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1. AMUNKA ELOZMENYEIL A KITUZOTT CELOK

A szarazsag ¢és a vizhidny vilagszerte az egyik legfontosabb terméscsdkkentd tényezd.
Magyarorszag, mint mérsékelt éghajlati dvezetbe tartozd kontinentdlis éghajlata teriilet, nem
tartozik a sz€lsdségesen szdraz teriiletek k6zé, azonban a csapadék mennyisége az egyes €¢vekben
jelentdsen eltérhet. 2003-ban 476 mm, mig az azt kovetd évben 686 mm volt az évi csapadék
mennyisége, amely az 0szi bliza termésatlagaban is jelentds kiilonbséget okozott (Cseuz 2009). A
valtoz6 csapadékmennyiségen kiviill a csapadék éves eloszlasa sem egyenletes. Gyakran
tapasztalhatd nyaron, a gabonafélék f6 vegetacios periodusaban csapadékhiany, illetve magas
hémérséklettel parosulva aszaly. Mindezek mellett az elmult 100 évben a tavasszal hullott csapadék
mennyisége is jelentds csokkenést mutatott. A fentiekbdl kovetkezik, hogy hazai viszonyok mellett
olyan mezdgazdasagi novények nemesitése a cél, amelyek barmelyik életszakaszban jol tlirik a
csapadékhianyt és termésiik a lehet6 legkisebb mértékben csokken szarazsagstressz hatasara (Lelley
1963). A szarazsagtlrés hazankban a gabonafélék termésbiztonsdganak meghatdrozd eleme, de
ellentétben a sivatagos orszagokkal nalunk a termés mennyiségének megtartasa, és nem a novények
tulélésének biztositasa az elsddleges cél.

A széles genetikai bazissal rendelkezd gabonafélék rokonsagédba tartozd vad fajok fontos
génforrast jelentenek a nemesitok szamara. Az 1j, kdrnyezeti tényezOkkel szemben toleransabb
fajtak eldallitasdhoz szintén fontos kiindulasi vagy keresztezési alapanyagot biztositanak a
kiilonb6zd génbankokban tarolt tajfajtdk, vagy termesztésbdl mar kivont fajtdk. A rendelkezésre
allo alapanyagok aktudlis célnak megfeleld szelektalasat jelentésen leroviditheti €s nagyban
segitheti a marker alapt szelekcid (MAS — marker assisted selection): a genotipusok hosszas
tesztelése helyett elég csak egy, illetve néhany, a szelektdlni kivant jelleggel kapcsolt markert
megvizsgalni, mely alapjan megjosolhatd, hogy az adott genotipus a kivant jelleget hordozza-e,
vagy sem. A MAS alkalmazédsanak azonban feltétele a megfeleld genetikai markerek azonositasa.
Egyes agronémiai szempontbol fontos fenotipusos jellegek, vagy biotikus rezisztencia esetében a
MAS bizonyitottan hatékony. Komplex jellegek esetében - ilyen a szarazsagtlirés is - a kapcsolt
markerek hidnya, korldtozott szdma vagy a kis fenotipusos hatds miatt a marker alapu szelekciot a
nemesitok még nem alkalmazzak.

A szarazsagtiirés mennyiségi, azaz kvantitativ jelleg, amelynek kialakitasdban szamos gén
jatszik szerepet, €s a jelleg megnyilvanulasat a kdrnyezet is nagyban befolyasolja (Ceccarelli 1987).
Az alap és alkalmazott kutatas teriiletén elért szdmos eredmény ellenére a jelleg genetikai és €lettani
hattere részleteiben egyelére még kevéssé ismert. A szarazsagtlirést meghatarozo gének és azok

funkcidjanak bizonyitasa igy a modern genetika egyik nagy kihivésa (Luo et al. 2002).



Az arpa (Hordeum vulgare L.), amellett, hogy fontos termesztett novényiink a gabonafélék
idedlis genetikai modellndvénye. A buzdhoz képest joval kisebb genommal rendelkezd diploid faj
eredete miatt altaldnossagban jo szarazsagtlréssel rendelkezik. A Triticeae tribuszba tartozd fajok
egyes kromoszomai kozott meglévé homeologia miatt (Feuillet és Keller 2002) az arpan elért
eredmények mas, kozeli rokon fajok (pl. buza) esetében is segithetik a szarazsagtiirés komplex
folyamatanak megértését.

Munkank elsddleges célja az arpa szarazsagtiirését befolyasold 16kuszok azonositasa, €s az
azonositott lokuszok szerepének vizsgalata volt. Mivel a vizhidny €s a szarazsag a novény barmely
egyedfejlodési fAzisaban bekovetkezhet, tobb fejlodési fazisban is sziikséges a toleranciaért felelds
lokuszok meghatarozasa. Ezaltal valik lehetové az 4ltalanos és az egyedfejodés specifikus QTL-ek
(quantitative trait loci - mennyiségi jelleget meghatdrozd lokuszok) elkiilonitése. Ezekhez a
l6kuszokhoz kapcsolt markerek alkalmasak lehetnek a szarazsagtiirés marker alapu szelekcidjara.
Ezen eredmények elérése érdekében a kdvetkezd feladatok elvégzését tliztiik ki célul:

1. Szérazsagtiirés vizsgalatara alkalmas térképezési populacio kivalasztasa arpa térképezési
populaciok sziildi vonalaival végzett eldkisérletek alapjan.

2. A kivalasztott populacid vonalainak tesztelése tobb egyedfejlodési fazisban csira- és
fiatalndvény korban, valamint €érésig nevelt névényekkel.

3. Kiilonb6z6 ozmotikus stressz- €és szarazsagtiirési tesztelési rendszerek parhuzamos
alkalmazasa és Osszevetése. Hangsulyt fektetve a nagy szdmu genotipus tesztelésére
alkalmas egyszerli és gyors, valamint a nehezebben kivitelezhetd, de természetszerii
tesztelési rendszerekre egyarant.

