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1. BEVEZETES

A szarazsag ¢és a vizhidny vilagszerte az egyik legfontosabb terméscsdkkentd tényezd.
Magyarorszag, mint mérsékelt éghajlati dvezetbe tartozd kontinentdlis éghajlata teriilet, nem
tartozik a szélsOségesen szaraz teriiletek k6z¢é, azonban a csapadék mennyisége az egyes években
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
homérséklettel parosulva aszaly. Mindezek mellett az elmult 100 évben a tavasszal hullott csapadék

mennyisége is jelentds csokkenést mutatott (1. abra).
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Tavasszal hullott csapadék mennyisége a 20. szazadban

(Orszagos Meteorologiai Szolgalat)

A fentiekbdl kovetkezik, hogy hazai viszonyok mellett olyan mezdgazdasagi novények
nemesitése a cél, amelyek barmelyik ¢letszakaszban jol tlirik a csapadékhidnyt €s termésiik a lehetd
legkisebb mértékben csokken szarazsagstressz hatasara (Lelley 1963). A szarazsagtiirés hazankban
a gabonaf€lék termésbiztonsdganak meghatarozd eleme, de ellentétben a sivatagos orszagokkal
nalunk a termés mennyiségének megtartdsa, €s nem a ndvények tulélésének biztositdsa az
elsddleges cél.

A széles genetikai bazissal rendelkezd gabonafélék rokonsagédba tartozd vad fajok fontos
génforrast jelentenek a nemesitdk 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 szelektdlasat jelentésen lerdviditheti €s nagyban

segitheti a marker alapt szelekcid (MAS — marker assisted selection): a genotipusok hosszas
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tesztelése helyett elég csak egy, illetve néhany, a szelektalni 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, korlatozott szdma vagy a kis fenotipusos hatds miatt a marker alapu szelekciot a
nemesitok még nem alkalmazzak.

A szarazsagtiirés mennyiségi, azaz kvantitativ jelleg, amelynek kialakitasdban szdmos gén
jatszik szerepet, €s a jelleg megnyilvanulasat a kdrnyezet is nagyban befolyasolja (Ceccarelli 1987).
Az alap és alkalmazott kutatés teriiletén elért szamos eredmeény ellenére a jelleg genetikai és élettani
hattere részleteiben egyelére még kevéssé ismert. A szarazsagtiirést meghatarozo gének és azok
funkcidjanak bizonyitasa igy a modern genetika egyik nagy kihivasa (Luo et al. 2002, Galiba 2002).

Az arpa (Hordeum vulgare L.) amellett, hogy fontos termesztett novényiink, a gabonafélék
idedlis genetikai modellndvénye. A Triticeae tribuszba tartozd fajok egyes kromoszomai kozott
meglévé homeoldgia miatt (Feuillet és Keller 2002) az arpéan elért eredmények mas, kozeli rokon
fajok (pl. buiza) esetében is hasznalhatdéak. Az arpa tovabbi eldnye, hogy a buzéanal joval kisebb
genommal rendelkezik, diploid faj, és eredete miatt altaldnossagban j6 széarazsagtiiréssel is
rendelkezik.

Mindezek alapjan munkank elsddleges célja az arpa szarazsagtiirését befolyasold lokuszok
azonositasa, €s az azonositott 10kuszok szerepének vizsgalata volt. Mivel a vizhiany és a szarazsag a
novény barmely egyedfejlodési fazisaban bekodvetkezhet, tobb fejlodési fazisban is sziikséges a
toleranciaért felelds lokuszok meghatarozéasa. Ezaltal valik lehetové az altalanos €s az egyedfejodés
specifikus QTL-ek (quantitative trait loci - mennyiségi jelleget meghatiroz6 lokuszok)
elkiilonitése. Ezekhez a lokuszokhoz kapcsolt markerek alkalmasak lehetnek a szarazsagtiirés
marker alapt szelekcidjara. Ezen eredmények elérése érdekében a kovetkezo feladatok elveégzését
tuztiik ki célul:

1. Széarazsagtiirés vizsgalatara alkalmas térképezési populacid kivélasztasa kiilonb6zd arpa
térképezési populaciok sziild1 vonalaival végzett elokisérletek alapjan.

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

3. Kiilonb6zé ozmotikus stressz- €és szarazsagtiirési tesztelési rendszerek parhuzamos
alkalmazasa és Osszevetése. Hangsulyt fektetve a nagy szamu genotipus tesztelésére
alkalmas egyszerli és gyors, valamint a nehezebben kivitelezhetd, de természetszerii
tesztelési rendszerekre egyarant.

4. Szarazsagtlirést befolyasolo 10kuszok azonositasa kiilonboz6 egyedfejlodési fazisokban.
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5. Az éaltalunk azonositott QTL-ek szétvalasztasa egyedfejlodési fazis specifikus €s altalanos
hatast 10kuszokra.

6. A QTL-ekhez kapcsolt EST (expressed sequence tag — expresszalt szekvencia szakasz)
markerek szekvencidjanak Osszevetése szekvencia adatbazisokkal és ezaltal az azonositott
QTL régiokhoz tartozoé jelolt gének kivalasztasa.

7. Az OWB populacion azonositott szarazsagtiirést befolydsoldo lokuszokhoz kapcsolt
markerek marker alapt szelekciéra vald felhaszndlhatosaganak vizsgalata egy eltérd

szarmazasu genotipusokat tartalmazo fajtagylijteményen.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A szarazsagstressz fogalma

A szarazsag definialhatd egy olyan peridodusként, amely sordan az atlagosndl kevesebb
csapad¢k hullik és ennek kovetkeztében a novények termOképessége természetes vagy
mezdgazdasagi koriilmények kozott csokken (Boyer 1982). Egy masik, szlikebb értelemben vett
megfogalmazas szerint akkor beszélhetiink vizhidnyrol, amikor a ndvény transzspiracidja
meghaladja vizfelvételét (Bray 1997). Szant6foldon a szarazsaghoz gyakran egy€b stressz
(hdstressz, sostressz) is tarsulhat, illetve maga a vizhidny is kivalthatja ezeket (pl.: tapanyaghiany
vagy felesleg a szallitofolyamatok karosodasa miatt). Ebben a stressz komponens, amivel a
szarazsag legpontosabban definidlhatd, az a talajban taldlhatd viz elérhetdségének, azaz a
vizpotencialnak (yy) a csokkenése (Verslues et al. 2006).

Annak ellenére, hogy a sejten beliili vizhiany szamos abiotikus stressz (sostressz, fagy)
soran fellép, legegyértelmiibb hatdsa a szarazsdgstressz soran érvényesiil. Mivel a szarazsag
idotartama, erdssége ¢€s megjelenésének ideje nagy valtozékonysdgot mutathat, ezért kontrollalt
koriilmények kozott nehezen modellezhetd. Vizsgalata leghatékonyabban szant6foldon a
célkdrnyezet - és ez altal a szarazsagstressz tipusdnak - meghatdrozasaval torténhet (Tuberosa és

Salvi 2006).

2.2. Szarazsagtiirési stratégiak

A szarazsagtirés egy rendkiviil Osszetett jelleg, amelynek kialakitdsdban morfoldgiai,
biokémiai és molekularis adaptacids mechanizmusok, sejt- €s szervezet szintli valaszreakciok
egyarant részt vesznek (Passioura 1996). Ezek a folyamatok egyiittesen jarulnak hozza ahhoz, hogy
a novény elkeriilje, vagy tulélje a vizhianyt. Mivel Magyarorszag nem tartozik a szélsGségesen
széraz terliletek koz¢€, igy alapvetOen azt a ndvényt nevezziik szarazsagtiironek, amely az aszalyos
években is viszonylag nagy termést ad €s vizhiany hatdsira termése a lehetd legkisebb mértékben
csokken (Cseuz 2009).

A vizhiany karos hatasainak kivédésére a novények kiillonbozd stratégidkat alkalmaznak.
Levitt (1980) klasszikus terminoldgidja alapjan a szarazsaghoz vald adaptacion beliil elkiilonitiink
rezisztenciat (drought resistance) és menekiilést (drought escape). A rezisztencia tovabb oszthat6 a
szarazsag elkeriilését (drought avoidance) és a szarazsag toleralasat (drought tolerance) biztosito
folyamatokra. A tolerancian beliill megkiilonboztetjiik a dehidratacio elkeriilését (dehydratation
avoidance) €és a dehidratacid toleralasat (dehydratation tolerance) biztositd folyamatokat. Ez a
klasszikus felosztas jo alapot biztosit a kiilonb6z6 hatasok rendszerezéséhez, de azota nyilvanvalova

valt, hogy egyes folyamatok (pl.: prolin felhalmozodas) nem illeszthetéek be kizarolagosan a
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kategoriak valamelyikébe (Verslues et al. 2006), illetve a rezisztencia fogalmdnak hasznalatat
elsésorban biotikus tényezdk esetében tartjuk helyesnek. Az egyes stratégidk tehat egy novényen
beliil keveredhetnek ¢€s a gyakorlatban egymassal kdlcsonhatva alakitjak ki a végsd valaszreakciot.

A menekiilési stratégiat (drought escape) alkalmazd novények elsOsorban ¢letciklusuk
roviditésével és gyors reproduktiv fazisukkal igyekeznek minimalisra csokkenteni a szarazsag
negativ hatasadt. Ehhez kapcsolodd adaptiv jellegnek tekintjiik a koraisagot és a gyors
szemtelitddést.

A szérazsag elkeriilése (drought avoidance) alapvetéen enyhébb szdrazsag esetén nyujt
megfelelé6 védelmet (Kramer és Boyer 1995). Altalanossagban a vizhiany érzékelését kovetd elsd
valaszreakcid a tovabbi vizvesztés megakaddlyozasa (vizvesztés elkeriilése). A stressz kezdeti
szakaszaban a szovetek vizpotencidlja és viztartalma még a normalishoz kozeli. A vizfelvétel és
leadas egyenstlyban maradhat, amely rovid tdvon a sztomak zarasaval, hosszabb tavon pedig a
megnodvekedett hajtas-gyokér arannyal biztosithatd. A vizvesztés megakadalyozdsdban fontos
szerepe lehet az olyan morfologiai bélyegeknek is, mint a levelek viaszoltsaga, szOrozottsége és
allasa, vagy a gazcserenyilasok helyzete.

Ha a vizhiany fokozodik €s a novény nem képes tovabb fenntartani a vizleadas és felvétel
kozotti egyensulyt a novényi funkcidk épségét a szarazsag tolerancia (drought tolerance)
stratégidba sorolt folyamatok biztosithatjak. Ide soroljuk az ozmoregulacidt, valamint a sejtfalhoz
kotott valtozasokat (dehydratation avoidance). Tartosan fenndllo, fokozodo vizhiany esetén egyre
nehezebbé valik a dehidratacio elkeriilése és az alacsony viztartalom toleralasaban szerepet jatszo
mechanizmusok vélnak fontossa (dehydratation tolerance). 1de sorolhatjuk a makromolekuldk
integritasanak védelmét biztositd fehérjék vagy egyéb vizoldhatdé vegyiiletek, és a reaktiv
oxigénszarmazekokat (ROS — reactive oxygen species) semlegesité molekuldk fokozott szintézisét

1s. A szarazsag elkeriilését ¢s/vagy toleralasat biztositd fobb folyamatokat az 2. abra foglalja dssze.
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Szarazsag elkeriilése

Vizfelvétel és leadas még egyensulyban marad
- sztémazaras

- gyokér/hajtas arany novelése

- morfoloégiai bélyegek szerepe

\

Szarazsaq tolerancia

Vizfelvétel és leadas nem tarthaté egyenstlyban

Dehidratacio elkeriilése
-ozmoregulacio
-sejtfalmerevités

\\’ Dehidratacio tolerancia

-védo szerepi
makromolekulak szintézise
- ROS detoxifikalas

Stressz rezisztancia

-

2. abra.

Az elkeriilési és a tolerancia stratégiakban szerepet jatszo folyamatok Levitt (1980) terminologiaja alapjan

2.2.1 Az ozmoregulacio és a sejtfal szerepe a dehidratacio elkeriilésében

Szarazsag, azaz alacsony talaj vizpotencial esetén a ndvény csak akkor képes vizet felvenni,
ha a szovetek vizpotencidlja negativabb a talajénal. A novényi sejtek vizpotencidl () értékét a v,
=y + v, (ys, 0zmotikus potencial, y,, turgor potencial) egyenlettel lehet kifejezni. Az egyenlet
alapjan a vizfelvételhez sziikséges csokkend v, €rték ozmotikusan aktiv anyagok szintézisével, azaz
ys csokkentésével biztosithatd. Azt a folyamatot, amely sordn a ndvény vizhiany hatasara
ozmotikusan aktiv anyagokat halmoz fel ozmoregulacionak nevezziik. Az ozmoregulacid a névény
szamara kedvezdbb vizpotencial gradiens kialakulasat teszi lehetévé, ezaltal hozzajarul a sejt
turgoranak fenntartasdhoz (Zhang et al. 1999). gy a vizhiany bizonyos mértékig elkeriilheté vagy
jelentds mértékben csokkenthetd. Az ozmoregulacid soran felhalmozott anyagokat Osszefoglald
néven kompatibilis vegylileteknek nevezziik, utalva arra, hogy megemelkedett sejten beliili
koncentracidjuk ellenére sem befolydsoljadk a sejtanyagcserét (Yancey et al. 1982). Ezek a
vegyliletek foként alkilaminok vagy polihidroxil vegyiiletek, leggyakrabban a prolin, glicinbetain €s
egyéb alacsony molakulasulyl aminosavak, valamint szacharidok (fruktan, mannitol) és ezek
polihidroxil szarmazékai. A stresszfiziolégidban altalanosan elfogadott szerepiik az ozmoregulécio,
ettdl eltérd vélemény szerint azonban a prolin és glicinbetain szintézis elsdsorban a sejten beliili
redoxfolyamatok egyensulyaért felelds (Hare er al. 1998). Ezekben az anyagcsereutakban részt

vevé gének tulexpresszaltatisaval szdmos transzgénikus novényt allitottak mar elé (mannitol:
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Tarczynski et al. 1993, prolin: Kishor ef al. 1995, fruktan: Pilonsmits et al. 1995, glicinbetain:
Huang et al. 2000), amelyek laborkisérletekben kiilonb6zé mértékben befolyasoltdk az abiotikus
stressztoleranciat. A kompatibilis vegyliletek az ozmoregulacion kiviil a sejtalkotok integritasdnak
megdrzésében is fontos szerepet jatszanak (Hincha ¢s Hagemann 2004).

