
(Cattivelli és mtsai., 1999; Cattivelli és mtsa2002). A buzahoz hasonldan,
arpaban is talaltak télallosagért féelQTL-eket a 7(5H) kromoszoman (Hayes és
mtsai. 1993., Pan és mtsai. 1994.), és a legnag@dihbhatas a hosszu kar 21%-0s
rekombinaciés intervalluméara esett. Ez a kromoszérakasz homeolég a buza
5A kromoszomajan talalhat&rn-Fr régioval, mellyel szoros kapcsoltsagban
helyezkednek el azXpsr426 Xwg644 és Xcdo504 RFLP marker lokuszok
(Kleinhofs és mtsai. 1993). Ez a szoros kapcsol@mdiza a lehéségét, hogy
ezekldl a markerekbl kifejlesztett PCR-alapi markerek hasznosak ledietn
fagytiir6 genotipusok szelektalasara névénynemesitési pnbgra Kéébbi
vizsgalatokban tovabbi kolinearis markereket téezépk ebben a régidban
kulénb6d gabonafélékben, és megsitettek aVrn-Fr adapticiés génkomplex
meglétét, hasonlosagat, és fontossagat drpaonococcunrozs, és rizs esetében
(Dubcovsky és mtsai., 1998; Sarma és mtsai., 1R88) és mtsai., 1999). Ez arra
utal, hogy az ebben a régidban térképezett fmgst QTL-ekhez kapcsolt
molekularis markerek kdlcséndsen felhasznalhatédmalitett gabonafélékben.
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A legujabb eredmények alapjan azonban udwiki hogy az 5H
kromoszOman nemcsak &'rn-Fr régid felebs a fagylirésért, hanem a
centromérahoz kdzelebbdéekromoszéma szakasznak is szerepe van a tolerancia
kialakitasaban. Choi és mtsai. (2002) ugyanis @atték, hogy arpaban bizonyos
COR gének expressziojaért fedel CBF3 (Cold Binding Factor 3) transzkripcios
faktort kodold I6kusz nem aVvrn-Fr régidban helyezkedik el, hanem a
centromérahoz kdzelebbéeszakaszon. Ez a felfedezés dsszhangban all adnizab
leirtakkal, miszerint két kapcsolt, de eltédkusz regulalja @orl4bhidegindukalt
gén expressziojat, melyeket az 5A kromoszéma hoksrjara térképeztek, és
Rcgknek, ill. Rcg2nek neveztek el. (Vagujfalvi és mtsai. 2000). Reg2t a jol
ismert Fr-Al helyére térképezték, mig aRcgl a centromérahoz kozelebb
helyezkedik el, és ko-szegregalpar91l RFLP markerrel, tovabba kapcsolt a
psb89 és psr637 markerekkel (Vagujfalvi és mtsai., 2000). &Rcgdl 16kuszrol
alakorban Vagujfalvi és munkatéarsai (2003) kimétathogy egy fagyirési QTL-
lel hozhaté 0Osszefiiggésbdr{A2), és ez a lbkusz egybeesik aribib
hidegindukalt protein expressziojaért féllokusszal, valamint €BF3 hidegre
arpaban is két régidé lehet felsl az 5H kromoszéméhoz kapcsolt fdggsi
jellegért, tehat avrn-Fr régidhoz képest a centroméra iranyaban elhelyézked

markerek is alkalmasak lehetnek fagytgenotipusok szelektalasara.

2.2. Molekularis markerek felhasznélasa szelekciora

Ezidaig csak kevés molekularis marker all rendedkez fagyfiro
genotipusok szelektalasara gabonafélékben (Houdwsés. 1992; Storlie €s mtsai.
1998). Méas alkalmazasokrapkent patogének elleni rezisztencia, ill. @sBégi
tulajdonsagok szelekcidjara, mar tobb eredményhiatid. Blzaban a liszt szinét
meghataroz6 lokuszhoz kapcsolt STS markert fepétet ki (Parker és mtsai.
2000), mig Briney és mtsai. (1998) keméébyiks tészta miség szelektalasara
alkalmas PCR-alapu markerékszamoltak be. Decousset €s mtsai. (2000) az arpa
Ppd-H1 génjéhez kapcsolt STS markereket fejlesztettek Napraforgéban
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specifikus, PCR-alapu markereket fejlesztettek KPR, ill. AFLP markerekBl a
peronoszpodrara rezisztens névények szelektaldBeaahrfi és mtsai. 2000).

Blzaban Storlie és munkatérsai (1998) azt vizsgaftagy azFr-Al ésVrn-
Al geént tartalmazé kromoszéma régionak mekkora adélagpagot befolyasolo
hatdsa. A Marfed tavaszi buzat kereszteztéek a Sui86 és a Chukoku &iszi
buzaval és a kapott iF hibridekdl a Marfeddel val6é tobbszori
visszakeresztezésével kdzel izogén vonalakat heetak A hasonldsag a vonalak
kozt teoretikusan 99.6 % volt. A vonalakbarvral allél jelenlétét §szi jelleg a
tavaszi Marfed genetikai hatterében) Xamg644 RFLP prébaval teszteltek. Ez a
préba ugyanis polimorfizmust mutatott a tavaszadedtészi fajta esetében. Az
izogén vonalak fagyallosagi tesztje a kovetkeredményt adta: A sziilMarfed
LTs0 —9,5°C, a Chukoku 81 L& —12,9°C a Marfed x Chukoku izogén vonalak
esetében az lgh—11,5°C, a Suweon 185 Lgp —15°C és a Marfed x Suweon 185
izogén vonalak Ld, értéke —14C volt. Az eredmények bizonyitottak, hogy azok a
tavaszi x 0szi keresztezégb szarmazo vonalak, melyek tartalmaztak @zi
jelleggel és egyuttal a fagyallosaggal kapcsolt RFmarkert ténylegesen
fagyallobbak, mint a tavaszi s#iulEz a modellkisérlet igazolta a molekularis
genetikai markerek hasznosithatésagat a fagstjavitasara kidolgozott nemesitési
programban.

lwaki és mtsai. (2002) leirtdk wg644 RFLP marker atalakitasat PCR
markerré, és felhasznalasat buzabaviraB1 gén genetikai analizisére, de nem
tesztelték a markert nagyobb genotipudijtgynényen, igy nincsen adatuk a
szelekcidban valé felhasznalhatésagarol.

2.3. A buza molekularis analizise

A hexaploid buza rendkivill nagy genommérettel réedik (17 x 10
bazispar), melynek nagy részét §0%) repetitiv szekvenciak teszik ki. Bar ez a
genomméret tobbszordse a rizs genomnak, a kétsktgleen a kddolé régidk
mérete nem kulénbozik |ényegesen, ugyanis a kikintifélék 6sszehasonlitd
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térképezési adatai alapjan megallapitottak, hogyalaonafélék genomjai kdzott
nagy mértél "makro" homeoldgia figyelh8tmeg (Gale és Devos 1998), ez igaz a
hexaploid buza A, B és D genomja esetében, és yasegpbonafajok genomijai
kozott is. igy az egyes genomokban kapott térképeeéedmények tampontul
szolgalnak mas genomokban todétérképezésekhez. Boyko és munkatarsai
(2002) delécios vonalak felhasznélasaval megvigéd genetikai €s a fizikai
térképtavolsagokat buzaban, és azt talaltdk, hoggkambinacidos gyakorisag
elté attol fugdhen, hogy az adott régidé a kromoszoman hol helyakked
Citologiai vizsgalatokkal bizonyitottak, hogy a &mak gyakorisaga a
kromoszOma karok disztalis részén jéval nagyobimt rai centroméra kdzelében
(Snape és mtsai. 1985), tovabba nagyobb rekombmagiakorisagot tapasztaltak
a kromoszomaknak azon részein, ahol nagy a gémégége (Gill és mtsai 1996).
A szekvenciak szintjén a gabonafélek genombelrédaiben a retrotranszpozonok
megléte is szerepet jatszik. Dubcovsky és mts@DIP arpa és rizs szekvencidkat
analizéltak, és arra a kovetkeztetésre jutottakgyha jelenlegi gabonafélék
genomjanak evolucidjaban nagy szerepet jatszetiratranszpozonok beépilése és
elszaporodasa a genomban. Hasonlo kdvetkeztetdstak buzaban is (Wicker és
mtsai. 2001).

Az élelmezésben betdltott szerepe miatt, intenzavkerezési és térképezési
munkak folynak a hexaploid buzan, melynek eredmiédye rendelkezéstinkre
allnak részletes RFLP (Chao és mitsai. 1989; Dewssale 1993), valamint
mikroszatellit térképek (Rdder és mtsai. 1998). RELP térképek segitségével
szadmos QTL-t azonositottak (Galiba és mtsai. 199&pe és mtsai. 1997; Korzun
€s mtsai. 1997), azonban a mikroszatellit markdéedthkasznalasaiihik az egyik
legigéretesebbnek a jelenlegi markerezési technk@dil (Plaschke és mtsai.
1995), bar a mikroszatellit markereks@llitdsa id-, €s munkaigényes, azonban
alkalmazasuk egysZer és a mikroszatellitek a genomban egyenletesegy na
szamban fordulnak &l (Weber 1990). A koézelj@ben a markerek kovetkéz

generacioja, az SNP (single nuclotide polymorphisgrasszdien felgyorsithatja
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a nagyfelbontasu térképek készitését, és ezendatakegyakorlati felhasznalasat

(Koebner és Summers 2003).

2.4. Térképezési populaciok

A genetikai térkép elkészitésének elengedhetetdtetéle a megfelél
térképezési populéacié. Ahhoz, hogy egy tulajdonsé@dképezzink, a kiindulasi
sziubket ugy kell kivalasztani, hogy azok genetikailagmegfeleb mértékben
polimorfak, illetve a térképezni kivant tulajdonbag eltébek legyenek. Nagyon
fontos, hogy a széi genotipusok kozotti tavolsag ne legyen tal naggyt ebben
az esetben rekombinéciés zavarok Iéphetnek fetyél ne legyen tul kicsi, mivel
akkor kevés polimorfizmust fogunk kapni.

Tobbféle térképezési populacié ismeretes. A melgfedeképezeési populacio
kivalasztdsahoz figyelembe kell venni a vizsgaltvériy megtermékenytlési
modjat (6nmegporzé, vagy idegen beporzd), a viasgi@mételhdiségének
igényet, illetve a rendelkezésre allétidés citogenetikai hatteret.

Az F,, és Vvisszakeresztezett (backcross, BC) populadkiknyen
hasznalhatok 6nmegporzo fajoknal, mint a buz#&aldéasuk gyors, azonban
alkalmazaséval csak korlatozott szadmua magot nyi@nket illetve egynyari
novények esetében nem tudunk tdbbszords vizsgalaigezni. Ezekben az
esetekben stabilan fenntarthato térképezési papukéad kell dolgoznunk. Ezek
kozé tartoznak a rekombinans beltenyésztett vobhalglkecombinant inbred lines,
RIL), vagy a dihaploid (doubled haploid, DH) voridlal all6 térképezési
populaciék. A rekombinans beltenyésztett vonaldikdtnyolc generacién at tartd
sorozatos Onbeporzassal allitjako,elmely utdn az egyedek gyakorlatilag
homozigotak lesznek, és a kétféle $uill szarmazé kromoszoma szegmenteket
mozaikszeffen hordozzak (Mohan és mtsai. 1994). A dihaploidalakat a sziék
keresztezéséb létrejott R utddnemzedékdd allitjdk elb az R ndvények haploid
gameétaibol szarmazo (pl. portokkultarak) kromoszbméegduplazasaval. A DH

populaciok egyre jobban elterjedtek a gabonafélékogjanak vizsgalataban,
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kulondsen az arpa genom térképezésében (Heun és f1891; Graner és mtsai.
1991).

Ha ebzetes kisérletekib ismert, hogy a vizsgalt tulajdonsagot befolyasol6
gén(ek) melyik kromoszéman helyezkednek el, a fgkéshez egy kromoszémara
rekombinans vonalakbdl (single chromosome reconmbifines) allo térképezési
populacié is hasznalhatd. Az egyik sziggy normal genotipusu vonal, mig a
masik szid egy szubsztiticiés vonal, melynek az 0sszes kroamogja
megegyezik az elsszubével, azonban a vizsgalni kivant kromoszémaja tielye
egy attol eltéf kromoszomat hordoz. Az ilyen vonalakat ugy tesgilbilan
fenntarthatova, hogy az; movényt apai sziként keresztezik egy monoszémas
vonallal, melynek a vizsgalni kivant egyik kromos®ja hianyzik. Ezutdn 41
kromoszOmaszamu genotipusokra szelektalnak. Ezutédot Oonbeporozva a

rekombinans kromoszémat megduplazzak (Law 1966).

2.5. Genetikai markerek

A genetikai marker olyan morfoldgiai tulajdonsagn®tipus), fehérje, vagy
DNS fragment, mely alkalmas a néveny valamilyergkibels) tulajdonsaganak,
vagy biologiai folyamatanak jelolésére. Bbbkovetkezik, hogy a genetikai
markerek az adott novény valamely DNS szakaszangkmon kovetésére
hasznalhatdk, igy ha a névény genetikai allomangekenekkel jol lefedett, azaz
genetikai allomanyanak minden részeén, altalunkigiektalhatd markerek vannak,
egymastol nem tul nagy tavolsagokra, akkor a makkeegitségével a genetikai
alloméany kozel teljes egésze nyomon kovethet

A genetikai marker lehet fenotipusos tulajdonsagrfatdgiai, élettani,
agronomiai tulajdonsag), és lehet valamilyen mdiaks technika segitségével
kimutathato jelleg. Ez utObbiakat molekularis maekaek hivjuk. A molekularis
markerek csoportjaba tartoznak a fehérje, illetv®MNS markerek. A fehérje
markerek kozul az alloenzimek (Markert és Moller53p a legaltalanosabban
hasznaltak. A fehérje markerek szama kicsi, ezzgket a névénynemesitésben
csak szelekcidban, és fajtaazonositasra alkalmazzak
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A leggyakrabban hasznalt markerek a DNS markere&lyek a 80-as
években jelentek meg, majd a PCR-alapu technikakgjetemésével
robbanasszéen elterjedtek (Nagy 1999). d&yik, hogy nagyfokd variabilitast
mutatnak, és a kornyezet, illetve a génkdlcsonbitdaeem befolyasoljak

megjelenéstiket.