4. Szarazsagtlirést befolyasolo 10kuszok azonositasa kiilonboz6 egyedfejlodési fazisokban.

5. Az éaltalunk azonositott QTL-ek szétvalasztasa egyedfejlodési fazis specifikus és altalanos
hatast 10kuszokra.

6. A QTL-ekhez kapcsolt EST (expressed sequence tag — expresszalt szekvencia szakasz)
markerek szekvencidjanak Osszevetése szekvencia adatbazisokkal €s ezaltal jelolt gének
azonositasa.

7. Az azonositott szarazsagtlrést befolydsold lokuszokhoz kapcsolt markerek marker alapa
szelekciora vald felhasznalhatosdganak vizsgdlata egy eltérd szarmazasu genotipusokat

tartalmazo fajtagyiijteményen.



2. ANYAG ES MODSZER

2.1. Kisérletbe vont novényi anyagok
2.1.1. Szarazsagtiirés térképezésére alkalmas populacio kivalasztasa

Elokisérleteink soran négy arpa térképezési populacido (‘DOM’%‘REC’, ‘Steptoe’x‘Morex’,
‘Brenda’x‘HS213’, ‘Brenda’x‘HS584’) hét sziiloi vonalat teszteltiik csiranovény és fiatalndvény
tesztekben abbdl a célbol, hogy eldontsiik melyik sziildpar ozmotikus stressztiirése kiilonbozik a
legjobban, és ezaltal melyik populacié a legalkalmasabb a térképezési vizsgalatokra. A ‘Tadmor’ €s
‘Er/Apm’ tavaszi arpa genotipusokat referenciaként hasznaltuk, mivel ezekbdl a vonalakbol
szarmaz6 keresztezési populacion szamos szdrazsagtiiréssel kapcsolatos jelleget térképeztek
koréabban.
2.1.2. Az Oregon Wolfe Barley (OWB) populacio

A szarazsagtlirés részletes vizsgalatara eldkisérleteink eredményei alapjan az OWB
populaciot valasztottuk ki. Az OWB populacié egy 94 DH vonalbol allo6 doubled-haploid (DH)
populacid, amelyet eredetileg morfologiai jellegek térképezésére fejlesztettek ki. A populaciot a
kizardlag dominans (‘DOM’), illetve recessziv (‘REC’) morfologiai jellegeket hordozo
genotipusokat Bob Wolfe kanadai genetikus kovetkezetes visszakeresztezésekkel allitotta eld
(Wolfe és Franckowiak 1991).
2.1.3. Az arpa gyljtemény

A kétsziilds keresztezési populacio felhasznaldsaval kapott eredményeinket egy nagyobb
genetikai variabilitassal rendelkezd anyagon is szerettik volna megerdsiteni. Ezekhez a
vizsgélatokhoz az ICARDA (The International Center for Agricultural Research in the Dry Areas,
Aleppo, Sziria) altal dsszedllitott asszocidcios gylijteménybdl szarmazo 39 agrondmiailag értékes
fajtat és tajfajtat tartalmazé valogatast hasznaltuk fel.
2.2. Kisérleti médszerek
A térképezési populaciok sziildi vonalait csirandvény és fiatalndvénykorban, az OWB populacio
sziilo1 vonalait pedig egy felndttkori tesztben vizsgaltuk. A teljes OWB populacidt harom fejlodési
fazisban Gsszesen kilenc kisérleti bedllitast alkalmazva vizsgaltuk (7-9. kisérlet).
2.2.1. Csiranovény teszt
A szemeket nedvesitett sziirOpapiron, atlatsz6 milanyag dobozban (23 cm x 29 cm) csiraztattuk.
Egy dobozban hét genotipust, genotipusonként pedig tiz szemet helyeztiink el. A szemeket kontroll
koriilmények kozott csapvizzel, az ozmotikus stressz kezelés esetében 15 w/v %-os poli-etilén-
glikol (PEG) 6000 (Merck, Darmstadt, Németorszag) oldattal nedvesitettiik. A kisérletet kontrollalt

koriilmények kozott 20 °C-on, 12 6rds megvilagitas mellett, G-30 tipusi novényneveld kamraban



(Conviron, Manitoba, Kanada) végeztiik. A hét sziild1 vonalat és az arpagytjteményt két-két, az
OWB populaciot (1. kisérlet) hét fliggetlen ismétlésben teszteltiik. Ismétlésenként és kezelésenként
minden genotipusobol tiz novényt vizsgaltunk. A 8. napon a ndvények hajtas- €s gyokérhosszat
hataroztuk meg.

2.2.2. Fiatalnovény teszt

Az elOcsiraztatott szemeket tapoldatra helyeztiik (kb. egy hetes korban) és vizkulturas
kisérleti rendszerben ndvényneveld kamraban (PGR-15, Conviron, Manitoba, Kanada) 7 napig 14
oras megvilagitds, 18/13 °C (éjszaka/nappal) homérsé€kleten neveltiik. Tapoldatként Hoagland-
oldatot hasznaltunk.

Az ozmotikus stresszt 15 w/v %-os, illetve 18 w/v %-0s PEG 6000-et (Merck, Darmstadt,
Németorszag) tartalmazo tapoldattal idéztiik eld. A stresszkezelést a tapoldatra rakast kovetd
PEG kezelést kovetéen a ndvények hajtdshosszat mértiikk, mig a 18 %-os PEG kezelés utdn, a
kisérlet végén meghataroztuk a novények hajtas szdraztdmegét is. A stresszkezelés mellett minden
esetben normal tapoldaton nevelt ndovényeket alkalmaztunk kontrollként. Minden genotipusbol
kisérlettipustol fliggben 8-15 ndvényt neveltiink. A hét sziildi vonalat, valamint az OWB populaciot
is két fliggetlen ismétlésben teszteltiik. A teljes OWB populdcio kisérletében (2. kisérlet) a
biomassza produkciot (hajtdshossz €s hajtas szaraztomeg) jelz6 paramétereket hataroztuk meg, mig
a szuléi vonalakban a relativ viztartalmat (RWC - relative water content), ozmotikus potencialt
(OP) és az ozmotikus adaptacio (OA) mértékeét is.