Az els6 irodalmi adatok alapjan az ozmoregulacidt blizaban a 7A kromoszoéma révid karjan
talalhatd gén (or) hatasédnak tulajdonitottdk (Morgan 1991). Ez a gén rizsben a buza 7-es
kromoszomajaval homeoloég 8-as kromoszoman helyezkedik el (Lilley et al. 1996). Késobbi
részletesebb vizsgalatok azonban tobb, az ozmoreguldcidoban és az ezzel Osszefliggd jellegek
kialakitdsaban (ozmotikus potencial, ozmotikus adaptacid, relativ viztartalom) szerepet jatszo
l6kuszt is azonositottak, amely adatok a tobbgénes oOroklddésre utaltak. Arpaban a 7H
kromoszoman talalt 16kuszon kiviil, 12 olyan kromoszomalis régiot (32 QTL) talaltak, amelyek
szerepet jatszanak a vizhaztartasban és/vagy az ozmotikus adaptacioban (Teulat ef al. 1998, Teulat
et al. 2002), pontos funkciojuk egyeldre még nem ismert.

A ndvényi sejtek vizfelvétele bizonyos mértékig a sejtfal elasztikus tulajdonsédgainak
megvaltoztatasaval, azaz a y,-vel is szabalyozhato (Verslues et al. 2006). A sejtfal rugalmassagi
képességét az elasztikus modulussal (¢) jellemezhetjiik. Azt a nyomasértéket fejezi ki, amely a
sejttérfogat egységnyi térfogatvaltozasdhoz sziikséges (Murphy és Ortega 1995). Ha az ¢ alacsony,
akkor a vizvesztés térfogatvesztéssel jar, de a sejt turgora kisebb mértékben valtozik. Ez magas v,
értéket, €s tovabbi vizvesztést eredményez. Ezzel szemben a nagyobb & lehetdvé teszi, hogy a
vizvesztést a sejtfal rugalmatlansaga miatt a sejt turgoranak csokkenése kovesse és a tovabbi

vizvesztés ezaltal elkeriilheto.

2.2.2. A dehidratacio karos hatasainak csokkentése

Stlyos vizhidny esetén, amikor a dehidratacid elkeriilhetetlen, fontos feladat a sejtalkotok
integritdsdnak védelme, a proteinek funkcidvesztésének elkeriilése ¢€s a keletkezd reaktiv
oxigénformak szintjének szabalyozésa.

A vizvesztés hatasa bizonyos mértékig hasonlit a kiilonb6zé magvakban ¢€s
szemtermésekben lejatszodd érési folyamatokhoz. Ilyenkor szamos hidrofil globularis protein
akkumulalodik, amely fokozott deszikkacidoval szembeni tolerancidhoz vezet és biztositja a
csirdzashoz sziikséges makromolekuldk integritasat is. Ezek koziil az tgynevezett LEA (late
megfigyelték. Extrém hidrofil jellegiikbél adddodan, valamint chaperon és detergens-szerti
tulajdonsagaik révén fontos szerepiik van a protein €s membranstruktirak fenntartasaban (Close
1996). A HVAI1 példaul egy abszcizinsav fiiggd LEA 3 tipusu fehérje, amelyet els6ként az arpa

aleuronrétegébdl izolaltak és transzgénikus rizsben tualexpesszaltatva azt tapasztaltdk, hogy
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pozitivan befolyasolta a szarazsagtiirést (Xu et al. 1996). A dehydrinek szintén a LEA proteinek
csoportjaba tartozd (Group 2) sejten beliili stabilizdtorok, amelyek vezikuldkhoz és egyéb
endomembran strukturdkhoz kotddhetnek. Indukcidjukat szarazsag mellett egyéb stresszek soran
(pl.: hideg, sostressz) is megfigyelték (Koag ef al. 2003).

Ahogy a legtobb abiotikus stressz sordn, ugy vizhiany esetén is felszaporodnak reaktiv
oxigénformak, amelyek forrasa elsdsorban a fotorespirdcid és a mitokondridlis 1égzés. Ezek a
membranlipidek, enzimek és a nukleinsavak karosoddsat okozhatjak, ezért sejten beliili szintjiik
szigoru kontroll alatt all. Az utobbi években az is nyilvanvalova valt, hogy a ROS-ok masodlagos
hirvivoként is funkciondlnak, részt vesznek a programozott sejthaldl szabalyozésaban és az
abiotikus stresszvalaszok kozvetitésében is (Kocsy ef al. 2001, Mittler 2002). Vizhidny esetén
megvaltozhat a ROS ¢és a semlegesitésiikben szerepet jatsz6 antioxidans enzimek (aszkorbat-
peroxidaz, szuperoxid-dizmutaz, peroxiddz, kataldz) egyensulyi aranya, amely Osszefliggést mutat a
vizhiany altal okozott karosodas mértékével is (Zhang et al. 1994).

Altalanosan ismert, hogy vizhiany hatasara a nvények poliaminokat is felhalmozhatnak. A
poliaminok biologiai funkcidjat alapvetden ionos tulajdonsdgaik hatdrozzdk meg. Pozitiv toltésiik
révén képesek kapcsolodni a negativ toltéshi fehérjékkel és nukleinsavakkal, ezaltal befolyasoljak a
membranok stabilitdsat és permedbilitdsat, valamint stabilizaljdk a nukleinsavak madasodlagos
szerkezetét (Galston és Shawney 1990, Galiba ef al. 1993). Abiotikus stresszek elleni védekezésben
¢s a tolerancia kialakitdsaban antioxidans kapacitdsuk ¢és a ROS-ok semlegesitésében betoltott
szerepiik miatt fontosak. Pontos hatasmechanizmusuk azonban még nem tisztazott (Groppa és
Benavides 2008). Megfigyelték, hogy a putreszcin szintje ozmotikus stressz hatasara az arginin-
dekarboxildz fokozott aktivitadsa miatt jelentésen emelkedik. A vizhidny elleni védelemben azonban
az ebbdl képzddd spermint és spermidint tartjak elsdsorban fontosnak (Groppa €s Benavides 2008).

Az aquaporinok a membranokon keresztiili aktiv viztranszportért feleldsek €s jelentésen
hozzajarulnak stressz alatt a vizhaztartds egyensulyanak fenntartasahoz (Assmann és Haubrick
1996). Az aquaporinok mennyiségét €s aktivitdsat szdmos faktor befolydsolja, ezaltal a novény
alacsony vizpotencial mellet is aktivan képes szabdlyozni a viz transzportjait és a
kompartmentalizaciét (Tyerman et al. 1999). Vizhiany alatt bizonyos aquaporinok
transzkripciojanak csokkenését figyelteék meg, ami a sejtek hidraulikus vezetoképességét is
befolydsolta (Mahdieh ef al. 2008). Mas aquaporin gének tulexpresszaltatasa azonban jobb
széarazsagtiirést eredményezett transzgénikus ndvényekben (Cui et al. 2008).

A vizhaztartas szabalyozasaban a K™ is fontos szerepet jatszik, amely K' csatorndkon
keresztiil jut 4t a sejtmembranon. Szerepe van a membran ¢€s a turgorpotencial fenntartdsaban, az
ozmotikus nyomas €s a sztomazarodas szabalyozdsaban. Rizsben kimutattdk, hogy egy aquaporin

én és egy K’ csatornat kodold gén transzkripcidja korreldl egymassal poli-etilén-glikol
g gy
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(ozmotikum) kezelés és K’ hiany hatasara. Ezek alapjan feltételezhetjiik, hogy az aquaporinok és

K" csatornék a vizhaztartas hasonlé folyamataiban jatszanak szerepet (Liu et al. 2006).

2.3. A vizhiany indukalta génexpresszios valtozasok szabalyozasa
Az array (micro- és macroarray) alapu technikak alkalmazasaval lehetévé valt nagyszam,
stressz indukalt transzkripcios faktor célgénjeinek azonositdsa, amely utat nyitott az abiotikus

stresszvalaszok kialakitasaban szerepet jatszo jelatviteli utak vizsgalatahoz is (Seki ef al. 2007).

2.3.1. Az abszcizinsav (ABA)

Az abszcizinsav egy jol jellemzett novényi stresszhormon, amely élettani hatdsain kiviil
kiilonb6zd stresszvalaszok jelatviteli mechanizmusaiban is fontos szerepet jatszik. Gatolja a
novekedést és a sejtosztodast, szabalyozza a levelek és termések levalasat, valamint a dormanciat.
Akkumulacidja szamos kornyezeti stressz esetén megfigyelhetd (Bray 1997). A ndvény vaszkularis
rendszerén keresztiil szallitddik és vizhiany esetén elsédleges funkcidja a gyors sztdmazaras €és a
stressz indukalta génexpresszios valtozasok elinditdsa (Wasilewska et al. 2008). A szarazsagstressz
indukalhatd gének vizsgalata soran tobb ABA-fiiggd és ABA-fliggetlen jelatviteli ut elkiilonitése
valt lehetévé.

2.3.2. A vizhianyhoz kapcsolt jelatviteli utak

A stresszindukélhatd géneket funkciojuk alapjan két csoportra oszthatjuk (Shinozaki et al.
2003). Az egyik csoportba tartoznak a tolerancia kialakitasaért felelds gének, amelyek termékei
chaperonok, LEA proteinek, az ozmotikumok bioszintézisében vagy a detoxifikalasban szerepet
jatsz6 fehérjék (funkciondlis fehérjék). A masik csoportba a stresszvalaszok jelatvitelében €s a
génexpresszid szabdlyozasdban szerepet jatszo gének pl: protein kindzok vagy a foszfolipid
metabolizmusban szerepet jatszo enzimek génjei és transzkripcios faktorok tartoznak (szabalyozo
fehérjék).

A stresszindukalhaté gének promoteranalizise alapjan tobb ABA-fliggd és ABA-fiiggetlen
jelatviteli utat is megkiilonboztetiink (Shinozaki er al. 2007). A stresszindukalhatd gének
promoterében az ugynevezett cisz-hatdé elemek azok, amelyekkel a transzkripcidos faktorok
kolcsonhatnak és ennek kovetkeztében befolyasoljak az adott gén transzkripciojat. A jelenleg ismert
szérazsag- vagy ozmotikus stressz indukdlhatdé gének szabdlyozasdban szerepet jatszd fobb
transzkripcios faktorok €s cisz-hatd elemeik egyszerlsitett rendszerét Arabidopsis-ban a 3. abra
szemlélteti. Kiilonb6zd stressz szignalizacidos utak kozott azonban jelentds atfedések vannak,
szamos vizhiany hatésara indukal6do gén expresszidjdnak valtozasat mas abiotikus stresszek soran

1s megfigyelték (Seki et al. 2007).
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3. dbra
A vizhiany soran aktivalodé abszcizinsav (ABA) fiiggo és ABA fiiggetlen jelatviteli
utak vazlata Shinozaki et al. 2007 alapjan
Vizhiany hatasara aktivalodoé gének elemzése alapjan a cisz-haté elemek két nagy csoportjat az ABRE-et
(ABA-responsive element) és a DRE/CRT-ét (dehydration-responsive element/C-repeat) kiillonboztethetjiik meg. Az
AREB-et (4BRE-binding protein) tartalmazo AP2, valamint a MYC és MYB transzkripcios faktorok is az ABA fiiggd
jelatviteli utakhoz tartoznak. Az Arabidopsis RD26 gén altal kodolt NAC transzkripcios faktornak szintén szerepe van
az ABA fiigg6 streszvalaszok kozvetitésében. A DREB2 (DRE-binding element 2) a legjelentésebb vizhiany hatasara
indukalodé ABA fliggetlen transzkripcios faktor Arabidopsis-ban. Az ERDI1 (early-responsive to dehydration 1)
szarazsagindukalt gén cisz-hato elemeiként azonositott két uj NAC és HD-ZIP (homeodomain-leucine-zipper)

transzkripcios faktorok szintén az ABA-fiiggetlen valaszreakciokban vesznek részt.

2.4. A szarazsagtiirés genetikai hatterének vizsgalata
2.4.1. A szarazsagtiirés, mint kvantitativ jelleg

Mind az allatokndl, mind a novényeknél 1éteznek Oroklott jellegek, amelyek fenotipusos
formai nem sorolhatok hatarozottan elkiilonithetd, diszkrét kategoridkba (pl.: szemszin), hanem
folytonos eloszlast mutatnak (pl.: magassag, termésmennyiség). Ezeket a jellegeket mennyiségi
vagy mas néven kvantitativ tulajdonsdgoknak nevezziik szemben a mindségi, azaz kvalitativ
tulajdonsagokkal. A mennyiségi tulajdonsagokra jellemezd, hogy tobb gén altal meghatarozottak,
poligénes oroklodeéstiek, €s kifejezddésiiket a kornyezet nagymértékben befolyasolja. Az egyes

gének szerepe additiv és eltérd mértékben jarul hozza az adott fenotipus kialakitdsahoz. A valodi
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mennyiségi jellegekre jellemzd, hogy a kornyezeti eredetli variabilitas elfedi a diszkrét fenotipusos
kategoriak kozotti kiilonbségeket, ezzel téve folytonossd a fenotipusos eloszlast. Az ilyen jelleg
nagy szami egyeden vizsgalva normal eloszlast mutat. Oroklédésiik tobb, de egyenként mendeli
oroklodést kovetd gének egyiittes hatasaval magyarazhato.

Azokat a kromoszomaszakaszokat, amelyek szerepet jatszanak a kvantitativ tulajdonsagok
kialakitdsdban mennyiségi jellegeket meghataroz6 lokuszoknak, roviden QTL-eknek nevezziik.
Altaldban egy, vagy néhany nagy (major), és tobb, valtozd szamu kis (minor) QTL vesz rész egy
adott jelleg kialakitasdban. Ha QTL-rdl beszéliink, akkor ez alatt a kromoszéma egy viszonylag
szlik régiojat értjiik, mely azonban tobb gént is magaban foglalhat.