25.1. RFLP

A molekularis markerek kozil az egyik legfontosafiddszer az RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism) (Botst&s mtsai. 1980), mely
hamar alkalmazasra kerllt a névénynemesitésbeBug €s mtsai. 1983). Az
RFLP technika segitségével jottek Iétre ad,e}d felbontdsu genetikai térképek
paradicsomnal, és burgonyanal (Tanksley és mt€82)1 A moddszer alapja a
restrikcidés felismaihelyekben meglé&v polimorfizmus. A vizsgalni kivant
egyedekbl tortér5 DNS izolalas utdn a DNS-t restrikcios enzimmel sntig,
majd agar6z gélelektroforézissel szétvélasztjalapok fragmenteket, és szilard
hordozora viszik (Southern-blott). Probakeént, jeldNS-t (genomikus, ill. cDNS
klonok, vagy szintetikus szekvenciak) hibridizalnak fragmenteket hordozoé
membranhoz, majd a jeldlésnek megiédel detektaljdk. Ha egy restrikciés enzim
felismehelyén szekvencia eltérés van két egyed kozottorakk egyik egyed
esetében megvan a felisrdleely, mig a masikban nincs, igy az adott enzim az
egyik esetben képes emészteni a DNS-t, a masikleam. W gélen tortéh
elvdlasztds utdn a membranon kiléribbipsszusdgu DNS fragmentek lesznek a
vizsgalt egyedekben, igy a prébaként hasznélt DNSKkiilonbds méreti
fragmentekhez hibridizal, amit detektalas utan hgsdimorfizmusként lathatunk.

Az RFLP kiforrott technika, melynek ismételésége, megbizhatésaga jo, de
nagyon munka-, ill. idigényes, és nagy gyakorlat sziikkséges hozza. Hatragyg,
hogy fajlagosan draga, és altalaban radioaktivrtaban sziikség hozza.
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2.5.2. AFLP

Bar kisérleteinkben nem hasznaltuk, elterjedtségatt nrmégis emlitést
érdemel az AFLP technika. Az AFLP (Amplified Fragméength Polymorphism;
Vos és mtsai 1995) PCR alapu markerezési eljaraletna holland Keygene cég
fejlesztett ki, és szabadalmaztatott. A moddszersohldan az RFLP-hez, a
genomikus DNS restrikcios polimorfizmusan alapsaikzal a kildnbséggel, hogy
az emésztett DNS szelektiv felszaporitas utan ledvdllasztasra, és detektalasra,
nagy felbontoképességélelektroforézissel, igy kis mennyis$€DNS is elegend
a vizsgalathoz. Az eljaras soran 6ssz-DNS restitkemésztése utan (altalaban egy
sirtin, és egy ritkan vagé enzimmel), a kapott fragnieriténydalé végeihez
kettosszalu adaptert ligalnak, majd az adapter szekdkkai komplementer
primerekkel szelektiv amplifikaciot veégeznek, dslazaporitott fragmenteket nagy
felbontoképességgélelektroforézissel elvalasztjak. A kapott fragied altalaban
dominans jelleiek. A modszer rugalmassaga, és kulobgenomokhoz vald
adaptalhatdsaga abbdl adodik, hogy az amplifik&cian a primerek 3’ végén
elhelyezked ,horgony” toldalékbazis(ok), és a felhasznalt ni&stdos enzimek
kombinacioinak segitségével a felszaporitott fragele mennyisége az
O0sszfragmentek mennyiségének toredékére csokkénthet AFLP tehat a
kilénb6 komplexitasu genomok vizsgalatara egyarant alkalraisd technika.

A mébdszer ismételhésége j0, €és magaban hordozza a PCR-alapu technikak
elényeit (kis mennyiséy DNS szikséges hozza, viszonylag rovid idlatt
kaphatunk eredményeket, radioaktiv technikdk &aubktk). A szelektiv
amplifikacié szintén énye a mdodszernek a random amplifikacios technikakka
szemben. A mar emlitett rugalmassag, és adaptéfmtpedig az AFLP széles

kora alkalmazhatosagat segitbel

2.5.3. RAPD
A RAPD (Random Amplified Polymorhpic DNA) random RC
amplifikacion alapulé markerezési eljaras, melyét kutatocsoport egy dthen
publikalt (Williams és mtsai. 1990, Welsh és Mc@Get 1990). A mbédszer, egy
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nem specifikus primerrel felszaporitott, DNS fragne& hosszanak
polimorfizmusan alapszik. Altaldban egy 10 bazisg@rsszusagu, véletlen
bazissorrenél primert hasznalnak a PCR reakcibhoz, mely a gend®NiS
szekvenciajaban megtalalja a komplementer szek&@n@llentétes orientacioban,
eés igy 200 és 2000 bazispar hosszusagu merettaryomébelil szaporit fel
fragmenteket, melyek agar6z gélen elvalaszthatélprifer révidsége miatt, a
PCR reakci6é egyéb korulményei sem specifikusak. A% R technikaval altalaban
dominans markereket kapnak.

A mobdszer dinye, hogy egyszér gyors, szinte minden genomon
alkalmazhatd, kis mennyis&€dNS is elég a vizsgalathoz, és nem igény&teates
szekvenciaismeretet a markefdlitasa.

A RADP mobdszer hatranyableg a nem specifikus amplifikaciébdl adédnak,
emiatt az ismételhéség érdekében nagyon pontosan kell reprodukalni az
eredetileg hasznalt PCR kériilményeket (primer, é5"Moncentracié, annealing

homérséklet, DNS mennyisége, és fisége).

2.5.4. Mikroszatellit (SSR) markerek

A mikroszatellitek, mas néven egysieszekvenciaisméitiések (Simple
Sequence Repeats, SSR) az eukariéta genomra jéllamdabilis szekvenciak,
melyek 6 nukleotidnal révidebb szekvenciak tandemétbdései. Az ismétlések
szama 5 és 30 kozott valtozhat, genotipustold@ggA mikroszatellit szekvenciak
a genomban egyenletesen oszlanak el (Weber 1990)s#onylag nagy szadmban
fordulnak eb, funkcidjuk nem tisztazott. Novényekben ConditHasbell (1991)
vegeztek diszor kisérleteket mikroszatellitekkel, "ujjlenyorha&nalizisekhez
pedig Weising és mtsai. (1991) alkalmaztakésebr. Széja szekvenciak
vizsgalataval Morgante és Olivieri (1993) kimutkitéilogy névényekben az AT
ismétbdések vannak jelen a legnagyobb gyakorisaggal, mbsékben nagy
gyakorisaggal éforduld6 AC ismetbdésekkel szemben. Markerezési
alkalmazhatésaguk genotipusonként éjtéagyfoku variabilitdsukbdl fakad, mely
az isméds motivumok szdmanak eltérésdib adodik. Kimutatasuk
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legegyszdaibb mobdja, a mikroszatelliteket hatarolé szekverraakervezett
primerekkel tortéé |O0kuszspecifikus amplifikacio, és kapott 100-308zispar
hosszusagu termék nagyfelbontasu szekvenaldgétEmidelvalasztasa. Mivel a
legtbbb esetben a polimorfizmus néhany bazispaitgiesibl adodik, ezért fontos
a preciz, akar bazisparonkénti elvalasztas, hogyilanbségek kimutathatdéak
legyenek. A mikroszatellit markerek kodominansggilmarkerek.

Az amplifikdcidhoz szikséges primerelbd@litasdhoz sziikséges a hatérold
régiok szekvencidinak ismerete, ezért azokat gdnmni konyvtarakbdl
azonositjak, kiemelik, majd a pozitiv klobnok szek&kdsa utan I6kuszspecifikus
primereket terveznek a repetitiv szekvencidkat rbkiarégiokra, és ezekkel a
primerekkel torténik majd az adott régié szelektiplifikacioja.

A modszer hatranya, hogy a mikroszatellit markexiékllitasa idigényes és
draga eljaras, illetve a primerparok altaldban peg#fikusak. Ezt azonban
ellensulyozza szamosdéelye, mivel az analizis nagyon gyors, j6l reprodh&td,
€s nagyon nagy a variabilitasuk.

2.6. Kapcsoltsagi térkép

A novénynemesitésben és a genetikaban az egyikedlapél, hogy a
tulajdonsagokat meghatarozé gének kromoszomalialifdicidjat, és egymashoz
viszonyitott sorrendjiket meg tudjuk hatarozni.eEaz egyik modszer a genetikai
térképezés, melynek Morgan (1910), és SturtevadiJ3)jLDrosophilan végzett
kisérletei teremtették meg az alapjat (Kiss és &nd®99; Kaldé 2000).
Megfigyelték, hogy vannak bizonyos tulajdonsagolelyek egyiittes éfordulasi
gyakorisdga az utodokban nagyobb, mint az varhatt Ez azt jelenti, hogy a
tulajdonsagok nem minden esetben &fdkkek flggetlentl, hanem koztik
kapcsoltsag lehet. Sturtevant azt is megfigyeltegyha kapcsolt tulajdonsagok
kombinalédhatnak, azaz a s@#ketsl eltérs kombinéciok jelenhetnek meg az
utodokban, tehat a tulajdonsagokat hordozé génekdtkdrekombinaciok
torténhetnek. A gének kozott kewekombinacios gyakorisag, aranyos a gének
tavolsagaval, és a legnagyobb val6gzéy (maximum-likelihood) modszer
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alkalmazasaval becsulléetneg (Allard 1956; Ritter 1990; Kiss és Endre 1999)
rekombinacié az ivarsejtek kialakuldsakor, a maidgoran lejatszodérossing
overek kovetkezménye, melyek a teljes genombadreehem prediktalhato
helyeken, és gyakorisaggal kovetkeznek be. A gék@kodtti, rekombinacios
gyakorisdg felhasznalasaval szamolt, tavolsagoképéavolsagnak hivjuk, és
centimorganban (cM) fejezzik ki. Az 1 centimorgandaisag 1%-o0s rekombinacios
gyakorisagnak felel meg. Mivel két, nagyobb tavglstn lew, gén kozott
tbbbsz6ros crossing overis torténhet, melyek torzithatjak a rekombinacios
gyakorisagot, ezert térképfuggveny felhasznalasavephatunk pontos
térképtavolsagokat, mivel az figyelembe veszi d$ibros rekombinaciokat is. A
leggyakrabban haszndlt térképfliiggvények a Haldangs, a Kosambi-
térképfliggvények (Haldane 1919; Kosambi 1944).

Ahhoz, hogy genetikai térképet Aallitsunké,elszegregald térképezési
populaciéra van szikségunk. A térképezeési popul&ggedeinek meg kell
hatdrozni genotipusat a térképezni kivant markelekkmelyek lehetnek
morfologiai, vagy molekularis markerek. A genetikanalizis soran meg kell
hatarozni  markerparonként a rekombinacios gyakgoisa amelyil
térképfiggvenyek segitségével a koztiukolegrképtavolsag kiszamithatd, majd
harompontos térképezésekkel megallapithaté a mekkegymashoz viszonyitott
elhelyezkedése. A kdz6s markereket tartalmazo h@waios terképek atfedéseivel
kapjuk meg a kapcsoltsagi csoportokat, és a gémekrgljét. A génsorrendet, és a
térképtavolsagokat grafikusan abrazolva kapjuk wégil a genetikai térképet. Ez
az eljaras bonyolult és hosszadalmas szamitasakddlmaz, de ma mar
rendelkezéstinkre allnak fejlett, kénnyen kezélhszamitdogépes programok
(MAPMAKER, JoinMap, MapQTL, QTL Cartographer), meky segitségével a
szamitasok gyorsan, és nagy megbizhatésaggal ehefife Egy masik, praktikus
modja a markersorrend abrazolasanak a szintérkigs @6 mtsai. 1998), amely
egyszeii eljaras, és jol hasznalhatdé genetikai térképezédbakeresésre és adott

genotipusu egyedek valogatasara.
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2.7. QTL analizis

A kvantitativ 6rokbdédi tulajdonsagok (quantitative trait loci, QTL) posto
tanulmanyozadsa nem lehetséges a klasszikus Meayeladtika eszkoztaraval,
mivel ezek a tulajdonsagok altaldaban tobb gén dyemdsa alatt allnak, és
megjelenéstuket jeletgen befolyasolhatja a kérnyezet hatasa. Mivel mdsetett
novények szdmos tulajdonsaga kvantitativ Gdést mutat, ezért vizsgalatuk nagy
fontossagu, azonban ehhez sziikséges a molekuldremek alkalmazasa, és ezzel
egyidejileg a megfelél biometriai eljarasok kifejlesztése.

A legegyszeibb biometriai eljaras a marker szerint képzett osofon
végzett egyszérvariancia analizis (ANOVA) (Soller és mtsai. 1978Y eljaras
soran a populacio egyedeit a marker eloszlas szesoportositjak, majd a
vizsgalni kivant tulajdonsag, csoportokhoz rendéiotipusos atlagértékeivel
variancia analizist végeznek, aminek a segitségéweghatarozzak, hogy mely
csoportok kilénbéznek egymastdl szignifikansanzigrsfikans eltérés jelzi, hogy
az adott marker kapcsolt a tulajdonsaggal. Regessmalizissel a marker és a
QTL kozti kapcsolat kozelsége szamsizgihet. Bar az eljaras egysigrazonban
szamos hianyossaga van (Lander és Botstein 19881 a QTL nem pontosan a
marker |6kusznal talalhatd, akkor a QTL és a matékusz kozott rekombinacio
fordulhat eb, melynek gyakorisaga a tavolsaggél gy a QTL hatast jeleésen
térképen, csak a markerhez kapcsoltsagot allapiteg, igy nem tudunk
kuldnbséget tenni a szorosan kapcsolt kis hataskl, @3 kevésbé kapcsolt nagy
hatasu QTL kozott, ¢) az eljaras nem ad informéazigtarkerhez kapcsolt QTL-ek
szamarol, d) markerhez nem kapcsolt, szegregalo-€XTjelenléte névelheti az
alap varianciat, igy a vizsgalt QTL-t a ténylegésalacsonyabb val6sziséggel
detektaljuk.