A novények relativ viztartalmat az RWC = (FW-DW) / (SW-DW) x 100 képlet alapjan
szamoltuk ki (Barrs és Watherley 1962) (FW = friss tomeg, DW = szaraz tomeg, SW = telitett
tomeg). Az ozmotikus potencidlt ozmométerrel (Osmomat 030-D, Gonotec, Németorszag)
fagyaspont valtozas alapjan hataroztuk meg Bajji et al. (2001) mddszere alapjan.

A fentiek mellett a teljes OWB populaciéval (3. kisérlet) és az arpagytijteménnyel is
elvégeztiik a két lépcsds PEG-es kisérlet roviditett, hét nap 15 w/v %-o0s PEG kezelést tartalmazo
modositott valtozatat is. A kisérleteket temperalt iiveghazban (IPK, Gatersleben, Németorszag)
végeztik, szlikség esetén kiegészitd vilagitassal. Ezt a kisérlettipust az OWB populacié esetében
harom az arpagylijtemény esetében pedig két fiiggetlen ismétlésben végeztiik el. A kisérlet végén a
kontroll €s a kezelt novények hajtas szaraztomegét hataroztuk meg.

2.2.3. Az OWB populicié sziiléi vonalainak felnéttkori tesztje

Az OWB populacié eldcsiraztatott szemeit 4 kg foldkeveréket tartalmazd cserepekbe (2
novény / cserép) lltettiik €s PGB-36 tipusu (Conviron, Manitoba, Kanada) novényneveld kamraban
neveltiik. Genotipusonként és kezelésenként hat ndvényt iiltettiink el hadrom ismétlésben. A

novényeket a kalasz megjelenéséig normal vizellatottsdg mellett neveltiik (talaj maximalis



vizkapacitasdnak 80 % -a). A kalaszolast kdvetd napon genotipusonként hdrom-harom cseréptdl
megvontuk a vizet és a talaj maximalis vizkapacitasdnak 40 % -aig szaritottuk. A kezelt novényeket
érésig ezen a viztartalom értéken, a kontroll novényeket idedlis vizellatottsag mellett neveltiik. 12
nappal a stressz kezelés kezdete utdn meghataroztuk a zaszloslevelek relativ viztartalmat. A teljes
érést kovetéen a ndvények magassagat, Ossztermését, ezerszemtomegét ¢€s ndvényenkénti
kalaszszamat hataroztuk meg.

2.2.4. Foliasatras teszt (4. kisérlet)
A gaterslebeni IPK kisérleti teriiletén (Gatersleben, Németorszag) talalhaté 6 m x 30 m

alapteriiletti foliasatorban 2005 marciusaban kezdtiik el a kisérletet. Az OWB populdcié 94 vonalat
harom ismétlésben, véletlen blokk elrendezésben vetettiikk el. A kaldszok megjelenéséig minden
parcellat ontoztiink. Amikor a genotipusok 50 %-a kalaszolni kezdett két parcellaban abbahagytuk
az Ontdzést. Sajnos a vizmegvonas tul gyengének, és a talaj feltételezett viztartalékai miatt tul
keésdinek bizonyult. A vizhidny a terméseredményekben nem okozott szignifikdns valtozast csak a
novénymagassagot csokkentette. Emiatt ebbdl a kisérletbdl csak a ndvénymagassadgra vonatkozo
adatok keriiltek feldolgozasra.

2.2.5. Uveghazi teszt (5. kisérlet)

A gabonaszemeket 2005 marciusaban iltettiik 2 kg kerti talajt tartalmazd cserepekbe. Egy
cserépbe egy novény keriilt. Genotipusonként nyolc novényt iiltettiink és kaldszolasig idealis
vizellatottsag mellett neveltiikk dket. Tiz nappal a kaldszolas kezdete utan a genotipusonként parba
rendezett cserepek egyikén vizmegvonast alkalmaztunk és a kezelt novényeket a talaj maximalis
vizkapacitasdnak 40 %-aig szaritottuk. A locsolast a cserepek tomegének mérésével szabalyoztuk.
A kontroll névényeket érésig idealis vizelldtottsdg mellett neveltilk. Aratdskor a ndvények
magassagat, 0ssztermését €s ezerszemtomegeét hataroztuk meg.

2.2.6. Fitotron teszt (6. kisérlet)

A teszt sordn az OWB populacidé vonalait hidegkezelés utan egyesével 2 kg foldkeveréket
tartalmazo cserepekbe iiltettiik, €s a martonvasari fitotronban neveltiik tovabb. Egy genotipusbol tiz
novényt vizsgaltunk, Gtismétléses random blokk elrendezésben. A ndvényeket két hétig 18/14 °C,
ket hétig 20/16 °C majd 22/20 °C-on neveltilk. Minden ndvényt a kalasz megjelenéséig normal
vizellatottsag mellett neveltiink. A szarazsagstresszt a kaldsz megjelenését kovetd 5. napon kezdtiik.
Ekkor a kezelt ndvények oOnt6zését abbahagytuk, amig a talaj térfogategységre vonatkoztatott
viztartalma (VSMC - volumetric soil moisture content) 7,0 = 0,5 % -ra csokkent. A kezelt
novényeket érésig ilyen viztartalom mellett neveltiik. Hét nappal a vizmegvonas kezdete utdn
mintat vettiink a zaszloslevélb6él az RWC és az ozmotikus paraméterek meghatarozasahoz. A
kisérlet soran felvételeztiik a viragzasi 1d6t, majd a teljes érést kovetden a ndvénymagassagot, az

Ossztermést €s az ezerszemtomeget hataroztuk meg.