A szérazsagtirést befolydsold lokuszok altalaban kis hatastiak (small QTL), amelyek a
fenotipusos variancia maximum 25% -aért felelések (Price 2006) €s az erds kornyezetei hatas miatt
gyengén Oroklédnek (low heritability) (Nguyen et al. 2004, Teulat ef al. 2001b). A kis fenotipusos
hatds miatt az ilyen QTL-ek finomtérképezése problematikus lehet, mivel az ehhez sziikséges

nagyszamu rekombinéns egyed fenotipusa kozotti kiilonbség gyakran nem mérhetd.

2.4.2. A genetikai térkép és a molekularis markerek

A genetikai térkép lehetdvé teszi, hogy egy adott faj teljes genomszekvencidjanak ismerete
nélkiill, a rekombinaciés gyakorisdg alapjan gének, QTL-ek vagy szekvenciak pozicidjat
meghatarozzuk. A genetikai térképet 6roklodé tulajdonsagok nyomon kovetésére alkalmas
ugynevezett markerek sorrendje alkotja. A  térképszerkesztéshez meg kell hatarozni
markerparonként a rekombinacids gyakorisagot, amelybdl térképfiiggvények segitségével (Haldane
1919, Kosambi 1944;) a koztik leve térképtavolsag kiszdmithato, majd harompontos
térképezésekkel megallapithatd a markerek egymashoz viszonyitott elhelyezkedése.

Markernek neveziink minden olyan fenotipusos vagy genotipusos jellemz6t, amely alkalmas
egy adott tulajdonsag vagy folyamat egyértelmii jelolésére. Kezdetben morfologiai markereket
hasznaltak, majd a gélelektroforézis technika elterjedésével a biokémiai (izoenzim) markerek
felhasznalasa valt altalanossa. A 80-as évektdl terjedtek el a molekularis markerek, amelyek fehérje
¢s/vagy DNS szinten azonositjak a polimorfizmust.

A DNS markerek alkalmazasdnak elonye, hogy nagyfokt variabilitast mutatnak, ¢és a
kornyezet, illetve a génkdlcsonhatasok nem befolydsoljak megjelenésiiket. DNS markerek lehetnek
hibridizacido (pl.: RFLP - restriction fragment length polymorphism, DArT - diversity array
technology) vagy PCR (polymerase chain reaction — polimeraz lancreakcid) alapti markerek (pl.:
AFLP - amplified fragment length polymorphism, SSR - simple sequence repeat, SNP - single

nucleotide polymorphism).
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Az els6 arpa genetikai térképek RFLP markerekkel késziiltek (Heun ef al. 1991, Graner ef al.
1991), majd ezeket valtottak fel az SSR €s DArT marker alapu térképek (Wenzl ef al. 2006, Stein et
al. 2007).

A PCR alapt markerek koziil az SSR markerek felhaszndldsa a legszéleskoriibb. A
novénybiologidban kiilondsen gyakran hasznaljak, mert analizisik gyors, ismételhetd ¢és
koltséghatékony. A mikroszatellitek 6 bp-nal rovidebb szekvencidk tandem ismétlodései. A
mikroszatellitek gyakorisaga az egyes fajok genomjain beliil valtozd. A ndvényi genomokban
leggyakrabban az (AC), €s a (GA), dinukleotid ismétlédések fordulnak eld amelyeket konzervativ
szekvencidk hatarolnak (Gupta ¢és Varshney, 2000). A mikroszatellit markerek talnyomé része
kodominédnsan 6roklédik, €és a legtobb esetben kromoszoma specifikusak is (Roder ef al. 1998). Az
allélikus kiilonbséget a tandem ismétlodések szambeli eltérése jelenti. Az ismétlddések feltehetden
a DNS polimeraz replikacio alatti megcstiszdsa kovetkeztében alakulhattak ki (slippage model:
Levinson ¢és Gutman 1987). A mikroszatellit markerek taldn egyetlen hatranya azonban, hogy
kifejlesztésiik iddigényes ¢€s koltséges. Az ismétlddéseket hatarold konzervativ szekvencidkhoz
kifejlesztett primer paroknak minddssze 30 %-a hasznalhato genetikai vizsgalatokhoz (Roder et al.
1995). Az SSR markerek nagy mintaszdm vizsgalatara is alkalmas modszerekkel (high throughput
methods) kombinalva kival6 alapot nyujtanak a marker alapu szelekcid megvalositasara.

A DNS szekvenald és molekuldris marker technologiak akkor kezdtek kozeliteni egymashoz,
amikor ugyanahhoz a fajhoz tartozo, de kiilonbozd genotipusbol szdrmazéd szekvenciaadatok is
elérhetové valtak. Hamar egyértelmiivé valt, hogy az egyetlen bazisparnyi pontmutaciobol eredd
kiilonbség meghatarozasan alapulo SNP marker a genomban leggyakrabban eléfordulé markertipus
(Chee et al. 1996). A human ¢és néhany modell szervezetre az SNP markerek vizsgalata mar
kidolgozott, a gabonafélék esetében azonban még korlatozott és kdltséges. Ennek oka elsésorban a
szekvenciainformaciok hidnya ¢€s a poliploid genomszerkezet.

A kozelmultban kidolgozott DArT mddszer (Wenzl et al. 2006) azonban megteremtette az
eldzetes szekvenciainformaciok nélkiili egész genomra kiterjedd vizsgalatok (profiling) lehetdségét
is. A DATrT techologia els6é 1épése, hogy restrikcios emésztést kovetden ismételhetd modon
kivalogatnak egy, a vizsgalni kivant genomokat reprezentdld fragmenttartomanyt. Az alkalmazott
enzimtdl fliggden tobbféle genomreprezentacid is késziilhet. Ezt kovetden a fragmenteket
konyvtarakba klonozzadk. A fragmentekbdl kéttipusi microarray-t készitenek. Az elsé az
ugynevezett discovery array, amely a klonokbol felszaporitott random fragmeneteket tartalmazza. A
masodik arrayen mar csak a polimorfizmust mutatd fragmentek taldlhatoak. A fragmenteket
hibridizaciot fluoreszcencia alapjan pontozzak. A DArT markerek biallélikusak, lehetnek

kodominédnsak €s domindsak is. A genetikai térképezéshez elsésorban a domindns 6roklodésti DArT
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markerek hasznalhatoak. Ez a mddszer nagy ateresztéképességli és koltséghatékony, ezaltal nagy

mintaszam gyors vizsgalatara alkalmas.

2.4.3. Térképezési populaciok

Genetikai térképeket leggyakrabban homozigota genotipusok keresztezésébdl szarmazo,
rekombinas utodokbol 4llo térképezési populacidk segitségével allitanak el6. A populdcio
keresztezési partnereit add vonalakat sziil61 vonalaknak nevezziik. Egy adott fenotipusos jelleg
térképezésének feltétele, hogy a sziilok a térképezni kivant tulajdonsigban kiilonbozzenek
egymastol. A populacidt alkoté rekombinans vonalakban azonban olyan 1j allélkombindciok is
kialakulhatnak, amelyek a sziiléi formdktol szignifikdnsan eltéré fenotipust eredményeznek
(transzgressziv szegregacid). Ilyen esetekben a folytonos eloszlast mutatod fenotipus sz€lso értékeit
nem a sziléi vonalak mutatjadk. Minél tobb rekombinans egyedbdl all egy térképezési populacid és
minél nagyobb a polimorfizmus a sziildi vonalak k6zott, annadl pontosabb lesz a kapcsoltsagi térkép
¢s a QTL analizis is.

Egy térképezési populacio eldallitdsanak szamos modja van, amely egyben determindlja a
leendd utddok genetikai hatterét is. Az ismételhetd fenotipusos vizsgalatokhoz stabilan fenntarthato
genetikai alapanyagokra van sziikség €s a keresztezést kovetden homozigdta rekombinans vonalakat
kell eldallitani. Gyors ¢és talan ezért igen elterjedt a mikro- vagy makrospoéra eredetii dihaploid (DH)
populacid6 (Snape et al. 1984). A mikrospora eredetli vonalakat az F; nemzedék haploid
mikrosporaibol allitjak eld, melyekbdl kolchicines kezelést kovetden homozigota diploid ndvények
hozhatok létre (Jensen 1974). A makrospora eredetli DH vonalakat interspecifikus keresztezéssel,
arpaban a Hordeum bulbosum-mal torténd megporzassal allitjak eld (Chen és Hayes 1989). Az F,
nemzedék megtermékenyitett gamétait makrosporakultiirdban nevelik €s szintén a kolchicin kezelés
hatasara jonnek 1étre a dihaploid vonalak. A vonalak mind homozig6tak a kiilonbozd 10kuszokban.
A DH populaciokat genetikai térképek megszerkesztésére (pl.: Costa et al. 2001; Graner et al.
1991), QTL-ek térképezésére (pl.: Hai et al. 2008, Peighambari ef al. 2005) €s nemesitési célokhoz
is felhasznaljak. A modszer eldnye, hogy a tobb generacion keresztiil végzett dnbeporzasok helyett,
az F; novények haploid gamétaibdl egy 1épésben kapunk homozigota utdédokat.

A hagyomanyos keresztezési populaciokon kiviil gyakoriak még a visszakeresztezett
(backceross, BC), illetve a beltenyésztett vonalakbol (recombinant inbred lines) alld populaciok is.

A térképezésre haszndlt alapanyagok kozott emlitést érdemelnek az asszocidcios
vizsgalatokra hasznalt igynevezett asszociacids populaciok is. Ezek a populdciok nem klasszikus
értelemben vett keresztezéssel eldallitott alapanyagok, hanem eltérd szdrmazasu fajtakat, tajfajtakat
¢s egyéb genetikai alapanyagokat tartalmazé fajtagyiijtemények. A kétallélos populaciokkal

szemben nagyszamu allé¢l fenotipusos hatdsa vizsgalhatdo. A fenotipus és a genotipus

22



asszociacidjanak meghatarozdsdhoz az evolucid €és a nemesités sordn rogzilt rekombindcios
eseményeket hasznaljuk. A térképezés maximalis felbontdsa els6sorban a kapcsoltsagi
kiegyenlitetlenség (LD, linkage disequilibrium) mértékétdl fiigg. Ha egy populacion vagy fajon
beliil az LD alacsony, azaz a kiilonb6zd 10kuszokhoz tartozo6 allélok eléforduldsa a rekombinaciod
alapjan elvart értékhez kozeli, akkor nagy felbontasu térkép készithetd. Magas LD esetén az egyiitt

oroklodo allélok miatt a térképezés felbontdsa alacsonyabb.

2.4.4. QTL analizis

A poligénes jellegek vizsgalata alapvetden statisztikai alapokon nyugszik. A jellegek
kapcsolt markereken keresztiili vizsgalatanak elvi alapjai régota ismertek. Sax (1923) volt az elsd
aki fenotipusos markereket hasznalt a bab magméretét befolyasold gének vizsgélatara egy hasado F,
populacion. A nagyfelbontdsu genetikai térképek és statisztikai szoftverek hasznalataval a vizsgalni
kivalt tulajdonsagokat befolydsolo régidk azonban jelenleg sokkal nagyobb pontossaggal
hatarozhatoak meg.

A legegyszerlibb modszer a QTL analizishez az un. single marker analizis (Edwards et al.
1987). Ennek sordn minden egyes lokusz esetében egyedileg megvizsgaljuk van-e kapcsolat a
fenotipusos adatok eloszlasa ¢s a markerallélok alapjan képzett genotipus csoportok kozott. A
vizsgalt lokuszra vonatkozd homozigdta csoportok fenotipusos atlagat egyszerli variancia
analizissel (SMA - single marker ANOVA) vagy linearis regresszioval (SMR - single marker
regression) lehet Gsszehasonlitani. A modszerrel azonban nem lehet a QTL pozicidjat pontosan
meghatarozni, csak azt, hogy melyik markerrel kapcsolt legszorosabban. A modszer hibéja kis
markersiiriségi térképeknél jelentkezik. Kis hatds esetén nem lehet eldonteni, hogy valoban egy
szorosan kapcsolt, kis hatdsi QTL-rél van szd, vagy egy tavolabbi nagy hatdsur6l. Ezzel a
moddszerrel a tobbszoros, kapesoltan elhelyezkedd QTL-ek gyakran nem detektalhatok.

Egy masik megkozelités szerint egy adott QTL az 6t szegélyezd két marker alapjan is
meghatarozhat6. Ezen az elven alapuldé QTL detektalasi modszert intervallum térképezésnek
nevezzilk (IM - interval mapping) (Lander és Botstein, 1989). Ebben az esetben a feltételezett QTL-
t szegélyezd markerparokat (flanking markers) és nem csupan egyedi markereket vizsgalunk. Az
analizis soran minden egyes intervallumra meghatdrozhatd az adott QTL el6fordulasanak
valdszinlisége. Egy finom felbontasu genetikai térképen, igy a teljes genomot lefedhetjiik ezekkel a
valoszinliségi értékekkel.

Létezik az intervallum térképezés regresszion alapuld kevésbé szamitasigényes valtozata is,
amit egyszerl intervallum térképezésnek neveziink (SIM - simple interval mapping, Haley ¢és Knott,

1992). A regresszidos modszerrel kapott QTL-ek hatdsa és pozicidja altalaban kozel azonos a
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maximum-likelihood modszerrel kapott eredményekkel (Haley és Knott 1992), azonban episztazis
¢s kapcsolt QTL-ek esetében az IM modszert megbizhatobbnak tekintik (Kao 2000).