A hibdk ellenére a mobdszer kivalban alkalmas QTLtekidlasra
elokisérletekben, illetve amikor nem all rendelkezésszletes kapcsoltsagi térkep
(Haley és Knott 1992).
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Az elsbb emlitett hianyossagok jO részét kiszaz egyszdr intervallum
térképezéssel (Simple Intervall Mapping) to&épiTL-analizis (Lander és Botstein
1989). A regresszids analizibteltéoen, az egyszér intervallum térképezés
lehetivé teszi a QTL-ek nagy pontossagu becslését a nekiead lefedett teljes
genomi région. A modszerhez j6 felbontasu, pontgeckoltsagi térkép szukséges,
amely ennek felhasznélassal valofigéyi becslést ad a QTL pozicidjara, és a
hatasara LOD érték segitségével. A LOD a likelihagatdo (LR) 10-es alapu
logaritmusa. Egy adott genomi poziciora szamolelifood ratio a feltételezett
QTL meglétének maximalis valésisege / a feltételezett QTL hianyanak
maximalis valoszitisége. A LOD érték tehat szamdidti, hogy a megfigyelt
adatok bekovetkezésének valossiége mennyivel nagyobb, ha az adott helyen
egy QTL van, mint ha nincs. A LOD eérték minden egyeentimorganra
kiszamolhat6 a kapcsoltsagi térkép teljes hosszaizaezeket az értékeket a térkép
pozicidk fuggvényében abrazolva kapjuk meg a QTlbszniségi térképet (QTL
likelihood map).

A LOD érték teszt statisztikaként hasznalhaté anmakipotézisnek a
tesztelésére, hogy az adott pozicibban QTL vannjelehhez egy LOD
kiszobérteket kell megadnunk, a Kis® kivant fals pozitiv szintnek megfebein.

A null hipotézisiinket, hogy az adott pozicibbancean szegregdldo QTL, csak
akkor vethetjuk el, ha a LOD érték az adott poriamomeghaladja a kiiszobértéket.
A LOD kuszobértek megallapitasahoz figyelembe kelhni a vizsgalt genom
méretét, a kapcsoltsagi csoportok szamat, a marlszd@mat, és elrendéesét a
kapcsoltsagi csoportokon belil, és a térképezésilpoio tipusat.

Az egyszei intervallum térképezés a QTL-ek nagy pontossagislbsét
teszi leheivé, azonban csak akkor ad megbizhatdé eredménw, p@pulacié az
adott kvantitativ tulajdonsagban nem tartalmaz ébywbb QTL-t a vizsgalt
hatasanak becslésekor téves adatokat kaphatunk (®@1; Knott és Haley 1992;
Martinez és Curnow 1992), példaul két ellentétesdiakapcsolt QTL kiolthatja
egymast, igy egyiket sem tudjuk kimutatni. Tobbmnleapcsolt QTL jelenléte is
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kedvedtlenul befolyasolhatja azok detektalasat. Ahhozgyh@gy populacion
egyszerre tobb szegregald QTL-t analizdljunk nagnt@ssdggal, Osszetett
intervallum térképezést (Composite Intervallum Magp kell alkalmaznunk
(Jansen 1993; Jansen 1994; Jansen és Stam 19¥19@4). Ez a megkozelités
az egyedi QTL-ek intervallum térképezéssel valonaszdasabol, és a vizsgalt
intervallumon Kkivul taldlhatd markerekkel toréémegressziés analiziéb all,
melynek segitségével meghatarozhaté a QTL hatasaeazallumon kivdl, igy a
QTL helye, és pozicioja az intervallumon belll nalgy pontossaggal becstilbet
meg. Jelenleg tobb szamitdégépes programcsomagriee®] melyek segitségével a
QTL analizis pontosan, és gyorsan végrehajthatd_(Qdrtographer, PLABQTL,
MapQTL, QTL Cafe, stb.).
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Viragzasi idét és fagyftirést befolyasold gének térképezése a buza 5B
kromoszoman
3.1.1. Térképezesi populaciok

Kisérleteinkhez két buza térképezési populaciotzidtunk. Az el§
térképezési populacié 61 darab egy kromoszémaranteikans vonalbdl all,
melyek Chinese Spring (CS) és a Chinese Spring y@ime 5B) szidk
keresztezéséb szarmaznak. A masik térképezeési populacié 76kegmnoszomara
rekombinans vonalbdl all, mely a Hobbit és HobBihihese Spring 5BL) széktdl

szarmazik.

3.1.2. Viragzasi id meghatarozasa

A Chinese Spring (CS) és Chinese Spring (CheyenBg $&zubk
keresztezéséb szarmazd térképezési populacido esetében a Chisgsang
genetikai hattér miatt minden vonal hordozza a d4av&'r-D1 allélt az 5D
kromoszoman, emiatt minden rekombinans vonal vikagernalizacio hianyaban
is, azonban a virdgzasi dden megley kiulonbségek dként a Vrn-Bl
allélvariacioinak tulajdonithatok, ugyanis a ChimeSpring 5B kromoszoma
vernalizaciora érzéketlen (lévén tavaszi bu2d)n-Bl, allélt hordoz, mig a
Cheyenne 5B kromoszdma vernalizaciora érzékenyerlészi buza), wn-Bl,
alléllel rendelkezik. Ennek megfetein minden rekombinansbdl 10 vernalizalatlan
noveényt, illetve a szil kontrollokat neveltiink névénynevekamraban, 16/8 6ras
vilagos/sotét ciklusban; 28C-on, random elrendezésben. Ezzel szemben, teljes
vernalizaciot koveéten a virdgzasi itben lew kilonbségek vernalizaciora
érzéketlen I6kuszok hatdsanak tulajdonithatok (Régh lokuszok). Az 5B
kromoszéman elhelyezkédkoraisagi 16kuszok kimutatasara a Hobbit (Chinese
Spring 5B) rekombinans szubsztiticidés vonalak ngydehbsl 5 vernalizalt (6
hétig 6°C-on, 8/16 6ras nappal/éjszaka ciklusban nevekEn, illetve a szidi
kontrollokat neveltink névénynewekamraban, 16/8 éras vilagos/sotét ciklusban;
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20°C-on, random elrendezésben. Minden egyes novémyedtéleztik a virdgzasi

id6t, amit a vetésl, az el$ kalasz kibujasaig szamitott napok szama ad meg.

3.1.3. Hidegedzés és a fagyallosag tesztelése

A Chinese Spring és Chinese Spring (Cheyenne Si@sktezésti szarmazoé
térképezési populacid (57 vonal) hidegsének tesztelését Sutka (1981) altal
kidolgozott mddszer szerint végeztik, vonalankédt nbvénnyel, randomizalt
elrendezésben. Ennek soran as éldétben a névenyeket folyamatosan cstéken
homérsékleten és megvilagitasban neveltiik. A 6. &véins2°C-os nappali és -2C
-0s éjszakai émérsékleten hidegedzettilk a névényeket 20 orasitagiassal. Az
edzés folytatasaként @mérsékletet £C /6ranként -4£C -ra csokkentettiik, és a
novényeket két napig sotétben tartottuk. Ezutatémdra névények fagyasztasa —
11, és —12C -on. 24 6ras, sotétben tortént fagyasztas utiddnmeérsékletet 2C
/oranként +1°C -ra emeltik, és a novényeket 15 6ra hosszan azkifokon
tartottuk. Regeneracio céljabdl a névényeket 18gnap°C nappali/15C éjszakai
homeérsékleten 14 Orads megvilagitassal neveltik, raajdgeneracié mértékének
megfeleben bonitaltuk 0-t6l 5-ig terjed skalan, ahol az 5-6s érték a teljes

regeneracidnak felelt meg.

3.1.4. DNS izolalas

A térképezesi populacio tagjaibol novényenkéntfiisy tomeg levélmintat
hasznaltunk DNS izolalas céljara. A leveleket fabydy nitrogénben finom porra
dorzsoltuk, és 50 ml-es @se helyeztik. A mintdhoz 20 ml ,S” puffert (100 mM
Tris.Cl pH 8,5; 100 mM NaCl; 50 mM EDTA pH 8,0; 2 8DS), és 10Qul 10
mg/ml-es Proteindz K-t adtunk, majd finoman Ossrekék, és 65°C -on 1-2
oraig inkubaltuk. Az inkubalas utan 20 ml fenolfidtormmal extrahaltuk a
mintakat, és 2000 rpm-en 20 percig centrifugaltdi&zasok szétvalasztasa céljabol.
A vizes fazisbdél 0,6 térfogat izo-propanol hozz&ddal csaptuk ki a
nukleinsavakat, és a csapadékot horogga hajliattelar-pipetta felhasznalasaval
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halasztuk ki, majd 70 %-os etanollal mostuk és hdgymegszaradni. A

megszaradt csapadékot 5 ml Tris-EDTA pufferben 8B teljesen feloldottuk, 10
ul 10mg/ml-es RN-az oldatot adtunk hozza, és°G7on 1 6raig inkubaltuk az
egyszali RNS molekulak emésztése céljabdl. Ezutaagiamételtik a

fenol/kloroformos extrakciét, majd a vizes fazisliél0 térfogat 3 M-0s natrium-
acetat (pH 5,2), és 2 térfogat 96 %-0s etanol red&saval kicsaptuk a DNS-t. A
csapadékot ismét hajlitott Pasteur-pipetta segitsdghalasztuk ki, etanollal
mostuk és megszaritottuk. Szaradas utdn TE puffeolsottuk vissza a DNS-t,

majd 1 %-0s agar0z geélen eldgiztik a mirbségét és meghataroztuk a

“ sz

3.1.5. Mikroszatellit analizis

Az 5B kromoszoma genetikai téerképét SSR markergkssgével készitettik
el a CS x CS(Cheyenne 5B) keresztegkbsbarmazo térképezési populacion, mig a
Hobbit x Hobbit (CS 5BL) keresztezédlszarmazo térképezési populacio esetében
SSR és RFLP markereket hasznéltunk. Az RFLP adatgkkeépezési populacion
korabban végzett kisérletekbszarmaztak (Zhang és mtsai. 1998). Az 5B
kromoszoma-specifikus SSR markerek kivalasztasaRER reakciot végeztink a
térképezési populacié ssinek DNS-ével, mint templattal, illetve a kivalasttt
mikroszatellit primerekkel. A PCR reakciét PTC-2BPBNA Engine Tetrad (MJ
Research) készulékkel, 18 vegtérfogatban végeztik, amely 146 10x PCR
puffert (Invitrogen), 0,4al 50mM-os MgC}-ot (Invitrogen), 1ul 2mM-o0s dNTP-t
(Invitrogen), 1,p 2uM-os mikroszatellit primer keveréket, 0,35 unit Taq
polimerazt (Invitrogen) és 100 ng templat DNS-taknazott. Az egyes primer
parokhoz tartoz6 PCR paramétereket és primer kaus [mérsékleteket a
markerek kifejlesdtinek korabban publikélt adatai szerint alkalmaz{Rkder és
mtsai. 1998; Wheat Microsatellite Consortium). A HRPC termékeket
szekvenaldgélen (Savant Instruments, Inc.) valdsktoel, és ezustfestéssel
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detektaltuk standard modszer szerint (Bassam éai.ni891). A sziflk kozott

polimorfizmust ado probakkal teszteltik a térkégepépulacio tagjait.

3.1.6. Kapcsoltsagi térkép készitése es QTL analizis

A kapcsoltsagi terképet JoinMap (Stam 1993) prognah@llitottuk 6ssze, és
a rekombinacios frekvencidkbdl a Kosambi térképlidmy segitségével kaptuk
meg a térképtavolsagokat centimorganban (cM) (Kbsd®44)

A QTL analizist edszor a QTL Cafe http://sunl.bham.ac.uk/g.g.seajon

programmal végeztik, mely ANOVA, egyséentervallum térképezés (Haley és
Knott 1992), és marker regresszio (Kearsey és Hy994) funkcidkkal
rendelkezik. Az igy lokalizalt, feltételezett QTk-eneglétét dsszetett intervallum
térképezéssel (Jansen és Stam 1994)sitetttk meg, MapQTL szoftver
segitségével.

A szamitbgépes adatok eltenése céljabodl szintérképezést végeztink a Kiss
€s mtsai. (1998) altal leirt moédszer alapjan.

3.2. PCR-alapu markerek kifejlesztése fagyiir 6 genotipusok szelekcidjara
arpa 5H kromoszéman
3.2.1. Noveényi anyag

Kisérleteinket kulonbdy fagytirédi 6szi és tavaszi arpa fajtdkon és
vonalakon végeztik, melyeket a Kisérleti Gabondkutdntézet (Istituto
Sperimentale per la Cerealicoltura, Fiorenzuola )(PMalia) genotipus
gyijteményébl valogattunk 6ssze. Az &ltalunk vizsgalt genotgdukivalasztasa
korabban elvégzett tobb éves szantéfoldi tesztekzRés mtsai., 1994; ill. nem
publikalt adatok) alapjan tértént, melyek soran haggrozasra keriltek a
genotipusok novekedési jellegei, ill. fagndsik. Az Eredmények fejezetben, a 3.
Tablazatban lathatok a vizsgalt genotipusok, ésgyes genotipusokhoz tartozo
novekedeési jellegek, ill. fagytési értékek. A kivalogatasuk ugy tortént, hogy
egyarant vannak koztuk fadiy6 (15 db), és fagyérzékeny (13 db) genotipusok. A
fagyérzékeny genotipusok kozott talalhadéki és tavaszi genotipusok is, abbdl az
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okbdl, hogy olyan markereket talaljunk, melyek t#sr a fagyirési jelleghez
kapcsoltak, nem pedig a novekedési jelleghez. Bréhlegy egyedi genotipus
(Pilastro) is bekertlt a genotipus tesztijtgménybe, mely Olaszorszaghészi
arpakeént van regisztralva, azonban nagyon fagyemge{Rizza és mtsai., 1994). A
teszt kollekcio Osszedllitasanal figyeltink arrg Isogy két-, és hatsoros
genotipusok egyarant szerepeljenek benne, illeharepeljenek benne fajtak,
tajfajtdk (Turkey 166, Populazione Scandella), n&bdsi vonalak (VRH422), és az
egyes genotipusok eredete is kiuloribiégyen.

3.2.2. Fenotipizélas (FFmn paraméter meghatérozasa)

A kivalasztott genotipusok fagytsének kontrollalt korilmények kozott
tortérd, gyors meghatarozasara egy fiziologiai parameterfigynevezett A,
erték meghatarozasat vegeztik el. A néveények tokiamiai rendszerének (PSIl)
fagyds altal okozott tkddésbeli valtozasat a PSIl  maximalis
kvantumhatasfokdnak meghatarozasaval allapitottelg, nmely a sotétadaptélt
noveény valtozé () és maximalis (k) fluoreszcenciajanak aranya/f,) (Butler
és Kitajima 1975). A méréseket Rizza és mtsai (R@Al leirt modszer szerint
végeztik 3 ismétlésben PAM2000 (Walz, Effeltrich,er@any) tipusu
fluorométerrel. A modszer alkalmassagat a faghg indirekt meghatarozasara zab
esetében mutattak ki Rizza és mtsai (2001), ilm rublikalt adataink szerint

arpaban is j6 korrelacio volt megfigyelbet fagytirés és az [, értekek kozott.