2.2.7. Kontrollalt vizellatasu szant6foldi tesztrendszer

A kisérletet a martonvasari elhtizhato esévédo foliatetdvel rendelkezd kisérleti tertilet alatt
végeztik el. A foliatetd csak esd esetén tartdzkodik a parcellak f616tt €s a kiilso csapadékot teljesen
kizarja. A terililetre jutd vizmennyiséget automata csepegtetdé OntdozOrendszer szabdlyozza. A
foliasator alatt talalhato hat kisérleti parcella (3,4 m x 5 m) egyedileg 6ntdzhetd. A hat kisérleti
parcellab6]l haromnal normal oOntozéssel idedlis vizellatottsagot, harom parcellan pedig
széarazsagstresszt idéztiink eld.

Az OWB populaciot 2007 marciusadban vetettiik el a kisérleti parcelldkba. Egy genotipusbol
6 szemet vetettiink parcellanként, 15 cm sorttavolsaggal, soronként négy genotipussal, harom
ismétléses random blokk elrendezésben. Amikor a genotipusok 50 %-a kalaszolni kezdett hdrom
parcellanal az Ontozést megszintettiilk. Arataskor a kezelt parcelldk nedvességtartalma 10 cm
mélységben 6 VSMC % a kontroll parcellaké 28 VSMC % volt. Arataskor a tészdmot,
ndvénymagassagot, novényenkénti 6ssztermést és az ezerszemtdmeget hataroztuk meg.
2.2.8. Szantofoldi kisérlet (8. kisérlet)

2007-ben a kontrollalt vizellatasu szant6foldi kisérlet mellett beallitottunk egy
haromismétléses random blokk elrendezésii szant6foldi kisérletet is. A blokkok méretei, a ndvények
elrendezése és a kisérlet koriilményei - a vizellatas kivételével - megegyezett a 7. kisérletben
leirtakkal. A talaj nedvességtartalma 10 cm-es mélységben arataskor § VSMC % volt.
2.2.9. Kémiai deszikkaciéo szantofoldon (9. kisérlet) Az OWB populacid kémiai deszikkacios
tesztjét az IPK (Gatersleben, Németorszag) kisérleti teriiletén hajtottuk végre 2006-ban. Minden
genotipust négy, 1 m hossz sorba vetettiik el 20 cm-es sortavolsaggal. 14 nappal a kalaszolast
kovetden genotipusonként két sort kalium-jodid (KI ) (0,5 w/w %) vizes oldataval permeteztiik le.
A deszikkalt és a kontroll ndvények fokaldszanak termését aratas €s cséplés utan hataroztuk meg.
Az arpagyljtemény tesztjét két fliggetlen ismétlésben végeztiik el azzal a kiillonbséggel, hogy a KI

koncentracidja ebben az esetben 1,5 % volt.

2.3. EST homologia keresés

A tobb jelleget befolydsoldo ¢és legalabb két fejlodési fazisban is azonositott QTL-ek
csucsrégidjaba es6 EST markerek szekvencidit fehérje alapi homologia dsszehasonlitdsnak vetettiik
ala. Az EST markerhez tartozé szekvencidt a GrainGenes adatbazisbol (http://wheat.pw.usda.gov/)
toltottiik le. Az dsszerendezett egy lokuszhoz tartoz6 EST-k konszenzus szekvencidit (unigene) az
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) és a HarvEST (http://www.harvest-web.org, barley, 1.72 #35)
adatbazisokbol toltottiik le. A fehérje alapti 6sszehasonlitdst BLASTX 2.2.19 program segitségével
az NCBI non redundant adatbazissal szemben végeztiik. A szekvencia feltételezett funkciojat a

legjobb egyezést mutato rizs ortolog alapjan valdsziniisitettiik.



2.4. Marker analizis

Az arpagylijtemény genotipusaibol teljes genomi DNS-t izolaltunk Plaschke ef al. (1995) modszere
szerint. A  mikroszatellit markerek primer szekvencidit a GrainGenes adatbazisbol
(http://wheat.pw.usda.gov/) toltottiik le €s a polimeraz lancreakciét (PCR) Roder et al. (1993)
modszere szerint végeztiik. A PCR termékek méretét a QIAxcel System (Qiagen GmbH, Hilden,

Németorszag) fragmentanalizald késziilékkel hataroztuk meg.

2.5. Statisztikai analizis

A fenotipusos adatok variancia analizisét és a korrelacidos szdmitasokat az SPSS 16.0
statisztikai programmal végeztiik. A kezelt ¢és kontroll koriilmények kozott mért paraméterek
hanyadosabol minden jellegre tolerancia indexet (TI) szamoltunk. Az adott fenotipusos jellegre
vonatkoz6 TI-ket, mint a tolerancia mértékét jelz6 paramétert térképeztiik.

A QTL analizishez elsddlegesen a QTLNetwork V2.0 programot (Yang ¢és Zhu 2005)
hasznaltuk, amely a vegyes modellen alapuld Gsszetett intervallum térképezés modszerét (MCIM -
mixed-model based composite interval mapping) alkalmazza.

Az irodalomban eddig leirt és az altalunk azonositott szarazsagtiiréshez kapcsolhato fobb
arpa QTL-ek Osszevetésé¢hez a GrainGenes ’Cmap’ funkcidjat hasznalva Marcel ef al. (2007) altal

készitett konszenzus térképet hasznaltuk.