Ezek a megkozelitések a QTL-ek nagy pontossagu becslését teszik lehetdvé, amennyiben a
populaci6 nem tartalmaz egynél tobb, az adott jelleget befolyasoldé QTL-t a vizsgalt kapcsoltsagi
csoportban. Ahhoz, hogy egy kromoszéman egyszerre tobb szegregaldé QTL-t is nagy pontossaggal
azonosithassunk, dsszetett intervallum térképezést (CIM - composite interval mapping vagy MQM-
Mapping - multiple QTL model-mapping, Jansen 1993, Zeng 1994) kell alkalmaznunk. Ez a
megkozelités az egyedi QTL-ek azonositasabol, és a vizsgalt intervallumon kiviil talalhatod
markerekkel torténd regresszids analizisbOl all. A tobbszords intervallum térképezés (MIM -
multiple interval mapping, Kao et al. 1999) és a kevert modellen alapuld Osszetett intervallum
térképezés (MCIM - mixed-model-based composite interval mapping, Yang ¢s Zhu 2005)
parhuzamosan tobb intervallumot hasznal. Ezekkel a modszerekkel a QTL kolcsonhatasok, QTL és
a kornyezet kolcsonhatasa, €s az adott QTL oOrokithetdsége is becsiilhetd. A QTL analizis
kiilonbozd valtozatai egyre tobb — akar ingyenesen is elérhetd - szoftver segitségével pontosan €s
gyorsan végrehajthatoak (QTLNetwork: Yang és Zhu 2005, MapQTL: Van Ooijen 2004).

Irodalmi adatok alapjan egy adott QTL megbizhatosagi tartomanya (konfidencia
intervalluma) altalaban nagy, gyakran 10 cM-t6l akar 30 cM-ig terjedd régiot fed le (Kearsey és
Farquhar 1998). Ez a pontossag a marker alapu szelekciohoz még megfeleld lehet, azonban a térkép
alapu klonozast mar nem teszi lehetové. Ebbdl adodhat az az altalanos vélemény is, hogy a QTL
analizis nem ad elég pontos eredményt. Ezt a tévhitet oszlatta el Price (2006), aki példédkat hozott
finomtérképezett jelolt génekre, amelyeket kordbban QTL analizissel is azonositottak a késobb
meghatarozott poziciokhoz igen kozel. A jelolt gének €és a kordbbi fliggetlen ismétlésekben
meghatarozott QTL-ek atlagolt csucs pozicidja altaldban egy 2 cM-os region beliil, de egyes
esetekben még ennél is kozelebb helyezkedett el. A QTL analizis pontossagat Price (2006)
vizsgalatai alapjan a populaciot alkotdé rekombinans vonalak ¢és a fiiggetlen ismétlések szamanak

novelésével is javitani lehet.

2.4.5. QTL szignifikancia kiiszobérték meghatarozasara alkalmas moédszerek
A QTL adott l6kuszban vald el6fordulasanak valoszinliségét - kiszamitasanak modjatol
fiiggetleniil - leggyakrabban a LOD értékkel (logarithm of odds, Sturt 1975) az LR értékkel
(likelihood ratio, Jansen 1996) vagy az F értékkel (Fisher-Snedecor value, Carbonell et al. 1993)
adjak meg.
A LOD ¢érteket a feltételezett QTL meglétének €s hidnyanak valoszintiségébdl szdmolhatjuk
ki: LOD=log;o [feltételezett QTL meglétének maximalis valdszinlisége / a feltételezett QTL

hidnyanak maximalis valésziniisége]. LOD=2 tehat azt jelenti, hogy 10*=100-szor nagyobb annak a
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valoszinlisége, hogy az adott pozicioban QTL van, mint annak a valdszintisége, hogy nincs. A
legnagyobb szignifikdns hatassal, azaz a legnagyobb LOD értékkel rendelkezd pozicidban a
legvalosziniibb az adott QTL eléfordulasa. Az LR érték a LOD érték 2log,'*-szerese. Az F-érték az
F-teszt eredménye, amelynek nullhipotézise, hogy a vizsgalt valtozok egy bizonyos folytonos
valoszinliségi eloszlast (F-eloszlast) kovetnek. Ez a modszer kiilonbozo statisztikai modellek
Osszehasonlitdsara hasznalhatd abbdl a célbol, hogy esetiinkben kivalasszuk azt a QTL modellt,
amely a legjobban magyarazza a populdcion megfigyelt fenotipusos eloszlast.

A szignifikancia kiiszobértékének megallapitdsdhoz mind analitikus (becslést, megkdzelitést
alkalmazd), mind empirikus (tapasztalati, a kapott adatok permutacidjara épiild) modszerek
felhasznalhatok.

A szignifikancia kiiszobértékének meghatarozasahoz leggyakrabban a permutacios tesztet
hasznaljak (Churchill és Doerge, 1994). A moddszer lényege, hogy nagyszamu ismétléssel (Un.
iteraciokkal) a teszt statisztika maximum értékének gyakorisagi eloszlasat tapasztalati uton
hatarozzak meg. Minden egyes ismétlésben a fenotipusos adatokat véletlenszeriien rendelik az
egyes genotipusokhoz, amelyet minden Iépésben egy intervallum térképezés kovet. A
véletlenszerlien elrendezett adatokbodl kapott értékek gyakorisaga megmutatja, hogy mekkora a
hamis (false positive) QTL detektalasanak valdsziniisége. Az altalunk kapott adott QTL-re
vonatkozo teszt statisztika értékének magasabbnak kell lennie, mint a hasznalt szignifikancia

kiiszobértékhez tartozo fenotipusos adatok véletlenszeri elrendezésével kapott érték.

2.4.6. QTL analizis szerepe az abiotikus stressztiirés vizsgalataban

A QTL analizis soran azonositott 10kuszokhoz kapcsolt markerek eldsegithetik a vizsgalt
jelleg marker alapu szelekcidjat €s ezaltal kozvetleniil hozzajarulhatnak tolerans genotipusok
szelektalasahoz. Az egyes QTL-ek mogott elhelyezkedd gént vagy géneket pozicionalis klonozassal
¢€s asszociacios analizissel lehet részleteiben feltarni. Pozicionalis klonozas esetén sziikség van egy
olyan nagy egyedszami populdciora, amelyben csak a vizsgalt QTL régid szegregdl. Ennek
eléallitasa meglehetdsen iddigényes. Az asszociacios analizis soran fliggetlen vonalak alléleloszlasa
kozotti statisztikai kapcsolatokat elemziink, ezaltal a térképezési populaciok iddigényes eldallitdsa
nem sziikséges. A nagy LD-vel rendelkezd asszocidcios populaciok (~100 kb vagy tobb) csak
alacsony felbontast térképezést tesznek lehetdvé. Ezzel ellentétben, ha az LD alacsony (~10 kb
vagy kevesebb) a térképezés felbontasa elég nagy lehet ahhoz, hogy az azonositott QTL intervallum
csak egy vagy néhany gént tartalmazzon. Ezek az eredmények 1j, stressztlirésben szerepet jatszo
gének azonositdsat tehetik lehetdvé. Tolerans genotipusok eldallitasat a transzgénikus modszerek is
segithetik, azonban szant6foldi alkalmazasuk a szarazsagtiirés tekintetében eddig nem hozta meg a

vart sikert. Ennek feltételezhetd oka, hogy a szarazsagtiirés egy komplex, tobb génes jelleg, és az
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egyes egyedi gének szerepe - fenotipusos hatdsa - csak specifikus kornyezetben érvényesiil. A
novények abiotikus stressztlirésének fokozédsara altalanosan hasznalt genetikai modszereket a 4.

abra foglalja 6ssze.
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4. abra
QTL analizis szerepe az abiotikus stressztiirés javitisaban Tuberosa és Salvi (2006) alapjan

QTL: quantitative trait loci, LD: linkage disequilibrium

2.4.7. Heritabilitas

A heritabilitas vagy 6rokithetéség (h,> H?) fogalma azt fejezi ki, hogy a genetikai faktorok
mekkora ardnyban vesznek részt az adott fenotipusos jelleg kialakitasaban. Az oOrokithetdség
azonban nem egy jelleg, hanem a vizsgalt populacio jellemzdje. Megkiilonbdztetiink sziik (narrow-
sense) €és tag (broad-sense) értelemben vett heritabilitast. A szlikebb értelemben vett heritabilitas
megmondja, hogy az additiv hatassal rendelkezd genetikai faktorok altal okozott variancia (Va)
mekkora hanyadat teszi ki a teljes fenotipus variancianak (Vp). Kiszamitasa a 4’ = V / Vp
egyenldséggel lehetséges, ahol Vp = Vg + Vi + Vixg + Ve (V. a genetikai eredetli fenotipusos
variancia, Vg: a kornyezeti eredetii variancia, Vgxg a kornyezet és a genetikai faktorok
kolcsonhatasabol eredd variancia, V.: a rezidudlis variancia) (Falconer és Mackay 1996). Ez a
paraméter az alkalmazott kutatis szempontjabdl kiilondsen fontos, mert a szelekcid hatékonysagara,
szelektalhatosagra lehet beldle kovetkeztetni. A tagabb értelemben vett heritabilitds ellenben azt
jelzi, hogy az adott jelleg mennyire 6r6klédik az adott populacion beliil. Kiszamitasa a H> = Vg / Vp
képlettel lehetséges. A V-t az interakciokbol (episztazisbol) eredd variancia (Vi), a dominancidbol

eredd variancia (Vp) és a Va Osszege hatarozza meg.
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2.5. Szarazsagstressz modellezésére hasznalt kisérleti megkozelitések

Az alkalmazott kutatasok célja a vizhidnyos kornyezetben torténd termésképzés
folyamatéanak megismerése és végsd soron a termés mennyiségének novelése. A szdrazsagtiirés ¢és
egyes részjelenségeinek modellezésére szamos 4altalanosan elfogadott, egyszerlsitett modszer
létezik, azonban teljes komplexitasdban csak a tobb kornyezetben elvégzett szantofoldi kisérletek
soran vizsgalhaté. Mivel a korai fejlddési fazisokban fellépd stresszhatdsok is nagyban
befolyasoljadk a termdképességet, az ilyenkor fellépd vizhiany hatdsai és az okozott karosodas
mértékének tanulminyozisa szintén kulcsfontossagu. Osszességében a tobb fejlédési fazisban
elvégzett vizsgalatok szolgaltathatnak atfogd képet a stressztiirésrol.

Az ozmotikumban (poli-etilén-glikol, mannitol) torténd nevelés vagy csiraztatas élettani és
molekularis vizsgalatokhoz gyakran hasznalt médszer (pl.: Kocsy et al. 2004), amely egyszeriien
kivitelezhetd ¢és jol ismételhetd. Gyakorlati haszndrol és a szant6foldi korilményekkel valo
Osszevethetdségérdl azonban megoszlanak a vélemények (Cseuz 1990).

A talajban végzett, vizelvondst alkalmazo cserepes kisérletek hasonlitanak legjobban a
természetes szarazsagstresszhez, azonban nagyszamu, egyedi cserepekben nevelt genotipus
Osszehasonlitasa €s a vizelvonas mértékének bedllitasa nehézkes. Ezen kiviil az egyedileg nevelt
novények masképpen viselkednek, mint a tdmegben nevelt novények, amit a kisérleti eredmények
értékelésénél célszerli figyelembe venni. Ez a kontrollalt koriilmények kozott is elvégezhetd
kisérlettipus azonban idealis feltételeket biztosit a szarazsagtiiréshez kapcsolédo élettani és
molekularis vizsgalatok elvégzéséhez.

A termésképzés szempontjabol kiemelkedd fontossagu tapanyagmobilizacidos képesség
mérésére alkalmas szant6foldon is alkalmazhaté modszer a kémiai deszikkacid (Royo és Blanco
1998). A viragzas utani kémiai szerekkel torténd deszikkalas a fotoszintetizald szovetek karosodasat
és a levelek leszaradasat okozza (Blum ef al.1991). Ez a megkozelités jol modellezi a virdgzaskori
vizhidnyos 4llapotot, amikor a szemtelitddés elsdsorban a szarban raktarozott mobilizalhato

tapanyagok felhasznalasdval mehet végbe.

2.6. Az arpa, mint modelln6vény

Az arpa (Hordeum vulgare L.) termesztési teriilete alapjan a kukorica, rizs €s buza utan a
negyedik legfontosabb gabonaféle vilagszerte. Eurdpdban a buza és kukorica utan a harmadik
legfontosabb gabonandvény, melyet a sorgyartas soran malatazasra, takarmanyként és étkezési célra
is felhaszndlnak. Magyarorszagon inkabb a takarmany és soripari céli felhasznalas a jellemzo,
azonban — kovetve a nemzetkdzi trendeket — az étkezési célu felhasznalas részaranyanak

novekedése varhato. Az altalunk is vizsgalt tavaszi arpa esetében a legfontosabb nemesitési cél az
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abiotikus ¢€s biotikus stresszrezisztencia fokozasa a sOrgyartds tdmasztotta szigori mindseégi
Osszetevok modositasa nelkiil.

Az arpa amellett, hogy fontos mezdgazdasagi novényiink, genetikai térképezésre €s térkép
alapu vizsgalatokra is kivaldoan alkalmas (Costa ef al. 2001). Diploid genommal (2n = 42 = 2x) ¢€s
hét kromoszomaval rendelkezik, amelyek homeoldgok a blza kromoszémaival. Emiatt a poliploid
gabonafélék modell novényének tekintik.

A termesztett arpa vad Ose (Hordeum vulgare ssp. spontaneum) kétsoros, tilnyomdan
ontermékeny €s széthulld kalaszu, egyéves novény. Termesztett valtozata szintén tobbsoros (kettd-,
négy-, hatsoros), de kalasza érést kovetden mar nem hullik szét. Az arpa a fiifélék csaladjaba
(Poaceae) és a Triticeae tribuszba tartozik, amely szamos mérsékeltovi gabonafélét (buza, rozs,
tonkoly, stb.) foglal magaba. Régészeti leletek alapjan termesztése kb. 10 ezer évvel ezeldtt EI6-
Azsidban, a termékeny félhold vidékén kezd3dott.

2.6.1. Az arpa szarazsagtiirésének genetikai kontrollja

A szérazsagtuiréssel kapcsolatba hozhat6 jellegekre vonatkozo irodalom rendkiviil kiterjedt.
Nagyon sok olyan genomi régiot €s gént azonositottak mar, amely részt vesz a vizhidnnyal
szembeni tolerancia kialakitasaban (pl.: ABA akkumulacio, Tuberosa et al. 1998) vagy szerepet
jatszik a termésmennyiség novelésében szarazsag alatt (pl.: HVAIL, Bahieldin et al. 2005).
Dolgozatomban elsdésorban azokat az arpan elért szdrazsagtiiréssel kapcsolatos eredményeket
szeretném attekinteni, amelyek szantofoldi vizsgalatokra alapozott, terméseredményekkel
Osszefliggd adatokat szolgaltatnak.