3.2.3. DNS izolélas

A DNS izolalashoz 300 mg friss levelet hasznalturdom hetes arpa
novényekbl. A leveleket folyékony nitrogénben finom porrarttik, majd total
DNS-t izolaltunk Nucleon PhytoPure Genomic DNA Extion kit (Amersham)
felhasznalasaval, a gyarté Utmutatasait kovetve.
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3.2.4. Primer tervezés és PCR analizis

Kisérleteinkben 16 RFLP markert hasznaltunk, medyek blaza 5A, és az
arpa 5H kromoszomajan &cgl(psb89, psh85, psr911, psr637, cdpslfetve az
Frl (cdo504, wg644, psr370, psr426, psrl64, aba2-psr2@2b465, bcd450,
cdo353, abg702, psrlibegiokra terképeztek. A probak bazissorrendjdivagos
adatbazisokbdl, illetve psr probak esetében prof. M.D. Gale (John Innes Centre
Norwich, UK) segitségével szereztilk meg. A szekieadatok felhasznélasaval
specifikus, 20-27 bp hosszusagu, primerparokaeiivmk, PC Gene szamitogepes
program segitségével. Hét probanalgb44, cdo57, psr9ll, psr637, psr370,
bcd450, cdo353a teljes RFLP klonok szekvencidinak hianyabanlikaip, nem
atfedd szekvenciak alltak rendelkezésiinkre, melyek agekionok 5, illetve 3’
részét fedtek le. Ezekben az esetekben mindkét vemeldra terveztiink
primereket.

A PCR reakciokat 2@l vegtérfogatban végeztik, amely 1,5 mM Mg6l,
0,25 mM dNTP-t, 0,24M primert, 0,25 U AmpliTag Gold polimerazt (Applied
Biosystem), 1x PCR puffert és 20 ng templat DN&rtaimazott. A reakciokat 6
perc 94°C-os denaturaciéval kezdtiik, amit 35 PGdRusikovetett (92C, 1 perc;
55°, vagy 60°C, 1 perc; 72°C, 1 perc), végll 6 eerterminalis DNS szintézis
kovetkezett 72°C-on. A PCR reakciokat PE9600 (AgapBiosystem) készuléekkel
vegeztuk. Az optimalis primerkapcsolodaginiérséklet primerparonként eldér
volt, a két STS polimorfizmus esetében a pontoadrseklet, illetve szekvencia az
1. Tablazatban talalhato.

1. Tablazat: A wg644_3és gpsr637FRFLP prébakhoz tervezett primerek hossza, szelkdjanc
optimalis kapcsolasidmérséklete és a kapott fragmentek varhatd hossalisag

RFLP Ki6n | Primer név | 10552 Szekvencia (5'-3") T,(0) | T, (°C) Termek mérete
(bp) (bp)
WG644_3 WG644 _3F| 22 CTACGACAAACCTTTCGGAACG 54 56 215
WG644_3R| 20 GAATTTACGCACGACAGCCG 56
PSR637F | PSR637FF| 27 |AGACTGGGAGCATGGACTAACATCTGG g 62 282
PSR637FR| 27 |AACATTAGGTGATGAGAAAAAGGAGCC 59
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Az amplifikacios termékeket BioRad Sub Cell mod.2 18pusu futtato
kadban, 2,5%-0os agar6z gélen (Gibco), 100 V-os tkoss feszlltségen

valasztottuk szét, és etidium-bromiddal detektaltuk

3.2.5. RAPD analizis
Vizsgalataink soran, genotipusiggmeényinkon teszteltik &PA17RAPD

markert is, mivel korabbi eredmények azt mutatf@dgy ez a proba szintén az 5H
kromoszoma hosszu karjan helyezkedik el (Pecchésnimtsai., 2001). A PCR
reakciot 20ul végtérfogatban végeztik, amely210x PCR puffert (Invitrogen),
0,6 pl 50 mM MgCb-ot, 0,2l 10 mM dNTP-t (Invitrogen), 0,3l 10 uM OPA17
RAPD primert (5'-GACCGCTTGT-3'"), 0,al 5U/ul Taqg polimerazt (Invitrogen),
és 20 ng templat DNS-t tartalmazott. Két perce<9d$ denaturacio utan, 46 PCR
ciklus kovetkezett (94°C, 1 perc; 30°C, 1 perc;@22 perc), majd 10 perc 72°C-
os termindlis DNS szintézis. A PCR termékeket BbSab Cell mod. 192 tipusu
futtatd6 kadban, 2,5%-0s agar6z gélen (Gibco), 160s\konstans feszlltségen

valasztottuk szét, és etidium-bromiddal detektaltuk

3.2.6. PCR termékek genetikai térképezése

A wg644 és apsr637 polimorf STS markereket, illetve &@2PA17 RAPD
markert arpan térképeztik, hogy a kromoszomalialip&ciojukat meghatarozzuk,
€s megvizsgaljuk esetleges kapcsoltsagukat tiaggit QTL-ekhez. Ebl a célbal,
a felszaporitott polimorf DNS fragmenteket 136 adfzaploid vonalon teszteltik,
melyek a Nure x Tremois keresztezélsbzarmaztak. A kapcsoltsagi térképet a
MAPMAKER szoftvercsomag DOS 3.0 verzi¢javal végéz{liander és mtsai.,
1987), és kiszobértékként 3.0-as minimum LOD éttidaisznaltunk.
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4. EREDMENYEK

4.1. Viragzési idét és fagytirést befolyasolo gének térképezése a blza 5B
kromoszoman
4.1.1. Vrn-B1 térképezése

Az elss térképezési populacio szlleinek atlagos virdgzdsie nem
vernalizalt korilmények kdzott 7@;8,97 nap volt a Chinese Spring és #3,68
nap a Chinese Spring (Cheyenne 5B) esetében. Ami@kdns szubsztitlcios
vonalak viragzasi ideje a 66,4 naptdl a 88,4 nagigd tartomanyba esett. Ez az
adatsor transzgressziv szegregaciot mutatott, élyellentétes hatasu I6kusz
jelenlétét valbsziisitette.

A szubk kozott 9 SSR marker mutatott polimorfizmust az IfBmoszéma

Intervallum térképezés

Vrn-B1 ——,

|, «— Eps-5BL

F-érték variancia aranya
o R N W b aa o ~N o]

AN .

1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51 5 61 66 71 76 81 86 91

Pozicié (cM)
Xwmc73 Xgwm213 Xgwm499 Xgwm639 Xgwm408 Xgwm604 Xwmc235
Xgwma371 Xgwmb54
<+— Centroméra Teloméra—p

1. &bra: A virdgzéasi id QTL valoszitiségi gorbéje (F-érték variancia arany;,E2,63) az 5l
kromoszoma hosszu karjan a CS x CS (Cheyenne 5R¢pEzési populacionA ndvényeke
vernalizacio nélkdl neveltik.

A tavolsagok az Xengelyen, centimorganban lathatdk a bal oldalikesd$l szamolva. A markere

az X-tengely alatt vannak feltiintetve
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hosszu karjan, melyeket leteszteltiink a térképgad@sulacio egyedein is. Az 5B
kromoszOma hosszU karjanak genetikai térképe 92 feMett le (1. dbra) 12 cM
atlagos tavolsaggal az egyes markerek kdzott. Adggobb hézag 21 cM, amely
azXgwm408 ésXgwm604SSR lokuszok kozott helyezkedett el.

A QTL Café-vel elvégzett marker regresszidos és agisintervallum
térképezéses analizissel két, viragzasit idefolyasolo, QTL elhelyezkedését
sikerilt meghataroznunk, melyet az 6sszetett intkmn térképezés is med@sitett
(2. Tablazat). Az elglleges QTL az 5B kromoszoma hossz( karjan, disatali
helyezkedett el, 78 cM-ra a centromérahoz térkép&®R markerekt, szorosan
kapcsoltan axgwm604l6kuszhoz, és disztalisan Xgwm408l6kusztél. Ennek a
QTL-nek az additiv hatasa 1,76 nap volt, és a fpnebs variancia 10,7%-t
magyarazta. A kés allélt a Cheyenne 5B kromoszémaja hordozta.

Roder és munkatarsai (1998) kimutattak, hogXgam604 és azXgwm408
mikroszatellit I6kuszok az 5-6s csoport kromoszdnsziorosan kapcsoltak
2. Tablazat: A CS x CS Cheyenne 5B) és a Hobbit x Hobbit (C$ &&ombinans szubsztiticios

vonalakbol all6 térképezési populacion végzett Qanmalizis (MQM mapping): a QTL-hez
legkdzelebbi marker, a QTL additiv hatasa és atfpusos variancia hany szazalékat magyarazza.

Legkdzelebbi Additiv Fenotipusos variancia hany

Tulajdonség , RPN .
b marker hatés szizalékat magyaradzza

CS x CS (Cheyenne 5B) populacio (* Cheyenne allkéstsbbi viragzast és nagyobb fadyést
okoznak)

Virdgzasi id Xgwm604 1,76 nap* 10,7
Xwmc73 1,49 nap* 8,2

Fagyfirés (-12C) Xgwm639 0,53 egység* 31,4
(-12C) Xgwm639 0,33 egység* 12,0

Hobbit x Hobbit (CS 5B) populacié (* Hobbit alléé&bbi viragzast okoz)

Virdgzasi id Xgwm499 1,21 nap* 5,7

(9,7 cM, és 4,5 cM) axXcdo504-5BRFLP l6kuszhoz. A homeol6gcdo504-5A

RFLP I6kusz az 5A kromoszOma hosszu karjan szordsgtsolt aVrn-Al
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vernalizacios génnel (Galiba és mtsai. 1995). Hegybe véve az 5-6s homeoldg
csoport kromoszémainak hasonlésagat, ez az 5B lgpdnoan talalt QTL &rn-
B1 génnek felelhet meg.

4.1.2. Koraisagi lokuszok térképezése

A Chinese Spring/Cheyenne 5B populacion talalfgaasi idt befolyasold,
masodlagos szegregaldé QTL kevésbé kifejezett, dgnifkans hatasunak
mutatkozott. Az additiv hatasa 1,49 nap volt, éereotipusos variancia 8,2%-t
magyarazta (2. Tablazat). Ez a QTL a centromérdtizel, azXwmc73 SSR
I6kusszal kapcsoltan helyezkedett el (1. abra).aKbr, arpan végzett térképezési
kisérletekkel kimutattak egy koraisagip9 QTL jelenlétét homeoldg pozicidban
(Laurie és mtsai. 1995, Snape és mtsai. 2001)t &dtdteleztik, hogy az altalunk
talalt QTL is egyEpslokusz, és &ps-5BLnevet adtuk neki. Ennek a hipotézisnek
az alatamasztasara, a Hobbit x Hobbit (Chinesen§pEBL) keresztezésb
szarmazd, teljesen vernalizalt térképezési popublicagzasi idejét vizsgaltuk

A két szlb atlagos viragzasi ideje 88,6 nap volt a Hobbit, és 88,7 nap
a Hobbit (Chinese Spring 5BL) esetében. A rekomisnszubsztiticiés vonalak
viragzasi ideje a 77,6 naptol a 102,7 napig térjatomanyba esett, tehat szintén
transzgressziv szegregaciot mutatott, legalablellatitétes hatasu I6kusz meglétét
jelezve.

A szubk kozott 9 mikroszatellit, és 5 RFLP marker mutapmtlimorfizmust,
ezekkel tesztelttk a Hobbit x Hobbit (Chinese SpriBBL) rekombinans
vonalainkat. Az 5B kromoszoma hosszu karjanak giaaieerképe 68 cM-t fedett
le, a markerek kozotti atlagos tavolsag 6,8 cM ¥Bltabra). AzXcdo504RFLP
I6kusztdl proximélisan egy 22 cM nagysagu markeetléitoltetlen hézag volt.
Roder és munkatarsai (1998) eredményeivel 6sszhanghz Xcdo504-5Bés
Xgwmd® lokuszok kozotti szoros kapcsoltsag (2 cM) mésgjgest nyert. Az
Xgwm604SSR markert nem tudtuk térképezni ezen a populacidvel az nem
mutatott polimorfizmust a szthk kozaott.
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Bar a transzgressziv szegregacio arra utalt, hedfsxirileg két ellentétes
hatasu I6kusz szegregal ebben a populaciéban, a @alizissel (egyszier és
Osszetett intervallum térképezés) csak egyetlemragzasi idt befolyasolo, QTL
jelenlétét sikertlt kimutatni (2. Tablazat, 2. dbramely a centromérahoz kozel
(kb. 16 cM), és azXgwm499 SSR lokuszhoz kapcsoltan helyezkedett el, és

valésziriisithet, hogy egyEpsldkuszrél van sz6. A QTL-nek az additiv hatasa 1,2

Intervallum térképezés

5
<+«—— Eps-BL
g
2 41
‘e
©
©
g 3
c
.8
S 2
X
g
R)
L1
1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56 61 66
Pozici6 (cM)
Xwmc73  [Xgwm213 Xgwm499 XcdoSOA‘ Xwmc75 Xcdo457 Xwmc235
Xgwm408

Xpsrl28 Xgwm371  Xgwm639 Xgwmb554
Xpsr637 Xpsr911

<«— Centroméra Teloméra—»
2. dbra: A virdgzasi id QTL valosziriségi gorbéje (F-érték variancia arany;,£3,34) az 5l
kromoszoma hosszu karjan a Hobbit x Hobbit (CS 5Bitképezési populaciéd ndvényeke
teljesen vernalizaltuk.
A tavolsagok az Xengelyen, centimorganban lathaték a bal oldalikewddl szamolva. A markere
az X-tengely alatt vannak feltiintetve.

nap volt, és a fenotipusos variancia 5,7%-t magyargbben a keresztezésben.