3. EREDMENYEK

3.1. A térképezési populacio kivalasztasa
3.1.1. Sziil6i vonalak csiranovény tesztje

Az 6t térképezési populacio sziildi vonalainak ozmotikus stressztlirését elsoként csirandvény
tesztekben vizsgaltuk. A PEG kezelés minden genotipus esetében a kontrollhoz viszonyitva
hajtashossz csokkenést idézett eld. Ozmotikus stressz alatt a legkisebb hajtashosszt a ‘DOM’ és
‘Tadmor’ genotipusok esetében mértiik.

A hajtashosszbol szamitott tolerancia index (TI) nagy kiilonbséget mutatott az egyes
genotipusok kozott. A legalacsonyabb tolerancia indexszel a ‘Tadmor’ (0,23) rendelkezett a
legtoleransabbnak pedig a ‘REC’ (0,82) mutatkozott (TI=1 abszolut tolerans, TI=0 abszolut
szenzitiv). Ebben a fejlodési fazisban a gyokérhosszak mérete erds korrelaciot mutatott a
hajtashossz értékekkel (kontroll hajtashossz és kontroll gyokérhossz: 1=0,82 kezelt hajtashossz €s
kezelt gyokérhossz : =0,77 tolerancia index hajtashossz és tolerancia index gyokérhossz: r=0,83

szignifikans P < 0,01 szinten).



A térképezési populdciok sziildi vonalainak egymashoz viszonyitott dsszehasonlitasakor a
‘DOM’ és ‘REC’, valamit a ‘Tadmor’ és az ‘Er/Apm’ genotipusok kozott talaltunk szignifikans
kiilonbséget.

3.1.2. Sziil6i vonalak fiatalnovénykori tesztje

A sziil61 vonalak kétlépcsds ozmotikus kezelést alkalmazo kisérletében a novények részletes
vizsgalatat a 18 % PEG kezelését kovetden végeztiik el. Az ozmotikus stressz alatt a ndvények
hajtashossz ndvekedése és a biomassza gyarapodésa a kontrollhoz viszonyitva jelentdsen lassult. A
kilenc genotipus koziil a ‘Steptoe’ rendelkezett a legnagyobb hajtashosszal €s hajtas szaraztomeggel
a kezelést kovetden, a tolerancia index azonban a ‘DOM’ genotipus esetében volt a legnagyobb.

A novények relativ viztartalmat vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy ozmotikus stressz hatsara a
‘Morex’ és az ‘Er/Apm’ relativ viztartalma csokkent a legkifejezettebben, mig a ‘DOM’ és a
‘REC’genotipus esetében csak mérsékeltebben. A legnagyobb ozmotikus adapticios képességet
(OA) az ‘Er/Apm’ genotipusnal figyeltiik meg.

A térképezési populdciok sziildi vonalainak egymashoz viszonyitott dsszehasonlitasakor a
hajtashossz tolerancia indexei alapjan a ‘DOM’ és ‘REC’ kozott talaltuk egyediil szignifikdns
kiilonbséget. A szaraztomeg €rtékek hasonld tendenciat mutatnak.

Figyelembe véve a csirandvény ¢&s a fiatalndvény teszt eredményeit, valamint a populacidkra
vonatkozo genetikai térképek elérhetdségét a ‘DOM’ és a ‘REC’ keresztezésébdl szarmazo OWB
populaciot talaltuk legalkalmasabbnak a tovabbi térképezési vizsgalatokra.

3.1.3. Az OWB populacio sziil6i vonalainak felnéttkori vizsgalata

crer

szerettiink volna informdciot szerezni, igy a korai fejlodési fazisokat kovetden elvégeztiik a két
vonal felnéttkori vizsgalatat.

A ‘DOM’ ¢és a ‘REC’ fenotipusa jelentdsen kiilonbozik egymadstol: az eldbbi genotipus
zOmokebb, kisebb kaldsza, de jobban bokrosodo, mig a ‘REC’ nagyobb termetii, kevésbé
bokrosodd ¢€s nagyobb kaldszi. A virdgzast kovetden kezdett szarazsagstressz mindkét genotipus
esetében szignifikans terméscsokkenést idézett eld, azonban a ‘DOM’ genotipus valamivel nagyobb
termést hozott. Az ezerszemtdmeg csak a ‘REC’ esetében csokkent szignifikdnsan. A két genotipus

viragzasi ideje kozott 11 nap kiilonbséget talaltunk.

3.2. Csiranovény tesztek az OWB populacion
3.2.1. Az OWB populacio csirandvénykori fenotipusos jellemzoi

Az OWB populacido vonalait csirandvénykorban hét fliggetlen ismétlésben teszteltiik (/.
kisérlet). A kezelés szignifikdnsan csokkentette a hajtds és gyokérhossz novekedést, de ennek

mértéke az egyes vonalakban jelentds kiilonbségeket mutatott: a legkisebb €és a legnagyobb
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genotipusok kozott a hajtas és gyokérhossz esetében egyarant 10 cm-nél is nagyobb kiilonbséget
talaltunk.
3.2.2. Az OWB populicion csiranévénykorban azonositott lokuszok

Csirandvénykorban hat kiilonb6z6 jelleget vizsgaltunk: kontroll hajtashossz, kezelt
hajtashossz, hajtashossz tolerancia index, kontroll gydkérhossz, kezelt gyokérhossz és gydkérhossz
tolerancia index. Ebben a fejlddési fazisban minden jelleget figyelembe véve Gsszesen nyolc QTL-t
azonositottunk, amelyek négy kiillonbozdé lokuszban helyezkednek el. Jellegenként altalaban egy,
két esetben pedig ketté QTL-t talaltunk, melyek a 2H, 5H és a 7H kromoszoémakon foglalnak
helyet.