Viszonylag kevés azoknak a publikacidknak a szdma, amelyek szant6foldi koriilmények
kozott, vizhianyos kornyezetben vizsgéltak az agronomiai jellegek genetikai hatterét arpaban. A
legrészletesebb ilyen iranya kisérleteket, amelyek sordn szarazsagtiiréshez kapcsol6édd agrondmiai
¢s fiziologiai jellegeket egyarant vizsgaltak a ‘Tadmor’ x ‘Er/Apm’ keresztezésbdl szarmazo
térképezési populacio felhasznalasaval végezték. Kiilonbozd kornyezetben, szant6foldi €s liveghazi
kisérleteket kovetden térképezték az ozmotikus adaptacios képességet, a stressz alatti vizhaztartast
jellemzé paramétereket (relativ viztartalom, vizpotencidl), vizoldhat6 szénhidrat tartalmat
meghatarozo lokuszokat, szén izotdp diszkriminicids képességet, valamint agronomiai jellegeket
(Teulat et al. 1998, 2001a, 2002, von Korff et al. 2008). Ezen a populacion ezt kdvetden szamos
stresszhez kapcsolt EST-t és egyéb jelolt gént is térképeztek (Diab et al. 2004). A legnagyobb
hatast lokuszokat a 1H, 3H, SH és 6H kromoszomakon azonositottak.

Az ‘Arta’ x ‘H. spontaneum 41-1" populacio vizsgalatdval agronomiai jellegeken kiviil a
stressz alatti ndvénymagassagot befolyasold lokuszok térképezését tiizték ki célul (Baum et al
2003). A nagyobb ndvénymagassagot (a feltételezhetd nagyobb gyokér miatt) mediterran

kornyezetben a szarazsagtiiréssel 6sszefliggd fontos jellegek egyikének tartjak, és ezek alapjan a H.
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spontaneum-bol szarmazo eldnyds allél introgresszidja elOsegitheti szarazsagtiird gabonafélék
eloallitasat. Szarazsagstressz sordn a ndvénymagassagot befolyasolo lokuszokat a 2H, 3H és a 7H
kromoszomakon azonositottak, amelyek koziil a 3H-an talalhato pleiotrop hatastt QTL a termést is
befolyasolta.

Talame €s munkatérsai (2004) szintén vad arpa és termesztett arpa keresztez€sébdl szarmazod
populaci6 segitségével azonositottak olyan régiokat, amelyek a termést €s mas agronomiai
jellegeket befolyasoltak. A termést befolydsolo QTL-ek dontd tobbségében (12 QTL) az additiv
hatas a termesztett arpabodl szarmazott, azonban a 2H, 3H, SH és a 7H kromoszémakon azonositott
hat régio esetében a H. spontaneum-bol. Tobb kdrnyezetben és a legnagyobb additiv hatdssal a
Bmac0093 (2H) és a Bmac0684 (5H) markerekhez kapcsolt régidkat azonositottdk. Ezek az
eredmények jelzik annak lehetdségét, hogy kozel rokon vad fajokbdl szarmazd elonyds allélok
hogy a nagy termOképességii fajtak csak igen kifejezett stressz esetén teremnek kevesebbet, mint az
alacsonyabb termdképességli, de stressztlirdbbnek tartott genotipusok (Blum 2005), ezen allélok
val6szintileg csak sulyos vizhiany esetén elonyosek.

Azok a genomi régiok, amelyek tobb, kiillonb6zd vizellatottsdgi kornyezetben is pozitiv
hatast gyakorolnak a terméseredményekre, feltehetden szintén a termésmennyiség noveléséhez
kapcsolhatd nem stressz-specifikus gének hatdsa miatt - és nem feltétleniil a szarazsagtiirésben
betoltott szerepilk miatt — fejtik ki hatdsukat. Ezért lehetséges az is, hogy modern fajtdk
termesztésével az atlagos termésmennyiség szarazabb években is ndvekedett az adaptacidban
szerepet jatszd gének pontos ismerete nélkiil. Ezért a temdképességgel Osszefiiggd és az
adaptacioban szerepet jatszo lokuszoknak az elkiilonitéséhez elengedhetetlen a fenotipizalas tobb
kornyezetben torténd elvégzése (pl.: von Korff ef al. 2008, Maccaferri et al. 2008). Koztudott, hogy
a nagy termOképességli fajtdk termésmennyisége stressz hatasdra nagyobb ardnyban csokkenhet,
azonban csak nagyon kifejezett stressz esetén alacsonyabb, mint a vizhidnyhoz jobban adaptalodott,
de alacsonyabb termdképességii genotipusoké (Blum 2005). Ahhoz, hogy az adaptacidban szerepet
Jatszo lokuszokat azonosithassuk, olyan koriilményeket kell alkalmaznunk (erds vizhiany), amikor a
fajtak termOképességében meglévd elony kisebb, mint az adaptaciobdl szarmazo tolerancia altal
kifejtett pozitiv hatas.

Jelenlegi ismereteink szerint a ‘Tadmor’ x ‘Er/Apm’ populacion elvégzett szantofoldi
vizsgalatsorozat a legjelentdsebb tanulmany arpan, amely 14 agronomiai jelleg genetikai hatterét
vizsgalta erds vizhiany mellett, mediterran kornyezetben (von Korff et al. 2008). Az azonositott
markerek elsddleges additiv hatasa minden esetben a nagyobb termOképességii ‘Er/Apm’
genotipustol szarmazott. Ellenben a legerdsebb stresszel jellemzett kornyezetekben olyan

l6kuszokat is azonositottak, amelyek additiv hatasa az alacsonyabb termdoképességii, de toleransnak
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tartott ‘“Tadmor’-bol szarmazod allélnak volt tulajdonithatd. A legnagyobb ilyen kereszthatassal
rendelkezd markert az 1H-an azonositottak.

Ezen eredményeket Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy mérsékelt vizhiany esetén elsésorban
a termoképességet is befolyasold lokuszok/gének a meghatarozoak, és csak nagyon erds stressz
esetén érvényesiilhet a termésben a kifejezetten szarazsagtiiréshez kapcsolhatdo gének elonyos
szerepe (Blum 2005).

A kétsziilds populaciokon elért eredmények nagyobb genetikai variabilitassal rendelkezd
alapanyagokon sajnos eddig nem lettek megerdsitve, igy az alkalmazott kutatds szdmadra ezek
hasznalhat6sdga még nem igazolt.

2.6.2. Az arpa fizikai térképezése

A gabonafélékre jellemz0, hogy nagy méretli és repetitiv szekvencidkban gazdag genommal
rendelkeznek. A arpa genomja nagyjabol 5,6 x 10° bp amelynek kozel 80 %-a repetitiv szekvencia
(Benett és Leitch 2003). A teljes arpagenom szekvencidja jelenleg nem ismert, azonban fizikai
térképezése és a fizikai térkép genetikai térképhez vald kapcsolasa nagy erdkkel folyik. Ebbdl a
szempontbol az észak-amerikai hatsoros ‘Morex’ sorarpafajta referencia genotipusnak szamit.
Ennek a genotipusnak publikaltdk elsOként a teljes genom lefedettséget elér6 BAC (bacterial
artificial chromosome) konyvtarat (6,3-szoros haploid genom lefedettség, Yu et al. 2000). A 2006-
ban tobb kutatocsoport részvételével alakult Nemzetkozi Arpa Genom Szekvendldé Konzorcium
(International Barley Sequencing Consortium, http://barleygenome.org) keretében pedig célul
tuzték ki a 14-szeres genom lefedettséget elérd fizikai térkép elkészitését.

A rendelkezésre 4ll6 szekvenciaadatok korlatozottsaga miatt az EST szekvenciakon alapuld
szisztematikus gén izolalas a Triticeae fajok esetében egyeldre kulcsfontossagu (Varshney et al.
2006). Jelenleg 501 614 arpa EST (H. vulgare + sub. vulgare) és 23 595 Unigene talalhato az NCBI
dbEST adatbazisban (National Center for Biotechnology Information, 2009. 11. 13,
http://www.ncbi.nlm.nth.gov /dbEST/ dbEST summary.html). A HarvEST adatbazis (non-
redundant) ismétlések nélkiili annotéacioja szerint a 444 652 egyedi EST 22 937 contig-ot/Unigene-t
alkot. (HarvEST: Barley 1.68 assembly 35: http://harvest-web.org). A kiilonboz6 fejlodési
fazisokbol és kornyezetbdl szdrmazé cDNS konyvtarak és az Affymetrix 22K Barleyl GenChip-el
jelentds szamu arpa gén expresszidjanak és funkcidjanak vizsgalatara is lehetdség van (Close et al.

2004).

2.7. Marker alapu szelekcio
Irodalmi adatok alapjan, a stresztiirésben szerepet jatszo jellegekhez kapcsolt molekuléris
markerek hatékonyan hasznalhatdak betegségellendld genotipusok szelektalasara (Schmalenbach et

al. 2008). Molekularis markerek hasznalataval a hosszadalmas fenotipusos elemzések iddigénye
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csokkenthetd, és a hasadd genetikai alapanyagok szamunkra elényds tulajdonsdggal rendelkezd
vonalainak kivalasztdsa egyszerlsithetd. Buzaban szarazsag alatt a szemtermést befolyasolé QTL-
ekhez kapcsolt markereket mar azonositottak (Kirigwi et al. 2007) ¢€s lehetséges alkalmazasukat is
megvizsgaltak (Kobiljski et al. 2007). Arpaban szintén azonositottak mér vizhidnyos kornyezetben
termoképességet befolyasold régiokat (von Korff er al. 2008), azonban ezek gyakorlati
alkalmazhatdsagat még nem vizsgaltak. Szarazsagtiirés esetében a marker alapu szelekciot
jelentésen hatraltatja, hogy az azonositott termést befolyasoldé QTL-ek altaldban kis fenotipusos
hatassal rendelkeznek. A kozelmultban azonban sikeriilt azonositani egy termést befolyasolo
nagyhatdsu QTL-hez kapcsolt SSR markert rizsben (Venuprasad et al. 2009). A tolerans sziildi
fajtabol szarmazo6 allél kozvetleniil felhaszndlhato érzékeny fajtak szarazsagtiirésének fokozasara. A
rizsben elért eredmények ellenére a szdrazsagtiirés marker alapi szelekcidjanak megvalositasa
egyelére tobb, egyenként kis fenotipusos hatassal rendelkezd régidhoz kapcsolt marker

alkalmazasaval tiinik realisnak.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Kisérletbe vont novényi anyagok
3.1.1. Szarazsagtiirés térképezésére alkalmas populacio kivalasztasa

Elokiséleteink sordn négy arpa térképezési populacio (‘DOM’x‘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 szarazsagtiiréssel kapcsolatos jelleget térképeztek
koréabban.

Az altalunk vizsgalt genotipusok koziil a ‘DOM’ és a ‘REC’ genetikai anyagok, az Oregon
Wolfe Barley (Costa et al. 2001) tavaszi arpa (Hordeum vulgare subs. vulgare) populacié sziiloi
vonalai. A ‘Steptoe’ egy nagy termdéképességli, hatsoros tavaszi takarmanyarpafajta, a ‘Morex’ egy
szintén hatsoros, tavaszi sorarpa. A két fajta F1 nemzedékébdl létrehozott DH populécié (Kleinhofs
et al. 1993) és az OWB populacio, részletesen geno- ¢és fenotipizalt, széleskdrben alkalmazott
referencia populaciok (Varshney et al. 2007). A ‘Brenda’ ismert német tavaszi sorarpa, a ‘Brenda’
x ‘HS584” (Li et al. 2006) és a ‘Brenda’ x ‘HS213” (Li et al. 2005) BCs;-DH populaciok
visszakeresztezett, rekurrens sziildi vonala. A ‘HS213” és a ‘HS584° tavaszi vadarpa fajok
(Hordeum vulgare subsp. spontaneum) a gaterslebeni IPK génbankjanak (Leibniz Institute of Plant
Genetics and Crop Plant Research, Gatersleben, Németorszag) HOR 12530 ¢és Sp. 584 szdm alatt
nyilvantartott tételei. A ‘DOM’, ‘REC’, ‘Steptoe’, ‘Morex’, ‘Tadmor’ és ‘Er/Apm’ genotipusokbol
a magokat Andreas Borner (IPK, Gatersleben, Németorszag), mig a ‘Brenda’, ‘HS213” ¢s ‘HS584°

vonalakbdl a magokat Marion Roder (IPK, Gatersleben, Németorszag) bocsatotta rendelkezésiinkre.

3.1.2. Az Oregon Wolfe Barley populacio

A szérazsagtlrés részletes vizsgalatira elokisérleteink 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 (1. kép). A
populacié sziiléi vonalait ado kizardlag domindns (‘DOM”), illetve recessziv (‘REC’) morfologiai
jellegeket  hordozd  genotipusokat Bob  Wolfe  kanadai  genetikus  kovetkezetes
visszakeresztezésekkel allitotta elé (Wolfe és Franckowiak 1991). Ez az alapanyag egy altaldnos
genetikai hattér specidlis mozaikja, amelyben az ellentétes - domindns és recessziv - fenotipusos
jellegeket meghatarozo alléllok szétvalasztva, kiilon genotipusban talalhatok. Az OWB populaciot

¢s elsd genetikai térképét Costa €s munkatarsai (2001) allitottak eld, amelyet késObb részletesebb
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térképek i1s kovettek (Stein et al. 2007, Szlcs et al. 2009). A populaciot alkot6 DH vonalak
fenntartasit az Oregon Allami Egyetem végzi (Patrick Hayes). A populdcid szabadon
felhasznalhat6 kutatasi célokra. A dolgozatban bemutatott vizsgalatokhoz a populaciot német

egylttmiikodo partneriink (Andreas Borner, IPK-Gatersleben) bocsatotta rendelkezésiinkre.