4.1.3. Fr-B1 térképezése

A fagyasztasi tesztet koven a szidk bonitalasi értékei —12C-on 1,8
(Chinese Spring), és 2,8 (Chinese Spring(Cheyenpesdtak, mig —12°C -os
fagyasztast kovéen 0,5 (Chinese Spring), és 2,0 (Chinese Spring(€iree5B)).
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A rekombinans szubsztitGcids vonalakhoz tartozoéitht@si értékek —1PC -os
fagyasztast kovéen a 0,94l 3,4-ig terjed tartomanyba estek, —12C -o0s
fagyasztasnal pedig 0,08k3,0-ig. A QTL analizisnél a/rn-B1 térképezéseénél
hasznalt térképet vettik figyelembe, kiveve négniro vonalat.

A térképezeési adatok, és a bonitalasi értékek delm@asaval, marker
regresszios, egysigreés oOsszetett intervallum térképezést kémetegy darab
QTL-t talaltunk 40 cM-ra a centromérahoz legkdzblels® markerél, és a QTL

azonos poziciéban helyezkedett el mind a %@-bs, mind a —12C-os fagyasztasi

Intervallum térképezés
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<+<— Fr-B1
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Pozici6 (cM)
Xwmc73 Xgwm?213 Xgwm499 Xgwm639 Xgwm408 Xgwm604 Xwmc235
Xgwm371 Xgwmb554
<— Centroméra Teloméra—>»

3.4bra: A fagytirési QTL valoszitiségi gorbéje (F-érték variancia aranys;oF2,63) az 5l
kromoszdma hosszu karjan a CS x CS (Cheyenne B&piEzési populacion. A névényeket —115és
12 C-on fagyasztottuk.

A tavolsagok az Xengelyen, centimorganban lathatok a bal oldalikerd$l szamolva. A markere
az X-tengely alatt vannak feltiintetve.

adatok esetében (3. abra). A QTL szorosan kapaz2lgwm639SSR |okusszal, és
additiv hatasa 0,53, ill. 0,33 volt —2@ és —12C -on, és a fenotipusos variancia
31,4%-t magyarazta —LC -on, tehat jeledt a hatasa (2. Tablazat).
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4.2. PCR alapu markerek kifejlesztése fagyir 6 genotipusok szelekcidjara
arpa 5H kromoszéman

A megle\ térképezési adatok gyakorlati felhasznalasanakgyik modja
lehet az egyes jellegekhez kapcsolt markerek akkahsa az adott tulajdonsagra
tortéerd szelekciora. Ezekben a kisérleteinkben a gabarafélés homeoldg
kromoszémainak a fagytesért felabs régioira térképezett RFLP markerek PCR-
alapu markerekké atalakitasat, illetve egyéb —ttagygenotipusok szelekcidjara
hasznalhatd — PCR alapu markerek arpaban tortésztelését és térképezéset

vegeztik el.

4.2.1. Fenotipizalas

A 3. Tablazatban lathatdk a vizsgalt fagyt(T1-T15), és fagyérzékeny (S1-
S13) arpa genotipusok. A genotipusok télallésagirdze€soportositasa két éves
szantofoldi kisérletek (Fiorenzuola, Eszak-Olaszagy eredményein alapszik,

Az 3. Téablazatban szerepelnek a kontrollalt korilped kozott vegzett
fagyasztasi teszt eredményei is/Br értekek). Az ebben a kisérletben kapott
eredmeények alatdmasztottak a genotipusok fia@ytszerinti csoportositasat. A
fagytiir6 genotipusok atlagos,fF, értéke 0,62 volt, a legalacsonyabb érték 0,42
(Opale), mig a legmagasabb 0,78 (Bulgarian) voltfagyérzékeny genotipusok
esetében atlagos,/Fn értéknek 0,14-et hataroztunk meg, a legalacsonyatti
0,02 (Volla), mig a legmagasabb érték 0,32 (Impafal). Lathatd, hogy a két
csoport atlagos H, ertékei kozott jelewss kilonbség mutatkozott.

4.2.2. STS markerek kifejlesztése és tesztelése
Az RFLP markerek szekvenciai alapjan készult preker ebszor a Nure és
Tremois fajtakon teszteltiik, hogy hasznalhatok-knmpof STS markerekként. E
két fajta fagylirése karakteresen eltért, ezenkivil a keresztebéségy dihaploid
térképezési populacio is rendelkezésiinkre alltyretietséget adott a polimorf
markerek térképezésére. A 23 felhasznalt primerkpatil 12 esetében kaptunk a
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vart méretnek megfek&l hossziusagut PCR terméket mind 55°C, mind 60°C-os
annealing Bmérsékleten. Két esetbenwm644 RFLP proba 3’ szekvencigjahoz
tervezett, illetve apsr637 préba 5 szekvenciajdhoz tervezett primerek
felhasznalasaval kaptunk annealing polimorfizmaskét polimorf primer part (1.
Tablazat) tobb ismétlésben teszteltik a kilodbdagytirédi genotipusokat
tartalmazo6 arpa teszt gjgemeényinkén, a kapott eredmények ismétékbegének
ellensrzésére.

A psr637RFLP probahoz készilt STS primerek felhasznaldsapott PCR
termék vart mérete 282 bp volt. Ez a fragment disztkivehed volt a legtdbb
fagytiir6 arpa genotipusban, mig az érzékenyek nagy résieébeyrott (4. bra).
Az eredményeink azt mutatjak, hogy a marker nenvernélis, mivel a vizsgalt
genotipusok esetében a PCR termék tisztan megviagy@rzékeny Chevalier
fajtdban, ezzel szemben hianyzik néhany toleranshealyek kozottészi, ill.
tavaszi jelleg genotipusok is vannak (Hamu, Bulgarian, Ventikmbio, Bollo,
VRH422, Turkey 166).

A wg644 RFLP proba 3’ szekvenciajahoz készilt STS primde#tkasznalasaval
kapott PCR termék vart mérete 215 bp volt, és aeNillr Tremois fajtak ko6zott
annealing polimorfizmust mutatott. (4. &bra). Ennek primer parnak a
felhasznalasaval mas fragmentek is lathatok vodateszt gélen, melyek egy
komplex mintazatbeli polimorfizmust mutattak a kilbdz fagytirédi fajtak
kozott. (4. abra). A PCR termékek mintazata a fagygenotipusok esetében
egyszeiibb, mivel itt hidnyzik a 215 bp-os annealing polifronust mutatd DNS
sav, mig egy 500 bp koruli fragment jelenléte figg# meg.

A fagyérzékeny genotipusoknal egy joval komplexebblS mintazat
figyelhett meg kiulonbd& meéreti savokkal a fagyérzékeny fajtaknal, illetve a
Turkey 166-nal, ezzel szemben a Pilastro fajtaaéBop. Scandella tajfajta a
tolerans genotipusokra jellethegyszeitbb mintazatot mutatta.
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3. Tablazat: A vizsgalatainkban szerdpérpa genotipusok neve, ndvekedési jellégei(
tavaszi; fakultativ), fagyirése (mesterséges besorolas a szantéfoldi adaioj@al T: fagylirs;
S: fagyérzékeny), fagitése kontrollalt fagyasztasi teszt utdpiFy, értékkel jellemezve.

Kod Genotipus Novekedési jelleg Fagytirés Fagytiirés (R/F.,)
(szantofoldi
teszt)
T1 Nure 6szi T 0.72
T2 Opale 6szi T 0.42
T3 Pastoral 6szi T 0.52
T4 Hamu 4szi T 0.59
T5 Frost 4szi T 0.73
T6 Bulgarian fakultativ T 0.78
T7 Ventitré 6szi T 0.44
T8 Alpha 6szi T 0.65
T9 Ambio 6szi T 0.69
T10 Bollo 4szi T 0.69
T11 Vogelsanger Gold 6szi T 0.59
T12 VRH422 6szi T 0.57
T13 Doris 6szi T 0.55
T14 Yuki Shirazu fakultativ T 0.74
T15 Turkey 166 fakultativ T 0.60
S1 Tremois tavaszi S 0.04
S2 Pilastro fakultativ S 0.15
S3 Gitane tavaszi S 0.03
S4 Vanja tavaszi S 0.07
S5 Gunilla tavaszi S 0.04
S6 Apex tavaszi S 0.04
S7 Nemex tavaszi S 0.31
S8 Popolazione Scandella tavaszi S 0.19
S9 Chevalier tavaszi S 0.25
S10 Impala tavaszi S 0.32
S11 Volla tavaszi S 0.02
S12 Mona tavaszi S 0.11
S13 Nudinka tavaszi S 0.23
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FagytGrd genotipusok Fagyérzékeny genotipusok

T 72 13 T4 16 T6 17 18 T9 TIO TI1 712 TI3 T14 1715/ 81 S2 83 $S4 S5 S6 $7 S8 §9? 810 S11 S12 813

500bp —> «—Wgb44c

250bp —>
<« Wgbadb

760bp —» <« OPA17

500bp —>

4. dbra: A wgb644 (fenf) és apsr637 (lent) RFLP markerekdl késziilt STS probak és &@PA17 RAPD marker
(kb6zépeh amplifikaciés mintazata kulonbé£agytirédi arpa genotipusokon (T1-T15, tolerans; S1-S13kérgd. A
genotipusok azonositasahoz a k6dok magyarazata ablazatbartaladlhat6. Az dbran baloldalt vannak feltiintetve a
markerek, iobboldalt a polimorf, térképezett frambedk
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Az elobb emlitett polimorf STS markereken kivil 11 esethmegfeled
hosszusagu fragmenteket eredményezett az altatumézett primerekkel végzett
amplifikacio, de polimorfizmust nem kaptunk a Né® a Tremois kdzo6tt. CAPS
(Cleaved Amplified Polymorphic Sequences) markerekallitasa céljabdl
elvégeztik a kapott fragmentek szekvenalasat, twldituk, hogy avg644 5(a
teljes wg644 proba 5 vége), apsr370f és psb89 RFLP prébakhoz tervezett
primerek termékei kdzo6tt a Nure és Tremois genstiRban restrikcids enzim
felismehelyen szekvencia polimorfizmus volt. Elvégeztik rastrikcios
emésztéseket a PCR reakcié utan a megferzimekkel hal a wg644 5és a
psr370f illetve Rsd a psh89esetében), de a poliakrilamid gélen tostéivalasztas

utan nem kaptunk egyik esetben sem ismétglpelimorfizmust.

4.2.3. Az OPA17 RAPD marker tesztelése

Korabbi térképezési eredmények ismeretében (Pedck® mtsai., 2001)
kerllt sor azOPA17 RAPD marker fagyiré genotipusok szelektalasara valo
alkalmassaganak tesztelésére. Ez a marker polanurft mutatott a Nure, €s a
Tremois fajtak kozott. A 4. dbran jol lathatd, hagynarker j6 hatékonysaggal segit
megkulonboztetni a kilonbéz fagytirédi genotipusokat. A fagyérzékeny
genotipusokban egy 650 bp koruli fragment figyélheteg (4. abra), mig a
tolerans genotipusoknal egyésebb 700 bp kordli, és par esetben egy gyengéebb
750 bp kortli sav van jelen. Hasonlbéan a korablmlitett STS markerekhez, az
OPAL17 segitségével sem lehetett 100%-0s biztonsaggaloeliteni a fagyiro
genotipusokat a fagyérzékeny@ktmivel a tolerans Pastoral az érzékenyekhez
hasonl6 savot hordozza, par fagyérzékeny genotifRitastro, Scandella,

Chevalier) pedig a tolerans genotipusokra jeli&B&0 bp korili fragmentet.

4.2.4. A polimorf markerek térképezése
A psr637STS polimorfizmust térképeztilk a Nure x Tremosaaérképezési
populacién (5.4bra). A térképlinkomsr637RFLP préobabdl készitett STS markert
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az 5H kromoszéma hosszu karjara lokalizaltudra-H1 I6kusztdl proximalisan,
16,6 cM-ra.
A wg644 RFLP probabdl késziult STS marker S5H(7)

esetében korabbi eredmények alapjan varhatd vbh to

PCR termék megléte, mivel a genomikug644 prébat =
nemcsak az 5-6s homeolog kromoszémakra térképeztek | |, amaco113
) 12 =L Wgsd4c
gabonaféléknél, hanem Hordeum bulbosunL. 2H
kromoszomajan is (Salvo-Garrido é€s mtsai. 2001).45%\
Nure x Tremois populacion két fragmentet sikertlt
térképezni. Az et (~ 500 bp; wg644¢ az 5H
—1 Bmag0223
kromoszoma hosszu karjara, a centromérahoz kggzgl
térképeztlik, aBmac0113 SSR markerrel szorosan,, |— OPA17
. —— HVMO62B
kapcsoltan (1,2 cM), mig a masodikat ( 215Wbpgp44p *' | Ps637
10.2
a 2H kromoszémara, 8mag0125(12,4 cM) és az ¢, | |> Dt o2 ABA2
N
Ebmac041527,7 cM) SSR markerek kozé. vin-H1
5. abra Az altalunk vizsgalt és tesztelt két STSkera(wg644 ill.
psr637) és az OPA17 RAPD marker térképpozicidja az
kromoszoman, a Nure x Tremois térképen. A mark&gitti relati
tavolsag a bal oldalon lathatdé centimorganbaej&ifve. A részlete Bmag0222
komplett térkép jelenleg publikalas alatt van (Feiaret al. 2003). P
=T

Az OPA17RAPD préba esetében a Nure, ill. Tremois k—('jz(jlimmrfizmust
mutatd fragmentek kozal kétt sikerlt térképeznink, az egyiket a 6H
kromoszOmara, mig a masikat az 5H kromoszéma hdsaiéra, azXpsr63#tol
7,1 cM tavolsagra (5.4bra).
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4.3. Uj tudomanyos eredmények

Viragzasi idét és fagyftirést befolyasolo gének térképezése a buza 5B

kromoszéman

a) Uj genetikai térképet hoztunk létre a buza 5B kremdmna hosszl karjarol a
Chinese Spring x Chinese Spring (Cheyenne 5B) ldshdit x Hobbit (Chinese
Spring 5BL) keresztezé8bszarmazo térképezési populacion.

b) Az 5B kromoszOma hosszU karjanak disztalis részéreXgwm604 SSR
l6kuszhoz kapcsoltan térképeztink egy viragzasi ioefolyasolo I0kuszt a
Chinese Spring x Chinese Spring (Cheyenne 5B) k&edsBl szarmazo
térképezési populacién, amely valdszinilegvm-B1l vernalizaciés igényért
felelos I6kusznak felel meg.

c) Az 5B kromoszéma hosszu karjan, a centromérahoelkdz Xwmc73SSR
l6kuszhoz kapcsoltan térképeztink egy virdgzasi ioefolyasolo I0kuszt a
Chinese Spring x Chinese Spring (Cheyenne 5B) keyedsBl szarmazé
térképezési populacion, amely valositéy egy koraisagi I6kusznalEs-5BL)
felel meg.

d) A Hobbit x Hobbit (Chinese Spring 5BL) térképezgspulacion térképeztiink
egy viragzasi idt befolyasold I6kuszt az 5B kromoszdéma hosszUu kaga
Xgwm499SSR I6kuszhoz kapcsoltan.

e) A Chinese Spring x Chinese Spring (Cheyenne 5Bgdatezésti szarmazo
térképezési populacion, az 5B kromoszéma hosszarkédrképeztik agr-B1

fagytiirésért felabs 16kuszt, mely axgwm639SSR I6kusszal kapcsolt.