3.3. Fiatalnovénykori tesztek az OWB populacion
3.3.1. Az OWB populicié fiatalnovénykori fenotipusos jellemzoi

Az OWB populaci6 vonalait fiatalnovény korban kétféle kisérletben vizsgaltuk (2. kisérlet: 7
nap nevelés, 7 nap 15 %-o0s PEG ¢és 7 nap 18 %-o0s PEG kezel¢s, 3. kisérlet. 7 nap nevelés, 7 nap 15
%-0s PEG kezelés, ). Ebben az életszakaszban kontroll koriilmények kozott intenziv ndvekedést
figyelhettiink meg. A két kiilonb6zd id6tartamu fliggetlen kisérlet (2. és 3. kisérlet) kontroll adatait
Osszevetve azt taldltuk, hogy a novények a harmadik héten atlagosan 1,5-szeresére novelték
szaraztomegiiket az egy héttel korabban mért értékekhez képest. Az erdsebb ozmotikus kezelés
hatasara (18 %-os PEG) a szaraztomeg értékekbdl szamitott populdcio atlagok alacsonyabbak
voltak, mint az egy héttel korabban mért 15 %-os kezelést kdvetden. A két kiillonb6zd erdsségli
kezelés soran mért adatok kiilonb6z6 kisérletbol szarmaznak, de ezt az eltérést feltehetoen a
hosszabb ideig tartd stressz kezelés okozhatta. Altaldnossagban elmondhat6, hogy a tapoldathoz
adott 18 % PEG erds ozmotikus stresszt okozott €s ilyen koriilmények k6zott a novények egyaltalan
nem vagy csak csekély mértékben voltak képesek ndovekedésre.
3.3.2. Az OWB populicion fiatalnévény korban azonositott l0kuszok

Fiatalnovény korban a QTL analizist hajtashossz és hajtds szaraztomeg esetében mért
adatokon, valamint a jellegekre vonatkozé tolerancia indexekkel végeztiik el. Osszesen 7 QTL-t
tudtunk azonositani, amelyek négy lokuszban az SH, 6H ¢s a 7H kromoszémakon helyezkednek el.

A hajtas szaraztomeg kivételével jellegenként egy-egy szignifikdns QTL-t tudtunk azonositani.

3.4. Felnottkori tesztek az OWB populacion
3.4.1. Az OWB populacio felnottkori fenotipusos jellemzai

Az OWB populaci6 vonalainak szarazsagtiirését Osszesen hat kiilonbozd bedllitast
felndttkori tesztben vizsgaltuk. A korai fejlddési fazisoktol eltérden, a felndtt korban alkalmazott

szarazsagstressz nem okozott minden jelleg esetében szignifikans csokkenést. A foliasatras kisérlet
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(4. kisérlet) soréan az alkalmazott stressz tul gyengének bizonyult és nem okozott szignifikéns
valtozast a termésparaméterekben, ezért ebbdl a kisérletbdl csak a hajtashossz adatok kertiltek
feldolgozasra. Ezzel ellentétben az iiveghdzas (5. kisérlet) kisérletben a vizelvonas a hajtashosszt
nem, azonban a termést és az ezerszemtomeget szignifikansan csdkkentette. Ezt feltehetden a tavasz
végi-nyar eleji til meleg liveghdzi nevelési koriilmények okoztik, amely a kontroll névények
hajtashossz ndvekedését az idedlis vizellatottsag ellenére is visszavetették. A fitotronos (6. kisérlet)
kisérletben stressz hatdsara a populdcid termésatlagiban megfigyelt szignifikdns csokkkenés
ellenére az ezerszemtdmeg nem mutatott valtozast, amig az esOsatras (7. kisérlet) kisérletben ennek
ellenkezdjét tapasztaltuk. Feltételezéseink szerint ennek az az oka, hogy a cserépben torténd
novénynevelés soran a fertilis hajtasok szdma altalaban alacsony (gyakran csak 2-3) és egy erds,
viragzast kovetd stressz a kaldszonként kifejlddd kis szemszdm miatt okoz terméscsokkenést.
Nagyon alacsony szemszam esetén a kifejlodott szemek telitddése azonban normalis maradhat és
ennek kovetkeztében az ezerszemtomeg nem jelzi a stressz altal okozott negativ hatast. Szantofoldi
koriilmények kozott ezzel szemben a ndovények jobban bokrosodnak és egy gyengébb késoi
vizhidny a termés helyett elsdsorban az ezerszemtomeget befolydsolja, ha a tovabbi bokrosodas
nem korlatozott (pl.: magas homérséklet altal). A fitotronban végzett kisérlet soran (6. kisérlet) azt
tapasztaltuk, hogy a vizelvonas szignifikansan csokkentette a novények viztartalmat, valamint
ozmotikus potencialjat, azonban ennek a mértéke az egyes genotipusok kdzott nagy kiilonbségeket
mutatott.

3.4.2. Az OWB populicion felnott korban azonositott l0kuszok

A felnéttkori vizsgalatok sordn dsszesen 20 QTL-t azonositottunk, amelyek kiilon-kiilon az
altalunk vizsgalt 16 jelleg valamelyikét befolydsolja. Ezek koziil egyetlen olyan lokuszt talaltunk,
amely csak egy kornyezetben volt szignifikdns hatassal a vizsgalt jellegre. Ez a fitotronos
kisérletben azonositott 7H kromoszoman taldlhato QTL a ndvényenkénti termést befolydsolja és
atfedést mutat a fiatalndvény korban azonositott QTL-ekkel. A masik 19 QTL az 6sszes feln6ttkori
kisérletben szignifikans hatast mutatott.