1. kép
Az OWB populiacié néhany vonala
(forras: http://barleyworld.org/barleyimagegallery.php)

3.1.3. Az arpa gyiijtemény

A kétsziilds keresztezési populacio felhasznadldsaval kapott eredményeinket egy nagyobb
genetikai variabilitassal rendelkez6 anyagon is szerettik volna megerdsiteni. Ezekhez a
vizsgélatokhoz az ICARDA (International Center for Agricultural Research in the Dry Areas,
Aleppo, Sziria) altal Osszeallitott asszociacidos gyljteménybdl szarmazd 39, véletlenszeriien
kivalasztott vonalat hasznaltuk fel. A tajfajtakbol és fajtakbol 4llo arpagyljteményt Michael Baum

(ICARDA, Sziria) bocsatotta rendelkezésiinkre. Az egyes genotipusok szarmazésat €s besorolasat

(t4jfajta vagy fajta) az 1. tablazat mutatja be.

1. tablazat. Az arpagyiijtemény genotipusainak szarmazasa. A délt betiivel jelolt genotipusok fajtakat, a normal

betiivel jeloltek tajfajtakat jelolnek.

Azonositéo Tipus Szarmazas Azonosito  Név Tipus Szdarmazds
URO029 tavaszi Afganisztan URI26 Arta tavaszi ICARDA
URO003 tavaszi Afganisztan URI130 Zanbaka fakultativ.  ICARDA
URO025 tavaszi Iran URI31 SIb05-96 fakultativ. ICARDA
URI118 fakultativ  Jordania UR134 Zanbakian fakultativ. ICARDA
URO033 tavaszi Sziria URI138 Alanda-01 tavaszi ICARDA
UR064 fakultativ ~ Sziria URI139 Martin tavaszi Tunézia
URO031 tavaszi Torokorszag ~ URI40 Saida tavaszi Algéria
URO005 tavaszi Etiopia URI42 Manel tavaszi Tunézia
URO009 tavaszi Azerbajdzsan URI144 Express fakultativ = Franciaorszag
URO006 fakultativ  Etiopia UR149 Radical fakultativ  Oroszorszag
URO021 fakultativ  Iran URI150 Bulbul fakultativ = Torékorszag
URO098 fakultativ  Iran URIS51 Matnan-01  tavaszi ICARDA
URO026 tavaszi Iran URI53 Salmas tavaszi ICARDA
URO091 fakultativ  Libia URI55 Mari/Aths*2  fakultativ ~ Ciprus
URO11 tavaszi Libia URI157 Giza 125 tavaszi Egyiptom
URO041 tavaszi Marokkd URI58 Gizal26 tavaszi Egyiptom
URI110 fakultativ  Pakisztan URI62 Sadik-2 fakultativ. ICARDA
URO046 fakultativ  Pakisztan UR164 Katara tavaszi Libia
URO093 tavaszi Torokorszag ~ URI66 Momtaz tavaszi ICARDA
URI75 Atsa tavaszi Eritrea/Izrael
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3.2. A térképezési populacio kivalasztasa
3.2.1. Csiranovény teszt

A kilenc sziildi vonalbol szarmazo szemeket két réteg nedvesitett sziirGpapiron, atlatszé
milanyag dobozban csirdztattuk. Egy dobozban (23 cm X 29 cm) hét genotipust, genotipusonként
pedig tiz szemet helyeztiink el. A dobozon beliili keveredést milanyag elvéalasztok segitségével
akadalyoztuk meg. Kontroll koriilmények kozott csapvizzel, az ozmotikus stressz kezelés esetében
15 w/v %-os poli-etilén-glikol (PEG) 6000 (Merck, Darmstadt, Németorszag) oldattal nedvesitettiik
a szemeket. A kisérletet kontrollalt koriilmények kozott 20 °C-on, 12 6ras megvilagitas mellett, G-
30 tipust novényneveld kamraban (Conviron, Manitoba, Kanada) végeztiik. A kilenc sziil6i1 vonalat
két fiiggetlen ismétlésben teszteltiik. Ismétlésenként minden genotipusbol tiz kontroll és tiz kezelt
novényt vizsgaltunk, de az adatelemzéshez az 6t legnagyobb hajtashosszal rendelkezd csirazott
novény adatait hasznaltuk fel. A kisérlet 8. napjan a névények hajtas- ¢s gyokérhosszat hataroztuk

meg.

3.2.2. Fiatalnovény teszt
A gyokérrel és hajtassal rendelkezd sziildi vonalak elGcsirdztatott szemeit tapoldatra

helyeztiik (kb. egy hetes korban) €s vizkulturas kisérleti rendszerben, ndvényneveld kamraban
(PGR-15, Conviron, Manitoba, Kanada) 7 napig 14 o6ras megvilagitis, 500 pmol m? s’
fényintenzitas mellett, 18/13 °C (éjszaka/nappal) hdmérsékleten neveltiikk. A szemek egy miianyag
talcan helyezkedtek el a tapoldatos edény feliiletén, a gyokerek egy kb. 5 mm atmérdjii furaton
keresztiil atndve érintkeztek a tdpoldattal. Tapoldatként Hoagland-oldatot (pH: 5,8) hasznaltunk,
amelynek Osszetétele a kovetkezo volt:

Tapoldat (10 liter):

1 1 Makrotorzsoldat

2,5 ml mikrotdrzsoldat

100 ml Fe(III)-EDTA torzsoldat
Makrotorzsoldat (1 liter):

5,055 g KNO;

11,81 g Ca(NO3)2 .4 H20

4,932 g MgS0O4 . 7 H,O

1,361 g KH2P04
Mikrotorzsoldat :

286 mg H3BO3

362 mg MnCl, . 4 H,O

22 mg ZnSO4 . 7 H,O

12 mg Na,MoOy . 2 H,O
Fe(IIT)-EDTA torzsoldat (1 liter):

4 g Fe(III)-EDTA

Az ozmotikus stresszt 15 w/v %-os, illetve 18 w/v %-0s PEG 6000-et (Merck, Darmstadt,

Németorszag) tartalmazo tapoldattal idéztilkk el6. Ez a koncentracid a tapoldat ozmotikus
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potencialjat -0,72 MPa illetve -1,14 MPa ¢értékre csokkentette. A stresszkezelést a tapoldatra rakast
os PEG kezelést kovetden a ndvények hajtashosszat mértiik, a 18 %-os PEG kezelés utan, a kisérlet
végén meghataroztuk a ndvények hajtas szaraztomegét, relativ viztartalmat (RWC - relative water
content), ozmotikus potencialjat (OP) €s az ozmotikus adaptacid (OA) mértékeét is. A stresszkezelés
mellett minden esetben normal tadpoldaton nevelt novényeket alkalmaztunk kontrollként. Minden
genotipusbdl 10-15 novényt neveltiink egy masfél liter térfogati edényben, kezelésenként két
ismétlésben.

A novények relativ viztartalmat az RWC = (FW-DW) / (SW-DW) x 100 képlet alapjan
szamoltuk ki (Barrs és Watherley 1962). A friss tomeget (FW - fresh weight) egy 2 cm-es frissen
levagott levéldarab tomege alapjan szamoltuk ki, a telitett sulyt (SW - saturated weight) a
levéldarab 4 oras vizbemeritése utan, a szaraz tomeget (DW - dry weight) a levéldarab 80 °C-on
tomegallandosagig tortént szaritasa utan hatdroztuk meg. A sejtnedv ozmolaritasat (¢c) ozmométerrel
(Osmomat 030-D, Gonotec, Németorszdg) fagyaspont valtozas alapjan hatdroztuk meg. A
sejtnedvet egy friss vagasi feliiletii 3 cm-es levéldarab centrifugaldsaval nyertiik ki a novényekbdl
Bajji et al. (2001) modszere szerint. A sejtnedv OP-jat (ozmotikus potencial) a kovetkezd formula
alapjan szamoltuk: OP (Mpa) = -c (mosmol kg™) x 2,58 x 10~ (Bajji et al. 2001). A teljes turgoron
mért ozmotikus potencialt (OP;p0) az OPjop = OP x RWC egyenletbdl szamoltuk. Az OA-t
(ozmotikus adaptacid) a kontroll (OP;go°) és stressz kezelt ndvények (OPo°) teljes turgoron mért

ozmotikus potencidljanak kiilonbségébdl hataroztuk meg (Kameli és Losel 1995).

3.2.3. Az OWB populicié sziil6i vonalainak felnottkori tesztje

A csirdztatott szemeket Jiffy-7 (Jiffy International, Kristiansand, Norvégia) ndvényneveld
tapkockakba helyeztiik és harom hétig 4 °C-on 100 pmol m™ s™ fényintenzitas mellett eldneveltiik.
A novényeket ezutan 4 kg tézeg, homok és kerti fold 1:1:1 aranyt keverékeét tartalmazo cserepekbe
(2 novény / cserép) lltettiik és a ndvényeket PGB-36 tipusi (Conviron, Manitoba, Kanada)
novényneveld kamraban neveltiik tovabb. A ndvényneveléshez a tavasz-nyar (Tischner ef al. 1996)
tipust klimaprogramot hasznaltuk. Genotipusonként és kezelésenként hat novényt iiltettiink el
harom-harom cserépben harom ismétlésben. A ndvényeket a kaldsz megjelenéséig normal
vizellatottsag mellett neveltiik (talaj maximalis vizkapacitdsanak 80 % -a). A kalaszolast kovetd
napon genotipusonként és ismétlésenként harom-harom cseréptdl megvontuk a vizet €s a talaj
maximalis vizkapacitasdnak 40 % -aig szaritottuk. A kezelt novényeket érésig ezen a viztartalom
értéken, a kontroll ndvényeket idedlis vizellatottsag mellett neveltilk. A viztartalmat a cserepek
tomegeének mérésével ellendriztiik és sziikség esetén potoltuk a hidnyzo vizmennyiséget. 12 nappal

a stressz kezelés kezdete utan meghataroztuk a zaszloslevelek relativ viztartalmat. A teljes érést
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kovetéen a novények magassagat, 0ssztermését, ezerszemtomegét és novényenkénti kaldszszamat

hataroztuk meg.

3.3. Az OWB populacio tesztjei
Az OWB populaciot harom fejlédési fazisban 6sszesen kilenc kisérleti beallitast alkalmazva

vizsgaltuk (1-9. kisérlet).

3.3.1. Az OWB populicio csiranovény tesztje (/. kisérlet)
A csirandvény tesztek koriilményei megegyeznek a 3.2.1. fejezetben leirtakkal. Az OWB
populaciot eltéré idépontokban, a 2005-2006-0s években hét fliggetlen ismétlésben teszteltiik (2-3.

kép).

2. kép 3. kép
Kontroll csiranévény teszt az OWB populacion Ozmotikus kezelés az OWB populacio
(2006. november, Martonvasar) csirandvény tesztje soran

(2006. november, Martonvasar)

3.3.2. Az OWB populicio fiatalnovénykori tesztjei (2. és 3. kisérlet)

Az OWB populacié 94 DH vonalanak ozmotikus stressztiirését fiatalnovény korban a 3.2.2.
fejezetben leirt kisérlettel megegyezé koriilmények kozott vizsgaltuk (2. kisérlet). Ebben a
kisérletben a novényeket masfél liter térfogati edényekben neveltiik, amelyek egyenként harom
genotipust és genotipusonként 8-10 novényt tartalmaztak. A kisérletet két fliggetlen ismétlésben
végeztiik el és csak a biomassza produkciot (hajtashossz és hajtas szaraztomeg) jelzo paramétereket
hataroztuk meg.

Ezen kiviil elvégeztiik a két Iépcsds PEG-es kisérlet roviditett, hét nap 15 w/v %-os PEG
kezelést tartalmaz6é moédositott valtozatat is (3. kisérlet). A populacid vonalait egy 5 liter térfogatu
edényben (16 cm X 30 cm) neveltiik (4. kép). Az edényekbe illeszkedd fém halo feliiletén helyeztiik
el a csirazd szemeket, Osszesen tiz genotipust, genotipusonként tiz szemet. Az OWB populacio
vonalaival egylitt egyéb, a dolgozatban nem szerepld genotipusokat is teszteltiink, hogy minden
novényneveld edénybe tiz genotipus keriiljon. Az edényeken beliil a genotipusok elhelyezése

véletlenszertien tortént. A Kkisérleteket temperalt tiveghazban (IPK, Gatersleben, Németorszag)
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végeztik, sziikség esetén kiegészitd vilagitassal, hogy a fényintenzitas elérje a 500 umol m™s™ -et.
Ezt a kisérlettipust harom fliggetlen ismétlésben végeztiik. A kisérlet végén a kontroll és a kezelt

novények hajtas szaraztomegét hataroztuk meg.