PCR alapu markerek kifejlesztése fagyiir6 genotipusok szelekciojara arpa 5H

kromoszoman

f) A wgb44 3 és a psr637 RFLP probakat atalakitottuk PCR-alapu STS
prébakka.
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g) A wg644 3és apsr637 RFLP probakbdl készilt STS markerek, illetve az
OPA17 RAPD marker alkalmasak — bizonyos megszoritasokkagytir6 és
fagyérzékeny arpa genotipusok szelekcidjara aluakavizsgalt 28, kilonbdz
eredell, arpa genotipuson tortént tesztelések alapjan.

h) A psr637 STS markert és azOPAl7 RAPD markert az arpa 5H
kromoszomajanak hosszu karjara térképeztik, 7,1aeblsagra egymastol.

i) A wg644 3STS markert a 2H kromoszdémara térképeztiBnamg012512,4
cM) és azEbmac041527,7 cM) SSR markerek kozé, ill. az 5H kromoszéma
egy Uj pozicioba lokalizaltuk, Bmac0113SSR markerrel szorosan kapcsoltan
(1,2 cM).
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5.KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

5.1. Viragzasi idét és fagyftirést befolyasold gének térképezése a buza 5B

kromoszéman

Kisérleteink soran két térképezési populacié fahaksaval vernalizacios
igényert felebs, koraisdgi és fagitesi lokuszokat térképeztink a buza 5B
kromoszOmajanak hosszu karjan. Az altalunk elkérzférképek lefedik az 5B
kromoszOma hosszu karjat, és a markerek sorreneljegyezik mas populaciokrol
korabban publikalt adatokkal (Réder és mtsai. 1968abra).

Tesztelési adataink alapjan térképeztink mindképuldaion egy-egy
koraisagi I0kuszt a centroméra kozelében. Arpabaiar térképeztek az 5H

L

Jﬁ Xpsb85 J?
T -‘—‘ Xpsb89 —441 Xwmer3 | Xgwm213
4 11 Eps-BL 5T Xgwm335
Centroméra —— Xpsro20 [ - | xabciss
—1— Xgwm213 ~ 3,6 | Xwg889
7 43
5 —T— Xgwm371~<_ o | Xtam72
42 -1 o
Xowma99 >~ T~ —]— xbed114o
14 \\\\6\,\\ Jo Xgwm371
1 ~FrBl 1§ —f— Xgwm499
T T T XgWm639- Xabg473
—} ABa21 T 8 R Xgwm639
- —1— Xgwm554 ~~__ =k
9 ] Er-Al GWMSS8 == __ ro Xmwg914
2 Vm-AL 1 as T XBogsg Xowms54
Xpsrd26 1 8 —1— Xbcd9
Xcdo504-_ Xgwma08 . 28 | Xibai6e
Xwg644 I N AN 89
46 > 21 T = AN !
N 4 TTTe—— \ —1— Xfba332
\\\ \\“~\\\\:\_ 7
\\ \;:g —+1— Xcdo504
| = )iz\":]mg)f T~ — N —}— Xgwm408
Xpsr805 ~52 | XgWmB04
10 13 24 1 Xcdo1326
—=— Xpsr370 —— xwmc23s 33 —f=— Xedo54
Teloméra /l/ /I/
l 5AL-Vn-Al 5BL 5BL
(Galiba et al. 1995) CS x (CS/Cheyenne5B) (Roder et al. 1998)

6. abra Az 5B kromoszoman altalunk térképezett viragzaét iés fagylirést béolyasol6 géne
0sszehasonlito térképezése. Az abran lathaté sséges homeoldg kapcsolat az 5B kromosz(
elhelyezked vernalizaciés igényért feléd Vrn-B116kusz, ill. a fagyirésért felads Fr-B1 lokusz, é
az 5A kromoszoman IéWrn-Al ésFr-Al kdzott

Az abran balra a relativ tavolsagok lathatok ceotganban kifejezve.
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kromoszoman hasonlé pozicidba koraisagi l6kuszurfeaés mtsai. 1995), és a
kolinearitas miatt varhatd volt buzaban is koraiskidkusz megléte az 5-0s
kromoszOmakon a centromérahoz kézel (Snape és.at¥al). Ezenkivil Sarma
€s mtsai. (2000) fizikai terképezéssel két, virdgzdefolyasold, QTL-t
azonositottak az 5B kromoszéman, melyek k6zll gikesy centromérahoz kozel
helyezkedett el. A két kilénbézpopulacion altalunk térképezefps I6kuszok
pozicidi, adataink alapjan kulonbiek, de a kis tévolsdg miatt valosidiey
ugyanarrol a kis hatasu koraisagi l6kuszrol leét s

Az 5B kromoszoma térképeinek 6sszehasonlitasa az 8A 5D
kromoszomakéval bonyolult, mivel igen kevés kdzoarkaer talalhatd rajtuk,
azonban aVrn gének hasonlé elhelyezkedése a hosszu kar dssztééizén
egyértelniinek tinik. A Vrn-B1 ugyanis szorosan kapcsolt ¥gwm604 SSR
markerrel. Bar ezt a markert nem térképezték azkBnoszoman (Galiba és
mtsai. 1995), azonban a¢cdo504RFLP I6kusz mind &/rn-Algyel, mind az
Xgwm604gyel kapcsolt (6. abra). Tovdbb4, Sarma és m(2800) a buza 5-6s
homeoldg kromoszomait vizsgaltak abbdl a szempontmgy azok egyes régioi,
milyen rizs kromoszémakkal mutatnak hasonlésagabzds RFLP markerek
segitségével kimutattak, hogyan régio az 5A, ill. az 5B kromoszéma esetén is a
rizs 3-as kromoszoméjaval mutat homeoldgiéat.

Az Fr gének esetében az 5A, ill. az 5B kromoszéman laltogoziciéjuk
k6zott nincs olyan nagy hasonlésag, mingra géneknél. Ismét a rizzsel toréén
0sszehasonlitd térképezési adatok nyujtottak segitsa magyarazathoz (Sarma és
mtsai. 2000). Ezek az eredmények azt mutatjak, laag$—0s homeoldg csoport
kromoszomainak hosszUu karja (a centromérahoz Wilzed® része) nagyfoku
hasonléosagot mutat a rizs 9-es kromoszémajaval. iAesetiinkben a#r-B1
I6kusz szorosan kapcsolt volt ¥gwm639SSR I6kusszal. Ez az SSR |6kusz
azonban kapcsoltsagot mutatott Xqasr120RFLP lokusszal driticum turgidum
ssp. durum Messapia XTriticum turgidum ssp. dicoccoidedG4343 térkepen
(Korzun és mtsai. 1999). Ez az RFLP I6kusz az SBriaszéma azon régidjaban
helyezkedik el, amely a rizs 9-es kromoszOmavalamhbasonlésagot. A Chinese
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Spring-Bl szarmazo delécios vonalak felhasznalasaval vegissgirietekben Sutka
és mtsai. (1999) kimutattak, hogy BzAl az 5A kromoszdéman szintén a rizs 9-es
kromoszémajaval homeoldg région helyezkedik el,xpndlisan a rizs 3-as
kromoszomajaval homeolog régiétol, aholian gének talalhatok. Barérn-B1 és
az Fr-B1 kozott, az 5B kromoszoma hosszu karjan, nincs mega Szoros
kapcsoltsag, mint &rn-Al és azFr-Al kdzott az 5A kromoszdéman, azonban
mindkét lokusz homeoallélikusnakiinik. A legujabb eredmények tikrében
azonban nem zarhat6 ki az a magyarazat sem, hoglfahank térképezetr-B1
[6kusz a Vagujfalvi és mtsai. (2003) altal alakerbtérképezettFr-A2-vel
homeolog, mivel mindkét I6kusz a kromoszéma hodsajanak kdzéps részén
helyezkedik el. A rendelkezésre all6 adatok alapggméat azFr-B1 homeoldgia
viszonya nem tisztazhaté egyeértékn, ennek pontos megéllapitdsahoz tovabbi
vizsgalatok szukségesek.

Ezzel a munkaval leh&té valik a Vrn és Fr gének o6sszehasonlitd
térképezése és tovabbi vizsgélata a buza 5-6s hégnesoport kromoszomain.

5.1.1. A kapott adatok manudlis kiértékelése: szintérké&pez

A szamitdgépes elemzés segitségével kapott ereadhkeinycélszdmek
tartottuk manualis adatelemzéssel is dltemmi, melyhez hasznos eszkdz a
szintérképezés (Kiss és mtsai. 1998).

Az 5B kromoszoma hosszu karjanak kapcsoltsagi pétkszintérképezéssel
is meghataroztuk, és az igy kapott eredmények rosigettek a szamitdgepes
programmal végzett analizistinket.

A fenotipusos adatok elemzése azonban ravilagg@tt dologra, melyek
fontosak a helyes kdvetkeztetések levonasahozsgémitogépes elemzésimem
dertltek ki. A virdagzasi 8 meghatarozdsanal mindkét populédcidban
megvizsgaltuk a csak az egyik, illetve csak a m&slbi genotipust mutatod
vonalakat, és azt talaltuk, hogy az egyformad@azjgnotipusu vonalak fenotipusos
ertékei nagy kulonbségeket mutattak. Mivel a van&lasak az 5B kromoszomara
rekombindnsak, a genom tobbi része egyforma, igya gelenség csak azzal
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magyarazhatd, hogy az altalunk nem térképezettdréaron egy, vagy tobb
nagyobb hatasu, viragzast befolyasold 16kusz hkbdizet el, mely az altalunk
térképezett kisebb hatasu I6kuszokkal egyitt deleb kapott fenotipusos
ertékekért. Ezt a feltételezést tamasztja ala ahagy a fenotipusos értékekben
jelents transzgressziv szegregacio mutatkozott, migtaldk térképezett QTL-
ek csak a fenotipusos variancia kis szazalékat aragtdk. Kisérleteink soran a
rendelkezésunkre all6 konszenzus térkép adatditagehdlva szamos markert
teszteltink populacionkon az 5B kromoszoma rovid ganetikai térképének
létrehozasa céljabol, de a tesztelt markerek netak aettékelhdt terméket, vagy
nem mutattak polimorfizmust. A révid kar markerekk@rténs telitése segitheti
ennek a kérdésnek a tisztazasat.

A fagytiirési adatokkal végzett elemzés azt mutatta, hogy12C, és —12C-
on végzett fagyasztasok adatai nem kolinearisakelnai —12C-os fagyasztas még
nem volt elég szelektiv, a fagyérzékeny genotipusdkleraltak, ennek ellenére a
két fagyasztasidmérseklethez tartoz6 QTL-eket azonos helyre téktége

A szintérképezéssel nemcsak kapcsoltsagi térkegeirik 1étrehozni, hanem
a -12C-os fagyasztasi kisérlet adatait felhasznalvagstfrési I6kusz pozicidjat is
meg tudtuk hatarozni. Ezt az tette |éivé, hogy a térképezési populacio
vonalainak fenotipusos eltérését csak egy lokusztak igy a vonalak fenotipusos
ertékei tobbé-kevésbé lédsseloszlast mutattak. Az 1-es bonitalasi értékeg |
ugrasnal a vonalak fenotipusos értekei atalakikhaditak genotipusos értékekke,
azaz az 1-nél nagyobb értékeket mutatd vonalakay&me allélt, mig az 1-nél
kisebbeket Chinese Spring allélt hordozonak fdkétak. llyen mddon a
fagytirési tulajdonsag kromoszémalis elhelyezkedése, medylokuszos
tulajdonsag, egyszierszintérképezéssel meghatarozhatova valt (7. abreek a
modszernek az az &lye, hogy a kapcsolt markerek és a fenotipus kdéaott
rekombinacidék lathatéva valnak, igy a térképezésdapuld klbnozas is
elvégezhdt. A —11°C-os fagyasztas, illetve a viragzasb iddatai nem mutattak

ilyen lépc$s eloszlast, igy azokat nem tudtuk a fenti moddkéggezni.
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GREBEVZ 0B 3 =g
Xwmc73 -aaaaaaa aaa a aa
Xgwm213 -aaaaaaalbaaa a aa
Xgwm371 aaaaaaa aa.a a aa
Xgwm499 aaaaaabaaaa a aa
minusz 12 C° 0,5 0.9 04 09 0,6 08 0.3 09 0,6 0,7 0.7 0,4 0,6 -
Xgwm639 aaaaaaaaaaaaa E a a
Xgwm554 aaaaaaaaaaaaa
Xgwm408 aaaaaa aa.a
Xgwm604 aaaaaaabaaaabaaaaaaaa-
Xwmc235 aaaaaaaaaaaaaaaa.aaaa-

7. abra: Az 5B kromoszdéma hosszU karjanak szintérképe a ChiBygseg x Chinese Spring(Cheyenne 5B) kereszté&gdrmazo térképez:
populacion. Baloldalt lathatok az egyes markerefelsh sorban pedig a térképezési populacié vonalai.gdsaszinnel és ,a” bitel vannal
jelélve a Chinese Spring allélek, sotét szinngb&dbetiivel a Cheyenne allélek. Az abran lathatc-12C-os fagyasztasi kisérlet eredménye
egyes értékek az adott vonal bonitalasi értékeibl#hé-kevéshé Iépés eloszlas alapjan az 1-niékebb bonitalasi értékeket mutaté von:
Chinese Spring tipustak, mig azndt nagyobb bonitdlasi értéék Cheyenne tipustak. Ezzel a modszerrel a dadépit tulajdonsé
elhelyezkedése egy génes szintérképezéssel meamthettir.
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5.2. PCR alapu markerek kifejlesztése, tesztelése, ésképezése fagyiré
genotipusok szelekcidjara arpa 5H kromoszéman
5.2.1. STS markerek kifejlesztése RFLP markefiekb

Vizsgalataink soran buzaban és arpaban a deggthen kulcsszerepet jatszo
5A, illetve 5H kromoszéma hosszU karjara térképgeZRELP markerekkel
dolgoztunk, hogy azokat PCR-alapu markerekké alakitehebtvé tegylk
felhasznalasukat fagyic arpa genotipusok gyors, egyszés olcso szelektalasara.
Kisérleteinket 16 RFLP markerrel végeztik, és azodékvenciai ismeretében 23
primer part teszteltink két, fadyésében Kkarakterisztikusan eltérarpa
genotipuson (Nure, illetve Tremois). A 23 primerrkgd 12 felhasznaladsaval
kaptunk vart hosszusagu terméket, melyek kozul ,Z%$ mutatott annealing
genotipuson teszteltik (15 fa@sd, illetve 13 fagyérzékeny).