A legnagyobb additiv hatassal rendelkez6 QTL-ek, amelyek az ezerszemtomeget,
novényenkénti termést és a hajtdshossz befolyasoljdk a 2H kromoszoman 132,7- 145,7 cM kozott
helyezkednek el. Az Gsszes vizhaztartassal kapcsolatos jelleg a 7H kromoszomara térképezddott
(50,3-55,9 cM) ¢s egybeesett a csirandvénykori gyokérndvekedést befolydsold lokuszokkal. Ezen
kiviil még az 1H, 6H, és 7H kromoszémdkon (utdébbi a masik, 7H kromoszéman azonositott
l6kusztol disztalisan helyezkedik el) azonositottunk olyan lokuszokat, amelyek termést és a

novénymagassagot befolyasoljak.
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3.5. Az OWB populacion tobb fejlodési fazisban azonositott atfedé régiok

Az altalunk azonositott 0sszes QTL-t figyelembe véve Ot olyan régioét azonositottunk,
amelyek tobb jelleget befolyasolnak és legalabb két fejlodési fazisban is szerepet jatszanak. Ezek a
régiok a 2H (QDr.ari-2H), SH (QDr.ari-5H), 6H (QDr.ari-6H) és TH (QDrl.ari-7H és OQDr2.ari-
7H) kromoszomakon helyezkednek el. Az SH és 6H kromoszémakon azonositott régiok a GBS0318
¢s GBR1052 markerek kozelében helyezkednek el. Ezt a két régiot csak stressz koriilmények kozott,
¢s tolerancia indexek esetében azonositottuk. A QDr.ari-5H 1égi6 hajtas és gyokérhossz novekedést
befolyasol csirandvény korban és hajtas szaraztomeget fiatalnovény korban, a QDr.ari-6H pedig
hajtashossz tolerancia indexet fiatalnovény és felndtt korban. A masik harom régié kontroll és
stressz koriilmények kozott egyarant szerepet jatszik. Az 6t régio kozil a QDr2.ari-7H QTL
klaszter volt az egyetlen, amely mind a harom fejlédési fazisban szignifikdns hatast gyakorolt egyes

vizsgalt jellegekre.

3.6. Az EST szekvenciak funkcionalis fehérjékkel mutatott homoldgiaja

Az altalunk azonositott 6t QTL klaszter feltételezéseink szerint egyedi gének hatasanak
koszonhetd. Ezek szerint a QTL-ek / gének legvaldsziniibb eléfordulasi pozicidjaba (csucspozicio)
esO EST markerek szekvencidit felhaszndlva az azonositott régiok funkciojara is kovetkeztethetiink.
Az ot régid jelolt génjeiként tobbek kozott azonositottunk DREB2F (Dehydration responsive
element binding protein 2F) proteint, papain-szeri cisztein proteinazt, aldehid-dehidrogenazt,

trehal6z-6-foszfat szintazt és egy szerin/threonin protein foszfataz alegységet is.

3.7. Az arpagylijtemény tesztelése
3.7.1. Az arpagyiijtemény fenotipusos adatai

Az arpagylijtemény vizsgalatdival az OWB populacion azonositott, szarazsagtiiréssel
kapcsolatos régiok fliggetlen genetikai hattérben torténd ellendrzését tiztik ki célul. A 39
genotipust az OWB populacional alkalmazott kisérleti beéllitdsokhoz hasonlo koriilmények kozott
csirandvény tesztben, fiatalndvény tesztben valamit felnétt korban kémiai deszikkaciot alkalmazva
vizsgaltuk. A kezelések hatdsa minden kisérletben szignifikans volt.
3.7.2. Kivalasztott markerek tesztelése az arpagyiijteményen

Marker alapu szelekciora elsdsorban olyan tipust marker hasznalhatod, amely nagy szdmu
genotipus vizsgalatara alkalmas, egyszer €s koltséghatékony. Ezeket a feltételeket a mikroszatellit
markerek teljes mértékben kielégitik, ezért marker alapt szelekciora, ha lehetséges ilyen markereket
kozil a 2H (QODr.OWB-2H) és a TH (QDr2.OWB-7H) kromoszOéman talalhat6 GBM1359 és

GBM 1498 markerek mikroszatellit polimorfizmuson alapulnak. A masik hdrom esetben, ahol nem
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crcr

kromoszoman talalhat6 klaszter esetében (QDr.ari-6H) sikeriilt talalni egy kozel es6 GBM markert,
az SH (QDr.ari-5H) és TH (QDrl.ari-7H) kromoszoméakon azonositott régiok esetében azonban
nem. Az arpagylijtemény genetikai hattere és a fenotipusos eloszlas kozotti kapcsolat erdsségének
vizsgalatara ezért a GBM 1359, GBM 1404 és a GBM 1498 mikroszatellit markereket hasznaltuk fel.

A GBM1359 és GBM1404 markerek esetében kettd a GBM1498 esetében pedig harom
alléltipust (két homozigota és egy heterozigdta egyedet) azonositottunk. A GBM1498 markerre
heterozigota genotipusokat a statisztikai analizisbol kizartuk. Az arpagylijteményen beliili
alléltipusok eloszlasa nem fliggott Ossze a vizsgalt genotipusok eredetével €s azzal sem, hogy
tajfajta vagy fajta-e.

A 39 darpa genotipus kiilonboz6é alléljai alapjan képzett csoportok fenotipusos értékeit
mindharom fejlddési fazisban Osszehasonlitottuk, €s az egyes csoportok kozott hat esetben
szignifikans (p < 0,05) kiilonbséget talaltunk. Mindhdrom marker esetében kiilonbozott egymastol
az eltérd allélt hordozo genotipusok stressz alatt mért termésmennyisége, a legnagyobb szignifikans
hatast azonban GBM 1359 markernél talaltuk. Ebben az esetben a két csoport kalaszonkénti termése
kozott 36 % kiilonbség volt. A GBM1498 és a GBM1359 markereknél csirandvénykorban mért

hajtashossz értékek az allélcsoportok kozott szintén szignifikans kiilonbséget mutattak.