Az OWB populici6 fiatalndvénykori tesztje (3. kisérler)
(2007. majus, Gatersleben, Németorszag)
3.3.3. Az OWB populicio felnéttkori tesztjei

Az OWB populacio kiilonbozé vizhidnyra adott valaszait hat kiilonbozoé beallitast
felnottkori, érésig nevelt novényekkel elvégzett kisérletben teszteltiik.
3.3.3.1. Foliasatras teszt (4. kisérlet)

A gaterslebeni IPK kisérleti teriiletén (Gatersleben, Németorszag) talalhatdé 6 m x 30 m
alaptertileti foliasatorban 2005 marciusaban kezdtiik el a kisérletet. A populacié 94 vonalat négy
véletlen blokk elrendezésti parcellaba vetettiik el ugy, hogy két parcellaban a vonalak mindegyike
haromszor szerepeljen vonalanként hat-hat ndvénnyel (5-6. kép). Egy-egy parcella 7 m x 1,5 m
méretii volt. A kalaszok megjelenéséig minden parcellat Ontdztiink. A kalaszolast naponta
ellendriztiik, és amikor a genotipusok 50 %-a kalaszolni kezdett két parcelliban abbahagytuk az
ontozést. A masik két parcellat valtozatlanul ontoztiik érésig. A normal vizellatottsagu és a nem
ontozott parcellaparok kozott 8 m pufferzona (értékelés nélkiili beiiltetett parcella) keriilt
kialakitasra. Sajnos a vizmegvonas tul gyengének, és a talaj feltételezett viztartalékai miatt tul
késOinek bizonyult. A vizhiany a terméseredményekben nem okozott szignifikans valtozast csak a
ndvénymagassagot csokkentette. Emiatt ebbdl a kisérletbdl csak a ndvénymagassagra vonatkozo

adatok keriiltek feldolgozasra.
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5-6. kép

Az OWB populacio foliasatras tesztje
(2005. aprilis és julius, Gatersleben, Németorszag)

3.3.3.2. Uveghazi teszt (5. kisérlet)

Az OWB populacio iiveghazi tesztjét az IPK (Gatersleben, Németorszag) teriiletén talalhato
fiitetlen iiveghazban végeztik (7. kép). A ndvénynevelés ideje alatt borult ido esetén kiegészitd
vilagitast hasznaltunk. A gabonaszemeket 2005 marciusaban iiltettiik 2 kg kerti talajt tartalmazo
cserepekbe. Egy cserépbe egy novény keriilt. Genotipusonként nyolc ndvényt iiltettiink és
kalaszolasig idealis vizellatottsag mellett neveltiik Oket. A cserepeket genotipusonként kettesével
négyismétléses véletlen blokk elrendezésben helyeztiik el az liveghdzban. Tiz nappal a kalaszolas
kezdete utan a genotipusonként parba rendezett cserepek egyikén vizmegvonast alkalmaztunk.
Meghataroztuk a talaj vizkapacitasat, és a kezelt ndvényeket a talaj maximalis vizkapacitdsanak 40
%-aig szaritottuk, majd ezen a nedvességtartalmon neveltiikk tovabb. A locsoldst a cserepek
tomegének mérésével szabalyoztuk. A kontroll novényeket érésig idedlis vizellatottsag mellett

neveltiik. Arataskor a novények magassagat, 0ssztermését és ezerszemtomegét hataroztuk meg.

7. kép
Az OWB populacio iiveghazi tesztje

(2005. majus, Gatersleben, Németorszag)
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3.3.3.3. Fitotron teszt (6. kisérlet)

Az OWB populaci6é fitotronos tesztjét egy PGB-36 tipusi novényneveld egységben
(Conviron, Manitoba, Kanada) végeztiik el (8. kép). A kb. 1 cm nagysagl hajtassal rendelkezo
csiraztatott szemeket Jiffy-7 (Jiffy International, Kristiansand, Norvégia) novényneveld
tapkockakba helyeztiik és harom hétig 4 °C-on 100 pmol m™ s fényintenzitas mellett eléneveltiik.
Ezt kovetden a novényeket egyesével 2 kg tézeg, homok és kerti fold 1:1:1 ardnyu keverékét
tartalmazo cserepekbe iltettiik, és ndvényneveld kamraban neveltiik tovabb. Egy genotipusbdl tiz
novényt vizsgaltunk, és az liveghazas kisérlethez hasonldéan parosaval, 6tismétléses random blokk
elrendezésben helyeztiik el a cserepeket a fitotronban. A cserépbe iiltetett ndvényeket két hétig
18/14 °C, két hétig 20/16 °C majd 22/20 °C-on neveltiikk. Minden ndvényt a kalasz megjelenéséig
normal vizellatottsag mellett neveltiik. A szarazsagstresszt a kaldsz megjelenését kovetd 5. napon
kezdtiikk. Ekkor a kezelt novények Ontozését abbahagytuk addig, amig a talaj térfogategységre
vonatkoztatott viztartalma (VSMC - volumetric soil moisture content) 7,0 £ 0,5 % -ra csokkent. Ez
4-5 nap alatt tortént meg. A kezelt novényeket érésig ilyen viztartalom mellett neveltiik. A
talajnedvességet mindig azonos idében naponta monitoroztuk SM-200 tipust (Delta-T Devices,
Cambridge, Egyesiilt Kiralysag) talajnedvesség-mérével. A kontroll ndvények talajnedvesség
tartalma 20,0 = 5,0 VSMC % volt. Hét nappal a vizmegvonds kezdete utan mintat vettiink a
zaszloslevélbol az RWC ¢és az ozmotikus paraméterek meghatarozasahoz. A kisérlet soran
felvételeztiik a viragzasi idot, majd a teljes érést kovetden a ndvénymagassagot, a termést és az

ezerszemtOmeget hataroztuk meg.

8. kép
Az OWB populicio fitotroni tesztje
(2006. marcius, Martonvasar, Fitotron)

3.3.3.4. Kontrollalt vizellatasa szantofoldi tesztrendszer (7. kisérlet)
Martonvasaron 2007-ben késziilt el egy elhtizhato esévédo foliatetovel rendelkezd kisérleti
tertilet (9. kép). A foliatetd csak esé esetén tartozkodik a parcellak folott, igy a csapadékkizaras

ellenére minimalisra csokkentheté a fedettséggel jard negativ hatds (tulmelegedés, magas
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paratartalom). Irodalmi adatok alapjan ez a kisérleti rendszer alkalmas legjobban természetszerti, de
mégis kontrollalhaté vizhiany eldidézésére. A teriiletre jutd vizmennyiséget automata csepegtetd
ontozorendszer szabalyozza (Irritrol Junior Max, The Torro Company, Lyndal, USA). A foliasator
alatt talalhat6 hat kisérleti parcella (3,4 m x 5 m) egyedileg ontdzhetd. Az egyes parcellak 1,5 m
mélységig vizzard foliaval vannak koriilvéve, ami megakadalyozza a csapadékviz oldaliranyu
beszivargasat. Talajtani vizsgalatok — probafurasok — eredménye alapjan a teriilet alatt egy Osi
patakmeder kavicsos medre akaddlyozza meg a mélyen elhelyezkedd talajviz kapillaris elven
torténd feldramlasat. A talaj nedvességtartalmat 10, 20, 30, 40, 60 és 100 cm mélységben tudjuk
nyomon kovetni a parcellanként két pozicioban elhelyezett PP2 tipusu (Delta-T Device, Cambridge,
Egyesiilt Kiralysag) talajnedvesség-mérdvel. A hat kisérleti parcellabol hdromnal normal ontézéssel
idealis vizellatottsdgot, harom parcellan pedig szarazsagstresszt idéztiink elo.

Az OWB populaciot 2007 marciusadban vetettiik el a kisérleti parcelldkba. Egy genotipusbol
6 szemet vetettiink parcellanként, 15 cm sorttdvolsaggal, soronként négy genotipussal. Mindkét
vizellatottsdgon (100 % csirazas esetén) genotipusonként harom ismétlésben 6 novényt tudtunk
nevelni. A tavaszi arpandl szokasos novényvédelmi intézkedéseket és a gyomirtdst vegyszerrel
végeztiik. Kalaszolasaig a parcellak talajnedvessége 21-23 VSMC 9% volt, majd amikor a
genotipusok 50 %-a kaldszolni kezdett harom parcellandl az ontdzést megsziintettiik. Arataskor a
kezelt parcelldk nedvességtartalma 10 cm mélységben 6 VSMC % a kontroll parcellaké 28 VSMC
% volt. Arataskor a tészamot, ndovénymagassagot, ndvényenkénti termést €s az ezerszemtomeget

hataroztuk meg.

9. kép

A kontrollalt vizellatasa és a természetes csapedékellatottsagi szantofoldi tesztrendszer

(2007. jinius, Martonvasar)

3.3.3.5. Szantéfoldi kisérlet (8. kisérlet)

2007-ben a kontrollalt vizellatdsu szantofoldi kisérlet mellett bedllitottunk egy
haromismétléses random blokk elrendezésii szantofoldi 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 vetéskor 17 VSMC %, arataskor 8
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VSMC % volt. A kisérleti teriilet mellett talalhatdo meteorologiai allomas adatai alapjan a vegetacios
periddusban 75 mm csapadék hullott. A tiz éves csapadékatlagok alapjan (160,5 mm) ezt a kisérleti

kornyezetet szantofoldi szarazsagstresszkeént értékeltiik.

3.3.3.6. Kémiai deszikkacio szantofoldon (9. kisérlet)

Az OWB populacié kémiai deszikkacios tesztjét az IPK (Gatersleben, Németorszag)
kisérleti teriiletén hajtottuk végre 2006-ban. Minden genotipust négy, 1 m hosszu sorba vetettiik el
20 cm-es sortavolsaggal. 14 nappal a kalaszolast kovetden genotipusonként két sort KI (0,5 w/w %)
vizes oldataval permeteztiik le, amely a levélfeliilettel érintkezve perzselést okoz. A fotoszintetizald
szovetek karosoddsa miatt a szemtelitddés elsOsorban a szarban raktarozott tapanyagok
felhasznalasaval torténhet meg. A deszikkalt és a kontroll novények fokalaszdnak termését aratas €s

cséplés utan hataroztuk meg.

10. kép

A kémiai desszikkacio
(2008. majus, Gatersleben, Németorszag)

3.4. Az arpagylijtemény tesztje

Az arpagylijtemény vizsgalatat csirandvény tesztben €s fiatalndvény tesztben az 1. és 3. kisérlettel
megegyezoen, a 3.2.1. és a 3.3.2. fejezetekben leirt modon két-két fliggetlen ismétlésben végeztiik
el. Feln6tt korban egy szant6foldi kémiai deszikkaldsi tesztet is elvégeztiink két fiiggetlen
ismétlésben. Kisérlet elrendezése megegyezett a 3.3.3.6. fejezetben leirtakkal, de a KI
koncentracidja 1,5 % volt, a permetezést pedig a kalaszolast kovetd 10. napon végeztik. Az OWB
populacid6 ¢€s az arpagyljtemény kémiai deszikkdcios kezelése soran hasznalt kalium-jodid
koncentracidja azért kiilonbozott egymastol, mert az elOkisérlet sordn az Aarpagylijtemény
toleransabbnak mutatkozott, és az OWB populaciondl alkalmazott koncentraci6 még nem okozott

szignifikans hatast.
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3.5. EST homologia keresés

Az OWB populdcid része volt annak a harom térképezési populaciot magaba foglald
vizsgélatnak, amelynek eredményeképpen elkésziilt egy részletes, EST alapu arpa konszenzus
térkép (Stein et al. 2007). Ez lehetévé tette, hogy az altalunk azonositott szarazsagtiiréssel
kapcsolatba hozhat6 lokuszokban talalhato EST szekvencidk segitségével a QTL hatast okozo
fazisban is azonositott QTL-ek cstcsrégidojaba esé EST markerek szekvencidit fehérje alapu
homologia Osszehasonlitasnak vetettiikk ald. Az EST markerhez tartoz6é szekvenciat a GrainGenes
adatbazisbol (http://wheat.pw.usda.gov) toltottiik le. Az dsszerendezett egy lokuszhoz tartozdé EST-
k konszenzus szekvenciait (unigene) az NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) és a HarvEST
(http://www .harvest-web.org, barley, 1.72 #35) adatbazisokbdl toltottik le. A fehérje alapu
Osszehasonlitdst BLASTX 2.2.19 program segitségével az NCBI non redundant adatbézissal
szemben végeztiikk. A program eldénye, hogy a kodold régiot tartalmazod nukleotid szekvencia
transzlaltatott termékét hasonlitja Ossze a fehérje adatbazissal, amely a nukleotid alapu
Osszehasonlitasnal érzékenyebb. A szekvencia feltételezett funkciojat a legjobb egyezést mutatd rizs

ortolog alapjan valdszinisitettiik.

3.6. Marker analizis

Az arpagylijtemény genotipusaibol teljes genomi DNS-t izolaltunk Plaschke ef al. (1995) modszere
szerint (Melléklet, M2). A mikroszatellit markerek primer szekvencidit a GrainGenes adatbazisbol
(http://wheat.pw.usda.gov) toltottiik le €s a polimerdz lancreakciot (PCR) Roder ef al. (1993)
moddszere szerint végeztilk (Melléklet, M3). A PCR termékek méretét a QIAxcel system (Qiagen
GmbH, Hilden, Németorszag) fragmentanalizalo késziilékkel hataroztuk meg a gyartd utasitasait
kovetve. A késziilékkel az elvalasztas kapillaris gélelektroforézis elvén torténik. Gyari adatok
alapjan az elvalaszthato legkisebb fragmentkiilonbség 3 bp. A genotipizalast tobb ismétlésben is
elvégeztiik a QIAxcel késziilékkel, illetve ALF Express II (Amersham Bioscience) késziilekkel valo

méréssel is megerdsitettiik.

3.7. Statisztikai analizis

A fenotipusos adatok variancia analizisét és a korrelacidos szadmitasokat az SPSS 16.0
statisztikai programmal végeztiik. A korrigdlt atlagok (adjusted mean vagy estimated marginal
mean) kiszamitasdhoz linedris véletlen/vegyes hatas modellt hasznaltunk (LMM - linear mixed

model) amiben a genotipusokat fix, az ismétléseket pedig random hatasnak tekintettiik.
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A kezelt és kontroll koriilmények kozott mért paraméterek hanyadosabol minden jellegre
tolerancia indexet (TI) szamoltunk. Az adott fenotipusos jellegre vonatkozé TI-ket, mint a
tolerancia mértékét jelzé paramétert térképeztiik.

A QTL analizishez elsddlegesen a QTLNetwork V2.0 programot (Yang ¢és Zhu 2005)
hasznaltuk, amely a vegyes modellen alapul6 Gsszetett intervallum térképezés modszerét (MCIM -
mixed-model based composite interval mapping) alkalmazza. Ez a program alkalmas tobb
kornyezetben elvégzett ismételt kisérletek adatainak egyiittes értékélésére, valamint becslést ad a
QTL x kornyezett kolcsonhatasokra €s a sziikebb értelemben vett 6rokithetdségre (narrow-sense
heritability). Az empirikus szignifikanciaszintek meghatarozasdhoz 1000 ismétléses permutacios
tesztet hasznaltunk (P < 0,05). A kritikus F-érték helyett az adott QTL-hez tartozd pontos P-értéket
adtuk meg az egyes szignifikans 10kuszoknal. A QTL analizist a fenotipusos adatok ismétlésenkénti
atlagértékeivel végeztiik, melyeket kisérlettipustol fliggden 3-12 ndovény atlagabol szamoltunk ki. A
kiilonbozd fejlodési fazisokat kiilon, az ismétléseket egy analizisben elemeztiik. A felnétt korban
elvégzett kiilonbozo kisérleteket eltérd konyezetként vettiik figyelembe. Egyediil a hajtashossz volt
az a jelleg, amelyet mind a harom fejlddési fazisban vizsgaltunk. Ezeket az adatokat fejléddési
fazisonként kiilon és egyiitt (a fejlodési fazis mint, kdrnyezet) is elemeztiik.