A j6 amplifikdciét mutatd, de nem polimorf terméketredményez
primereki®l kisérletet tettink CAPS markereléllitasara is, és a PCR termékek
szekvencia analizise alapjan 3 primer par PCR tainémeésztettik restrikcios
enzimekkel, azonban az ezt kdvepoliakrilamid gélelektroforézis utan nem
taldltunk ismételhétpolimorfizmust.

A psr637 RFLP prébabol készilt STS marker felhasznalasgeal
hatékonysaggal lehetett kilénbséget tenni a fafyes a fagyérzékeny arpa
genotipusok kozott. Apsr637 RFLP markert az-r-Vrn régiotdl proximalisan
térképezték buzaban (Galiba és mtsai 1995), @ebkészitett STS markert hasonlo
pozicidba lokalizaltuk mi is, ami jelzi az eredBfFLP marker és a hide készllt
PCR marker hasonlé genetikai viselkedését. A maikeKrn régiotol léew
tavolsdga azonban nem magyaradzza a faglyes fagyérzékeny genotipusok
kozotti eltéd mintdzatot. Olasz partnerinkkel kézdsen szantbftdthllosagi
kisérleteket, é€s novénynetielkamraban végzett fagyasztasi teszteléseket is
veégeztink fagyirési QTL-ek térképezése céljabol a Nure x Tremaigupacion
(Francia és mtsai., publikdlas alatt). Az itt kapgtadatok ismertetését ebben a
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dolgozatban szikségesnek tartjuk a kapott erednmdnigénnyebb értelmezése és
magyarazata miatt, azonban ezek az adatok nemzriakoa disszertacid Uj
tudomanyos eredményei kbzé. Az 5H kromoszomardddshgi adatokkal végzett
QTL analizist koveten egy Uj fagyirési QTL-t azonositottunk @sr637 STS
markertl 7,6 cM-ra, mig a novénynevelkamraban végzett fagyasztasi teszt
adataival végzett QTL analizispsr63#t6l 9,9 cM tavolsagra adott szignifikans
QTL-t. Mivel az Ujonnan térképezett télallosagiletve fagytirési QTL Kkis
tavolsagra helyezkedik el éktta markerdl, ez logikus magyarazatnakinik a
kulonbo®d fagytirédi genotipusok kozotti eltér mintazatra, és ez a tavolsag
magyarazza az azonos faiygsi jelledi genotipusok kdzott meglékivéeteleket is,

a marker és a fagytési tulajdonsagért feked I6kusz kozt esetlegesen feltép
rekombinacié miatt.

A wg644RFLP probabdl készilt STS marker esetében nem ggyszei a
helyzet. Az Aaltalunk térképezett polimorfizmusokzéb a 2H kromoszémara
térképezett l6kusz minden bizonnyal megegyeziklaoS@arrido és mtsai. (2001)
altal Hordeum bulbosurban térképezetkXwg644 RFLP lokusszal. Azonban ez
nem magyarazza az STS marker hasznalatakor aiféag@s fagyérzékeny
genotipusok kozotti kildonbséget, mivel a 2H krondosan eddig nem térképeztek
fagytirési QTL-t. Az altalunk térképezett masik polimarfiust az 5H
kromoszomara lokalizaltuk, azonban a nagy tavomset kizart, hogy ez a lokusz
azonos legyen a koradbban k&zolt (Heun és mtsail;162liba és mtsai. 1995)
wg644 RFLP marker pozicigjaval. Mivel az STS marker rapdta és
polimorfizmusa a teszteléshez haszndlt arpa gemotigyijteményen, és a
térképezési populacion is j6 reprodukalhatésagotatott, valoszifinek tartjuk,
hogy awg644markernek egy, eddig még nem kdzolt, Uj I6kuszanasitottuk. Az
a tény, hogy avg644 STS marker kulonb@z mintazatot mutatott a fagys és
fagyérzékeny genotipusokban, nehezen magyarazimé) az altalunk végzett

QTL analizis nem eredményezett faggssel kapcsolatba hozhaté hatast az 5H

“ sz

V4

57



I6kuszok lennének. Lehetségesnek tartjuk, hogy @tan azFr-Vrn régidba
térképezett eredeti RFLP markernek megéelélagmentumok nem mutattak
polimorfizmust a rendelkezésiinkre all6 térképepipulacio szidli kozott, igy
térképezni sem tudtuk, de a fagyérzékeny genotkiaso megléd, nem
térképezett, fragmentek valamelyikével azonosaktiedk. Ennek hipotézisnek a
bizonyitasat a fragmentumok direkt szekvenalasalletye a fragmentek masik
térképezési populacién tori€azegregacios analizisével tervezzik elvégezni.

A wg644RFLP préba tovabbi vizsgalata arpaban és buzap®&CR-alapu
markerek |étrehozasara tovabbra is indokolt, maebhl a markerldl mar sikertlt
kordbban PCR alapu markereket kifejleszteni buzakansegitségikkel az 5B
kromoszémajukon/rn-B1 allélt hordoz66szi genotipusokat szelektalni (lwaki és
mtsai., 2002). Az altaluk vizsgalt RFLP markerek#oharom psr426, bcd450,
wg6449 a mi kisérleteinkben is szerepelt, €és mindkétbeseawg644 mutatott jol
felhasznalhaté polimorfizmust, bar az altalunk ézett primerek semmiféle
homologiat nem mutattak az Iwaki és mtsai. (2002) &ifejlesztettekkel.

5.2.2. Egyéb szelekciéra hasznalhatdé PCR-alapu marker&A17 RAPD
marker

Az OPA17 RAPD marker kivalasztasa a tesztelésre Pecchisnmésai.
(2001) ebzetes eredményei alapjan kerult sor, mas adatekatismertiink ennek a
markernek a poziciojara vonatkozoan arpaban. A RARIker 3 jol ismételhét
polimorf fragmentumot adott. Ennek ellenére hasmaksvéljik azOPA17bdl
SCAR markerek létrehozasat, melyhez a®d éépések mar megtorténtek, hogy
specifikusan lehessen felszaporitaniQRA17felhasznalasaval kapott 3 polimorf
fragmentet. A szantoféldi kisérlet adataival, ésdaénynevdél kamraban végzett
fagyasztasi kisérlet adataival elvégzett Osszeteéirvallum térképezéssel két
I6kuszt talaltunk az 5H kromoszéma hosszu karjaelprkapcsolatba hozhatd a
fagytiiréssel. Ezek kozill az egyikchfl-OPAl17aintervallumra (4,1 cM) esett, és a
fenotipusos variancia 46%-aéert félell3,4-es LOD értekkel. A fagyeseért felebs
allélt a Nure hordozta. A fagytési és télallésagi QTL-ek szoros kapcsoltsagot
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mutattak azZOPA1*%tel, mivel 2,8 cM, illetve 0,5 cM tavolsagra hetkedett el a
QTL maximuma ettl a RAPD markeril. A QTL-ek kapcsoltsaga ebflI6kuszhoz
azért érdekes a mi szempontunkbdl, mivalbfil gén ftinik az egyik lehetséges
fagytiirési regulatornak arpaban (Xue 2002).

A vizsgalt markerek kozil a®PAL7 tinik a legigéretesebbnek, mivel az
altalunk térképezett fagytesi QTL acbfl-OPAl7aintervallumra esett.

Arpaban ez a munka az &|sfagytiré genotipusok szelektalasara alkalmas
felhasznalébarat PCR-alapu markerek kifejlesztésggg lépéses PCR reakcidval,
restrikciés emésztés, és hibridizacios |épés nédigyl nemesitési programban a
tolerans genotipusok szelektalhatok. A harom,itavizsgalt marker, fiiggetlendl
a novekedeési jellegt, ugy tinik alkalmas a vizsgalt genotipusokban az 5H
kromoszomahoz kotétt fagyesi tulajdonsag nyomon kovetésére, bar a vizsgalt
markerek tovabbi tesztelése egy nagyobb genotipliskkion, illetve nemesitési
vonalak bevonasa a vizsgalatokba tovabbi értékésrnidciokat adhatnak a
nemesitésben torténfelhasznalhatésagukrol. A harom polimorf markerziko
egyik sem bizonyult univerzalisnak, egyes féigyt és fagyérzékeny genotipusok
egyardnt hordoztak ellentétes marker alléleket, nlbao egy keresztezési
programban a harom marker egyittes alkalmazésetydlla legmegfelébb
nyomon kévetésére. A fagyts komplex, mennyiségi tulajdonsag, és a toleéanci
tobb gén egyulttes hatdsa okozza, az azonban biatinjiogy az 5H kromoszéma
szerepe a fagitésben kulcsfontossagu (Hayes és mtsai. 1993; arisai. 1994;
Cattivelli és mtsai. 2002), igy az ide térképenedirkerek alkalmasak lehetnek az

5H kromoszoma fagitésert felabs régidinak nyomon kovetésere.
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6. OSSZEFOGLALAS

Munkank soran két, egy kromoszémara rekombinansjlpoion végeztik el
a buza 5B kromoszoman talalhato viragzasi mefolyasolo 16kuszok térképezéseét,
€s az egyik populaciét felhasznaltuk fagesi Iokusz térképezésére is. Az 5B
kromoszOma genetikai térképeibtkEnt mikroszatellit és kisebb részben RFLP
markerek felhasznalasaval allitottuk dssze. A lediegikai térkép a kozos markerek
miatt jol dsszehasonlithatd, és egyezést mutatbbard publikalt térképekkel. A
QTL analizist az egyes populaciok névenynékamrakban elvégzett viragzasi, s
fagyasztasi tesztjedtb szarmazéd fenotipusos adatokkal végeztik. A CSS C
(Cheyenne 5B) keresztezésbszarmazo, egy kromoszomara rekombinans
vonalakbol allo térképezési populacion térképez#il/rn-B1 16kuszt, amely
vernalizacios valaszért fete, az Eps-5BL koraisagi |0kuszt, és a#r-Bl
fagytirésért feleds lokusztt. A Hobbit x Hobbit (Chinese Spring 5BL)
keresztezésth szarmazd, egy kromoszémara rekombindns vonalakdi@
térképezési szintén egy koraisagi lokuszt térképmdzt A Vrn-B1 az 5B
kromoszoma hosszu karjanak disztalis részén hedgetk el, amely régio
szintenikus az 5A, illetve az 5D kromoszoMa-Al-et, illetveVrn-D1-et hordozé
szakaszaval. A két, kulonb®z populacion térképezett, koraisagi lokusz a
centromeérahoz kozel helyezkedett el 16 cM tavolsd&gymastol, és poziciojuk
homeoldg egy, arpaban mar térképezett, korais&gskral, és buzaban a Chinese
Spring deléciés vonalak segitségével fizikailagdpezett, feltételezett koraisagi
I6kusszal. AZ-r-B1 |6kuszt az 5B kromoszoma hosszu karjara térk&pea0 cM
tavolsagra a centromérat jélmarkertl. Korabbi, rizzsel végzett, 6sszehasonlito
térképezési adatok alapjan ugynik, hogy ez a gén ortolég az 5A, és 5D
kromoszOman térképezdit génekkel, mégha pozicidja proximalisabb is, de nem
zarhatd ki az alakorban térképezEttA2-vel valé ortolégia sem. Munkankkal
teljessé valt a vernalizacios igényert fédglés fagyirési I6kuszok homeoallélikus
sorozatanak térképezése az 5-0s homeolog csoponokzdmainak hosszu karjan
bazaban.
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A fagytirés nagyon fontos tulajdonsaga az arpanak, ezértjaajtak
létrehozasanal afszempontok kdzé tartozik az alacsoriyniérséklet tulélésére
valo képesség. A nemeasitkezében fontos eszkdzként szolgalhatnak olyan-PCR
alapu markerek, melyek segitségével gyorsan exzefgs lehetne szelektalni a
fagytiiré genotipusokat. Kisérleteink soran kifejlesztettlitdszteltink, illetve
térképeztink 3 PCR-alapu markert (két STS markerg@44 illetve psr637RFLP
prébakbol, és azOPA17 RAPD markert) melyek alkalmasak fa@yd arpa
genotipusok szelektalasara. Bar az altalunk vizsgalkerek nem univerzalisak,
de j0 hatékonysaggal tettek kilonbséget a tagyts fagyérzékeny genotipusok
kozott. A markerek térképezését a Nure és a Tredupafajtak keresztezésdb
szarmazé dihaploid populéacién végeztikpgx637és azOPAl7markereket az 5H
kromoszoma hosszu karjara, egy fdiggsi QTL-hez kapcsoltan térképeztik, a
wg644et pedig a 2H kromoszomara, illetve az 5H kromosad, egy eddig nem
ismert pozicidban, a centromérdhoz kozel lokalikalE hdrom PCR-alapd marker
nemesitésben torténfelhasznalasa felgyorsithatja a fagyt arpa genotipusok
szelekciojat, és csotkkentheti az alacsodynérsekletek tulélésére képes fajtak

eléallitasanak koltségeit.
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SUMMARY