3.8. Uj tudomanyos eredmények

1. Arpa ozmotikus stressz és szarazsagtiirését tobb egyedfejlédési fazisban befolyisold
lokuszok azonositasa

A megfeleld térképezési populacid kivalasztasa utdan a novényi egyedfejéddés harom
kiilonb6zd fazisdban: csirandvény, fiatalndvény és felndtt korban tobb fiiggetlen ismétlésben és
kiilonb6zd vizhianyt modellezd kisérleti beallitasok mellett vizsgaltuk az OWB populacio 94 DH
vonalat. A fenotipusos adatokat felhasznidlva QTL analizist végeztiink és Osszesen 38 QTL-t
azonositottunk, amelyek a hajtas és gyokérhosszt, hajtas szaraztomeget, termésparamétereket €s
fiziologiai jellegeket befolyasolnak. Az egyedi QTL-ek Osszevetését kovetden Ot olyan régiot
tudtunk elkiiloniteni, amelyeket legaldbb két egyedfejlodési fazisban is azonositottunk és tobb,
szarazsagtiréssel kapcsolatos jelleget befolydsolnak. Ez az o6t régié a 2H, SH, 6H ¢és a 7H
kromoszomakon helyezkedik el. Ehhez kapcsoléddan igazoltuk, hogy bizonyos QTL-ek hatasa a
kiilonbozd egyedfejlodési fazisokban eltérd lehet, ami alatdmasztja a szarazsagtiirés egyedfejlodési

fazis-specifikus jellegét.
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2. Az azonositott QTL-ekhez tartozé kandidalt gének meghatarozasa EST alapu térkép
segitségével

Az altalunk azonositott régiokban elhelyezkedd EST markerek szekvenciaadatainak
felhasznalasaval megkerestiik a legnagyobb egyezést mutatd rizs homologokat. A jobban annotalt
rizs gének alapjan kovetkeztetni tudtunk a QTL régidkba esd és jelenleg ismert gének / EST
szekvencidk lehetséges funkcidjara. Vizsgalataink alapjan az 0Ot régid legvalosziniibb jelolt
génjeinek listdjat hataroztuk meg, amelyek pontos szerepének igazolasahoz tovabbi vizsgalatokat

terveziink a jovében.

3. Szarazsagtiir6 arpa genotipusok marker alapa szelekciojara felhasznalhaté markerek
azonositasa

Szarazsagtlirési vizsgalatokat végeztiink egy 39 genotipusbdl 416 fajtagytijteményen abbol a
célbdl, hogy az OWB populacion kapott eredményeinket fliggetlen genetikai hattérben is
ellendérizhessiik. A harom kivalasztott mikroszatellit markert genotipizaltuk a fajtagytijteményen ¢€s
kapcsolatot kerestiink a vizsgalt markerek alléltipusa és a fenotipusos értékek eloszlasa kozott.
Mindharom vizsgalt marker esetében szignifikans kiilonbséget talaltunk a kiilonbozd alléltipusba
tartozd  genotipusok kalaszonkénti terméseredményeiben stressz  koriilmények  kozott.
Eredményeink alapjan a GBM1404, GBM1498 és a GBM1359 markerek alkalmasak lehetnek
szarazsagtiird genotipusok marker alapu szelekcidjara, azonban az eredmények nagyobb genetikai

alapanyagon valo megerdsitését sziikségesnek tartjuk.

4. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Szarazsagtiirési kisérleteink eredményei alapjan a csirandvény és fiatalndvény korban
kapott eredmények nem minden esetben vagnak egybe a felndttkori tesztek eredményeivel.
Mindebbdl kovetkezik, hogy az ozmotikus- €s szarazsagstressztiirés fejloddési fazis specifikus jelleg,
¢és a stressztoleranciat befolyasold lokuszok azonositasahoz tobb egyedfejlodési fazis és kisérleti

beallitas vizsgalatara is sziikség van.

A kétsziilds térképezési populacion azonositott, szdrazsagtiiréssel dsszefliggd régiok hatasa
eltéré genetikai hattérben, agrondmiailag értékes vonalak esetén is igazolhatd volt. Ezek az
eredmények véleményiink szerint elosegithetik a marker alapu szelekcid gyakorlati
alkalmazhatdsagat olyan komplex jelleg esetében is, mint a szdrazsagtiirés. Ahhoz azonban, hogy a

jelen vizsgalatok eredményeképpen kivalasztott harom mikroszatellit marker széleskorii
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felhasznalhatosagat ténylegesen igazoljuk, nagyobb mennyiségli, agronomiailag is értékes arpa

vonal vizsgalatat tartjuk sziikségesnek.

Az OWB populaci6 genetikai térképén a markerek atlagos tavolsiaga 1,8 cM és az
azonositott 16kuszok legval6szinlibb elhelyezkedését 0,0-5,9 cM pontossaggal tudtuk megadni. Ez a
tartomany az altalunk azonositott jelolt géneken kiviil még szdmos masik gént tartalmazhat,
amelyek szintén felelosek lehetnek az altalunk detektalt fenotipusos hatasokért. Ezen kiviil
lehetséges, hogy az altalunk azonositott, tobb jelleget befolyasoldé QTL-ek hatasa nem azonos gének
pleiotrop megnyilvanuldsanak, hanem szorosan kapcsolt kiilonb6zd gének hatasanak koszonhetd.
Ezen potencialis gének / 10kuszok szétvalasztasa, illetve annak meghatdrozasa, hogy az altalunk
azonositott régidk pontosan mekkora fizikai tavolsagot jelentenek és hany gént tartalmaznak, az

arpa fizikai térképének elkésziilte utan lehetséges.
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