Two populations of single chromosome recombinargdiwere used to map
genes controlling flowering time on chromosome SBwiheat, and one of the
populations was also used to map a new frost eemistgene. Genetic maps were
developed, mainly using microsatellite markers, @i analysis was applied to
phenotypic data on the performance of each populatollected from growth-
room tests of flowering time and frost tolerancsirlg a recombinant substitution-
line mapping population derived from a cross betwdbe substitution-line
'‘Chinese Spring' (CS) and 'Chinese Spring' ('Chag/ebB), the locus/rn-Bl,
affecting vernalization response, an earlinessselocus,Eps-5BL,. and the locus,
Fr-B1, affecting frost resistance, were mapped. UsingHabbit' x 'Hobbit'
(‘'Chinese Spring' 5BL) recombinant substitutiore limapping population, also an
earlinessper selocus was mapped. Thérn-B1 locus was mapped on the distal
portion of the long arm of chromosome 5B, to a eagsyntenous with the
segments of chromosomes 5A and 5D containfig-Al and Vrn-D1 loci,
respectively. The twdps-5BLIoci were mapped close to the centromere with a
16-cM distance from each other, one in agreemerh uhe position of a
homoeologous locus previously mapped on chromoséideof barley, and
suggested by the response of 'Chinese Springiael@tes. TheFr-B1 locus was
mapped on the long arm of chromosome 5B, 40 cM filmencentromeric marker.
Previous comparative mapping data with rice chrames 9 would suggest that
this gene could be orthologous to the otRergenes mapped previously by us on
chromosomes 5A or 5D of wheat, although in a maoximal position, but the
orthology with the locu$r-A2 recently mapped ifiriticum monococcunsan not
be excluded. This study completes the mapping eéehhomoeoallelic series of
vernalization requirement genes and frost resistaygnes on the long arm of the
chromosomes of the homoeologous group 5 in wheat.
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Frost tolerance is an important trait for winterlbg breeding. Field selection
for this trait is not always efficient since, esidlg in Southern Europe, severe
winter frost is an erratic event. Recent advanoeteims of cloned genes and of
molecular markers in barley can give to moleculaeeders the necessary
informations for the development of new, simple Pi&Red molecular markers
that can be important tools to select quickly tiwestf tolerant genotypes. We report
here the development of three PCR-based markeosSTé markers, derived from
the wg644 and psr637 RFLP probes, and one RAPDPAL7 chosen for their
location on chromosome 5H, where most important foc frost tolerance had
been previously mapped. They were validated ort afseinter and spring barley
genotypes with different levels of frost tolerandée efficiency of the developed
markers to separate the frost tolerant and sustepgenotypes was clear, with
some exceptions. In the 'Nure' x 'Tremois' barlegpmbased on a segregating
population of doubled haploid lines, ther637STS and th®©PA17RAPD were
mapped on the long arm of chromosome 5H, closeftosa tolerance QTL. The
wg644 STS vyielded several polymorphisms across the dasnpof tolerants.
susceptible genotypes, and two polymorphic bandi&ldee located in the 'Nure' x
‘Tremois’ map on chromosomes 5H and 2H, but nonthe&h was mapped to
position of 5H expected from colinearity observasio

The utilization of these three PCR-based markensspged up the selection
of frost tolerant barley genotypes and decreasectists of the development of

cultivars surviving low temperatures.
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FUGGELEK

I. Tablazat: A Chinese Spring x Chinese Spring(Gnee 5B) keresztezé&fibszarmazo, egy
kromoszomara rekombinans vonalakbél allé térképepépulacion kapott markerezési adatok.
Baloldalt lathaték az egyes SSR markerek, d@fstsban pedig az egyes vonalak. Legalul lathatdk a
szubi adatok.
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Il. Tablazat folytatas

Genotipusok
47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69

Markerek

a a b a

a

a

a
a
a
a
a
a
a
a
a

a a b b

b

a

a b b a

a b a

b b a

a b b a
a

a
a

Xwmc73

b b
a b b

a

Xpsri28
Xgwm213
Xgwm371
Xgwm499
Xgwm639
Xgwm554

Xpsr637

Xpsroll
Xcdo504
Xgwm408

Xwmc75

a a b b a

a

a

a a a a

a
a
a
a
a
a
a
a
a
a
a
a

a b b

b b
a b b

a

b b a b b

a b b b a b b

a

a a b b a

a

a

a a a

a

b b
a b b

a

b b b a b b
a b b b a b b

a

a a b b a

a

a

a a

a

b b
a b b

a

b b b a b b
a b b b a b b

a
b

a a b b a

a

a

a a a

a

b b

a

a a b a

a

a

a

a b a

b b a b a b b

b

b b

a

b

a b b b a

a a

a a b b a
a

b

b b a b a b b a

b

Xcdo457
Xwmc235

b b

a

b b

a

b

Szul 6k

Genotipusok
70 71 72 73 74 75 76

Hobbit(Chinese Spring 5 BL)

Hobbit

Markerek

a

b
b
b

Xwmc73

Xpsrl28
Xgwm213
Xgwm371
Xgwm499
Xgwm639
Xgwm554

Xpsre37

Xpsr91l
Xcdo504
Xgwm408

Xwmc75

b b a a a
b

b
b

b

a

a

a b a

a

b b a b a a

b
b
b

a

a

b b b

b

a

b b b b b a

b

Xcdo457
Xwmc235

a

a

b b b b b

79



lll. Tablazat: A Chinese Spring x Chinese Sprindié@enne 5B) keresztezéstszarmazo, egy
kromoszomara rekombinans vonalakbél allé térképepépulacion kapott markerezési adatok.
Baloldalt lathatok az egyes SSR markerek, aéfalgrban pedig az egyes vonalak. Az adatok
megegyeznek a virdgzasi 6id befolyasold lokuszok térképezésénél hasznaltaklainyi
kilbnbséggel, hogy itt hianyoznak a 11-es, 18-dse§y 61-es vonalak. Legalul lathatdék a &izll
adatok.

Genotipusok

Markerek 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 12 13 14 15 16 17 19 20 21 22 23 24 25
Xwme73 b b b a a b a a b b b a a a b b b a a a a b b
Xgwm213 b b b a a b b b b b b a a a b b b a a a a b b
Xgwm371. b b b a a b b b a b b b b b b b b a a a a b b
Xgwm499 b b b b b b b b a b b b b b b b b a a a a b b
Xgwm639 b b a b b b b b a b b a a a b b b a b b a a a
Xgwms54 b b a b b b b b a a b a a a b b a a b b a a a
Xgwm408 b b a a a b b b a a b a a a b b a a a a a a b
Xgwm604 b b a a a b b b a a a b b b b b a a b b a a b
Xwme235 b b a a a a b b a a a a a a a a a a b b a a b
Genotipusok
Markerek 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48
Xwmc73 b a a a a a a a b b a b a b a - b b b a b b b
Xgwm213 b a a a a a a a b b a b a b a a b a a a b b b
Xgwm371. b a a a a b b b b b a b a b a a b a a a b b b
Xgwm499 b a a a a a a b b b a b a b a a b a a a b b b
Xgwm639 a a a a a a a b b b a b a b b a b a a a b b b
Xgwmb54 a a a a a a a b b b a b b b b a b a a a b b b
Xgwm408 b a a a a a a b b b a a b b b b a a a b a b a
Xgwm604 b a a a a a a b b b a a b b a b a a a b a a a
Xwme235 b a a a a a a b b b a a b b a b a a a b a a a
Genotipusok Szl ék

Markerek 49 50 51 52 53 55 56 57 58 59 60  Chinese Spring ChineseSpring(Cheyenne5B)
Xwme73 a b b a a - a a a a a a b
Xgwm213 b a b a a - a a a a a a b
Xgwm371 b a b a a a a a a a a a b
Xgwm499 b a b a a a a a a a a a b
Xgwm639 b a b a a a a a a a a a b
Xgwm554 b a b a a a a a a b b a b
Xgwm408 a a a b b a b b b b a a b
Xgwm604 a a a a a a - a a a a a b
Xwme235 b a a a a a a a b a a b
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IV. Tablazat: A Chinese Spring x Chinese Springi@mme 5B) keresztezé&dbszarmazé, egy
kromoszomara rekombinans vonalakbdl all6, nem Vil térképezési populacié vonalainak
virdgzasi ideje napokban. Legalul lathatdk a &zéitekek.

Vernalizalatlan névények Vernalizalatlan novények

Genotipusok viragzasi ideje (nap) Genotipusok viragzas iideje (nap)
1 78,10 32 69,00
2 73,70 33 67,40
3 80,80 34 80,00
4 74,80 35 72,30
5 77,30 36 70,90
6 72,60 37 67,80
7 71,10 38 66,40
8 70,00 39 70,20
9 74,30 40 68,20
10 77,10 41 68,20
11 72,60 42 75,00
12 71,30 43 88,40
13 70,70 44 82,10
14 66,60 45 75,40
15 71,10 46 73,60
16 72,00 47 83,60
17 81,00 48 72,70
18 76,60 49 79,40
19 74,50 50 81,80
20 71,60 51 78,90
21 68,10 52 80,20
22 72,00 53 80,90
23 70,80 54 83,20
24 72,50 55 80,20
25 71,50 56 76,10
26 72,80 57 77,80
27 68,90 58 86,10
28 68,70 59 76,90
29 70,60 60 79,20
30 70,10 61 78,50
31 66,90

Vernalizalatlan novények

Szilék viragzasi ideje (nap)
Chinese Spring 70,6
Chinese Spring(Cheyenne5B) 75,6
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V. Tablazat: A Hobbit x Hobbit(Chinese Spring 5B{8resztezésih szarmazd, egy kromoszémara
rekombinans vonalakbél allo térképezési populd6idétig vernalizalt vonalainak viragzasi ideje
napokban. Legalul lathaték a s&ilértékek.

6 hétig vernalizalt névények 6 hétig vernalizalt nov ~ ények
Genotipusok viragzasi ideje (nap) Genotipusok virdgzas  iideje (nap)
1 82,60 39 97,60
2 94,60 40 91,30
3 87,60 41 89,80
4 89,80 42 85,80
5 97,00 43 77,60
6 92,60 44 94,40
7 95,30 45 89,00
8 91,00 46 82,80
9 88,80 47 86,80
10 89,60 48 99,50
11 85,80 49 82,00
12 86,00 50 94,00
13 95,60 51 90,40
14 84,40 52 85,20
15 90,00 53 98,60
16 87,60 54 89,40
17 99,80 55 87,00
18 85,40 56 102,70
19 94,30 57 84,80
20 86,40 58 83,60
21 85,20 59 89,40
22 96,00 60 88,80
23 93,30 61 88,60
24 82,00 62 88,00
25 83,40 63 92,00
26 85,20 64 88,20
27 91,20 65 88,60
28 86,40 66 88,00
29 95,30 67 98,30
30 90,80 68 87,50
31 87,80 69 88,80
32 89,60 70 89,20
33 89,20 71 90,00
34 85,60 72 84,80
35 100,00 73 88,80
36 94,80 74 82,60
37 87,50 75 87,00
38 85,40 76 86,40
6 hétig vernalizalt névények
Szl 6k viragzasi ideje (nap)
Hobbit 88,5
Hobbit(Chinese Spring 5BL) 86
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VI. Tablazat: A Chinese Spring x Chinese Springl@mme 5B) keresztezé&dbszarmazé, egy
kromoszdmara rekombinans vonalakbdl allé térképemgsulacié vonalainak —£C-os, és —17-

a szubi értékek.

Fagyasztasi h é6mérséklet Fagyasztasi h 6mérséklet
Genotipusok -11°C -12°C Genotipusok -11°C -12°C
1 1,70 2,00 32 2,10 0,80
2 3,40 2,20 33 2,40 1,50
3 2,30 2,00 34 2,40 1,50
4 2,40 2,10 35 2,60 1,70
5 2,10 2,20 36 2,50 0,60
6 2,70 1,80 37 1,60 1,20
7 2,80 2,50 38 2,20 0,70
8 1,90 2,30 39 2,30 1,40
9 1,30 0,60 40 2,50 1,90
10 2,10 1,80 41 1,90 0,60
12 1,40 1,90 42 1,50 1,50
13 1,40 0,60 43 1,70 0,10
14 1,80 1,10 44 1,80 0,50
15 0,90 0,90 45 1,90 0,60
16 2,60 2,10 46 2,70 1,40
17 2,50 2,40 47 2,40 1,40
19 3,00 2,00 48 2,40 1,30
20 1,80 0,90 49 3,10 1,30
21 2,30 3,00 50 2,00 0,70
22 2,50 2,70 51 2,20 1,20
23 1,40 0,40 52 1,40 0,40
24 3,00 1,90 53 1,30 0,70
25 2,00 0,60 55 2,00 0,50
26 1,80 0,80 56 1,80 0,50
27 2,20 0,80 57 1,80 0,20
28 1,50 1,20 58 0,90 0,30
29 1,60 0,90 59 1,60 0,70
30 1,50 1,30 60 1,50 0,30
31 1,30 0,70

Fagyasztasi h é6mérséklet

Sziil 6k -11°C -12°C
Chinese Spring 1,8 0,5
ChineseSpring(Cheyenne5B) 2,8 2,0
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KOSZONETNYILVANITAS

Kdsz6énbém a Magyar Tudomanyos Akadémia btgzdasagi Kutatointézete
Vezetségének, hogy leh@té tette munkam elvégzeését intézetiinkben.

Kbszonettel tartozom témavedeinek, Dr. Galiba Gabornak a szakmai
segitségéért, tanacsaiért, irdnyitasaért.

Kdszénbém Dr. Sutka JOzsef hasznos tanicsait, &elesek soran nyujtott
segitségét, és a rendelkezésemre bocsatott gerstiganyagokat, €s kdszénom a
MTA MGKI Genetikai Osztalyan dolgozé munkatarsaidmbgatasat, tanacsait,
biztatasét.

Halds vagyok Dr. John W. Snape-nek (DepartmentropGSenetics, John
Innes Centre, Norwich, UK) kivalé szakmai irany#tég és a lehéségért, hogy 6
honapot a csoportjdban dolgozhattam a Marie Curanihg Site Fellowship
(HPMT-CT-2000-00033) tamogatasaval.

Kdszénbém az olasz kollégadknak, Dr. Nicola Peccimaki és Enrico
Francianak (Istituto Sperimentale per la Cerediical Fiorenzuola d’Arda) barati
egyuttnmikodéseét és segitsegeét.

Kdszénbém a Biorex RT és az ott dolgoz6 kollégainyagin és szakmai
tamogatéasat.

Kdszondm a Szent Istvan Egyetem Genetika és Noeingsites Tanszek

munkatarsainak a doktori képzésben nyujtott seggtsé
Héalasan koszondm csaladom, szileim, testvérem t@hidmwdyf, tirelmét és
megertéseét, mellyel a nyugodt hatteret biztosikotédmi nélkil ez a munka nem

jOhetett volna létre.

Dolgozatomat nemrég elhunyt édesapam emlékéneloajan
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