A QTL-ek elnevezését Sziics et al. (2009) javaslatai alapjan készitettik. A QTL neve
tartalmazza a hozza kapcsolhato jelleg €s a populacié roviditését, valamint a kromoszémaszamot.

Az irodalomban eddig leirt és az altalunk azonositott szarazsagtiiréshez kapcsolhatdo fobb
arpa QTL-ek 6sszevetéséhez a Marcel et al. (2007) altal készitett konszenzus térképet hasznaltuk.
Ez a konszenzus térkép azért kerilt kivéalasztasra, mert a vizsgalt populaciok legtobb kozos
markerét tartalmazza. A ‘Tadmor’ x ‘Er/Apm’ és a ‘Steptoe’x ‘Morex’ populacidkon azonositott
QTL-ek adatait a GrainGenes ’Cmap’ funkci6jat haszndlva vetettilk 6ssze. Az 6sszehasonlitdo dbran
szerepld bin poziciok a Barley Genomics oldalon taldlhatd adatok alapjan keriiltek 4brazolasra

(http://barleygenomics.wsu.edu/all-chr.pdf).
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4. EREDMENYEK

4.1. A térképezési populacio kivalasztasa
4.1.1. 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 (5. abra). Kontroll koriilmények kozott a leghosszabb hajtast a
két vadarpanal (‘HS213°, ‘HS584”) mértiik, ozmotikus stressz alatt a "HS584” hajtashossza azonban
nagyobb mértékben csokkent. A legkisebb hajtdshosszt a ‘DOM’ és “Tadmor’ genotipusok esetében

meértik ozmotikus stressz alatt.

%k

18 - dkok %k %k
oskok %k

16 * ok

*k

Okontroll
W 15% PEG

Hajtashossz [cm]
>

s &

I \a P
S 4

3 O (AN
O < (\b a9 O
<& @) %,@,Q Q°

& X <®

Genotipus

sk dokok

, » Szignifikans P < 0,05, 0,01, 0,01 szinten
5. abra.
Sziil6i vonalak csirandovénykori hajtashossz értékei kontroll korillmények kozott és ozmotikus stressz

hatasara

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 gydkérhosszak mérete erds korrelaciot mutatott a hajtdshossz
értékekkel (kontroll hajtashossz €és kontroll gyokérhossz: r=0,82 kezelt hajtdshossz és kezelt
gyokérhossz: 1r=0,77 tolerancia index hajtashossz ¢€s tolerancia index gydkérhossz: 1=0,83

szignifikans P < 0,01 szinten), igy ezek részletesen nem keriilnek bemutatasra.
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A térképezési populdciok sziildi vonalainak egymashoz viszonyitott dsszehasonlitasakor a

4

‘DOM’ és ‘REC’, valamit a ‘Tadmor’ és az ‘Er/Apm’ genotipusok kozott talaltunk szignifikdns
kiilonbséget (6. abra).

1 -

0,9 1 NS | ok NS
0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5
0,4 -
0,3
0,2 -
0,1 -
0 |

REC Brenda H8213 HS584 Tadmor Er/Apm Steptoe Morex
Genotipusok

Tolerancia Index
(hajtashossz alapjan)

, Szignifikans P < 0,1, 0,05 szinten, NS: nem szignifikans

6. abra.
Sziil6i vonalak ozmotikus tolerancidja csirandovénykorban ozmotikus stressz (15 % PEG kezelés)

hatasara

4.1.2. Sziil6i vonalak fiatalnovénykori tesztje

A sziil61 vonalak kétlépcsds ozmotikus kezelést alkalmazo kisérletében a novények részletes
vizsgalatat a 18 % PEG kezelését kovetden végeztiik el (2. tablazat). Az ozmotikus stressz alatt a
novények hajtashossz novekedése ¢s a biomassza gyarapodasa a kontrollhoz viszonyitva jelentdsen
lassult. A kilenc genotipus koziil a ‘Steptoe’ rendelkezett a legnagyobb hajtashosszal és hajtas
szaraztomeggel a kezelést kdvetden, a tolerancia index azonban a ‘DOM’ genotipus esetében volt a
legnagyobb. Feltételezéseink szerint ez annak kdszonhetd, hogy a kontroll koriilmények kozott
nagyobb ndvények hajtashossza és szdraztomege stressz koriilmények kozott nagyobb mértékben
csokken €s igy a tolerancia index alacsonyabb. A kisebb tolerancia index emiatt nem zarja ki azt,
hogy az alacsonyabb TI-vel rendelkezd genotipus abszolut értékben nagyobb biomasszaval
rendelkezik, mint ,.toleransabb” tarsa.

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 adaptacios képességet

2

(OA) az ‘Er/Apm’ genotipusnal figyeltiik meg. A ‘Morex ’ genotipus esetében a novényi mintak

karosodasa miatt az OP S -t és ezaltal az OA -t sajnos nem tudtuk meghatdrozni.
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A térképezési populdciok sziildi vonalainak egymashoz viszonyitott dsszehasonlitasakor a
hajtashossz tolerancia indexei alapjan a ‘DOM’ és ‘REC’ kozott talaltunk egyediil szignifikans
kiilonbséget (7. abra). A szaraztomeg értékek hasonld tendenciat mutattak, ezért nem kertiltek

bemutatasra.

2. tablazat. Sziil6i vonalak fenotipusos adatai 3 hetes korban, vizkulturas kisérleti rendszerben, 18 %-os PEG
kezelést kovetden

SL: hajtashossz (shoot length), DW: hajtas szaraztomeg (dry weight), RWC: relativ viztartalom (relative water content),
OP: ozmotikus potencial (osmotic potential), OA: ozmotikus adaptacid (osmotic adjustment), C: kontroll (control), S:

stressz kezelt (stressed)

Genotious  SEC SLS DW C DW S RWCC RWCS OPC OPS OA
P [cm] [cm] [g/mbvény] [g/ndvény] [%] [%] [MPa] [MPa] [Mpa]
24,1+ 18,1 0,22+ 0,08+ 95,44+ 87,93+  -1,52+  -2,05%

boM L0 +L0° 0,04 0,01 0.87 451 014 o008 038

REC 277+ 18,3+ 0,36+ 0,10+ 96,46+ 88,98+  -1,62+ 221+ 0.46
2,3 11 0,06 0,01 1,68 2,50 0,08 0,44 ’

Steptoe 32,5+ 20,3+ 0,50+ 0,16+ 96,31+ 87,09+  -1,74+  -1,73+ 030
0,2 00" 0,01 0,01 1,19 222" 0,47 0,17 ’
Morex 28,7+  17,1% 0,44+ 0,12+ 96,03+ 79,91+  -1,78+ ] ]

1,6 0,5" 0,03 0,01 1,33 241" 0,34

Brenda 28,7+ 20,0+ 0,39+ 0,13+ 94,59+ 89,58+  -1,83+  -1,76% 044
12 12" 0,09 0,01" 1,17 1,32° 0,15 0,09 ’

HS213 273+ 16,3+ 0,39+ 0,14+ 98,00+ 91,09+  -1,41+  -1,70+ 0.05
0,5 11" 0,03 0,01 1,45 379" 0,14 0,10" ’

HS584 28,1+ 16,4+ 0,45+ 0,11+ 95,66+ 85,19+  -1,86+  -2,18+ 0.02
0,4 04" 0,04 0,00" 0,61 1,64 0,06 0,25 ’

Tadmor 283+ 17,9+ 0,44+ 0,14+ 97,54+ 9492+  -147+  -1,79+ 0.15
1,1 12" 0,07 0,03 1,76 2,63 0,13 0,16 ’

Er/Apm 34,7+ 19,1+ 0,41+ 0,11+ 9442+ 74,66+  -1,61=  -3,01% 0.7
1,7 21" 0,04 0,01 2,31 3,43 0,09 0,53 ’

s kR sdekok skololok

s s s Szignifikans P < 0,05, 0,01, 0,001, 0,0001 szinten
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™ Szignifikans P < 0,05 szinten, NS: nem szignifikéns
7. abra.
Sziil6i vonalak ozmotikus tolerancidja 3 hetes korban, vizkultiras kisérleti rendszerben, 18 %-os PEG kezelés

hatasara

Figyelembe véve a csirandvény ¢&s a fiatalndvény teszt eredményeit, valamint a populaciokra
vonatkoz6 genetikai térképek elérhetdségét a ‘DOM’ és a ‘REC’ keresztezésébdl szarmazo OWB

populaciot talaltuk legalkalmasabbnak a tovabbi térképezési vizsgalatokra.

4.1.3. Az OWB populacio sziiléi vonalainak felnéttkori vizsgalata

Az OWB populacid vizsgalatat megeldzden a sziiloi vonalak felndttkori toleranciajarol is
szerettiink volna informaciot szerezni, igy a korai fejlédési 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 bokrosodd, mig a ‘REC’ nagyobb termetii, kevésbé
bokrosodd és nagyobb kalaszua (3. tablazat). A viragzast kovetden kezdett szarazsagstressz mindkét
genotipus esetében szignifikdns terméscsokkenést idézett eld, azonban a ‘DOM’ genotipus
valamivel nagyobb termést hozott. Az ezerszem tomeg csak a ‘REC’ esetében csokkent

szignifikdnsan. A két genotipus viragzasi ideje kozott 11 nap kiilonbséget talaltunk.
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3. tablazat. Az OWB populacio sziil6i vonalainak fenotipusos jellemz6i felnott korban viragzast koveto
vizelvonas és kontroll koriilmények kozott

SL: hajtashossz (shoot length), TGW: ezerszemtomeg (thousand grain weight), NGPE: kalaszonkénti szemszam
(number of grain per ear), NEPP: novényenkénti kalaszszam (number of ear per plant), RWC: relativ viztartalom

(relative water content)

DOM REC
Jelleg Kontroll Kezelt Kontroll Kezelt
SL [cm] 58,00+1,32 47,08+0,68" 70,75+3,73 62,08+2,09"
Termés [g] 4,87+0,31 0,92+0,03™ 4,55+0,28 0,29+0,08™"
Viragzasi idé [nap] 71 +2 82+ 17"
TGW [g] 26,96+1,62 23,07+4,32 22,15+1,60 8,46+1,95™"
NGPE 20+2 16+3 45+5 17+5"
NEPP 8+0 340" 5+1 2+1
RWC [%] 92+4 672" 88+2 24+8""

s okk sdokok sololok

s s s Szignifikans P < 0,05, 0,01, 0,001, 0,0001 szinten

4.2. Csiranovény tesztek az OWB populacion
4.2.1. Az OWB populicié csiranovénykori fenotipusos jellemz6i

Az OWB populacid vonalait csirandvénykorban hét fliggetlen ismétlésben teszteltiik (/.
kiserlet). A kezelés szignifikdnsan csokkentette a hajtds és gyokérhossz novekedést, de ennek
mértéke az egyes vonalakban jelentds kiilonbségeket mutatott: a legkisebb €s a legnagyobb
genotipusok kozott a hajtas és gyokérhossz esetében egyarant 10 cm-nél is nagyobb kiilonbéget
talaltunk (4. tablazat).

Erdekes modon a csirandvény tesztekben mért hajtashossz fenotipusos varianciajat (Vp) a
genetikai tényezOk (V) joval nagyobb aranyban befolyasoljak, mint kontroll koriilmeények kozott.

A gyOkérhossz esetében ilyen kiilonbséget nem talaltunk (4. tablazat).

4. tablazat. Az OWB populacio 94 DH vonalanak hajtas és gyokérhossz adatai, valamint a fenotipusos variancia
értékei a csiranovény tesztekben kontroll koriilmények kozott és ozmotikus stressz (15 % PEG) hatasara
SL: hajtashossz (shoot length), RL: gydkérhossz (root length), C: kontroll (control), S: stressz kezelt (stressed), TI:

tolerancia index (folerance index), Vs/Vp: a genetikai eredeti fenotipusos variancia és a teljes fenotipusos variancia

hanyadosa
Jelleg f‘gggalt atlag  \ih Max VoV
SL C [cm] 10,4+0,6 4.8 16,2 0,14
SL S [em] 5,8+0,7" 0,7 12,2 0,41
SL TI 0,54 0,04 0,07 0,95 0,22
RL C [cm] 12,6 £0,9 43 19,3 0,17
RL S [cm] 6,1+ 0,5 0,9 17,1 0,17
RL TI 0,55+ 0,05 0,09 1,05 0,26

" Szignifikans P < 0,001 szinten
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4.2.2. Az OWB populicion csiranévénykorban azonositott lokuszok

Csirandvénykorban hat kiilonboz0 jelleget vizsgaltunk: kontroll hajtashossz, kezelt
hajtashossz, hajtashossz tolerancia index, kontroll gydkérhossz, kezelt gyokérhossz és gydkérhossz
tolerancia index. Ebben a fejlddési tazisban minden jelleget figyelembe véve 6sszesen nyolc QTL-t
azonositottunk, amelyek négy kiilonb6z0 lokuszban helyezkednek el (5. tablazat). Jellegenként
altalaban egy, két esetben pedig kettd QTL-t taladltunk, melyek a 2H, SH és a 7H kromoszoémékon
foglalnak helyet. Az SH kromoszoman egy stressz specifikus lokuszban harom egymashoz kozeli
QTL-t azonositottunk, amely a toleranciat (QTL-3, QTL-5) és az ozmotikus stressz alatti
hajtashosszt (QTL-4) befolyasolja. Ezen kiviil a 2H kromoszéman egy gyokértoleranciat
befolydsolo (QTL-1) és a kontroll koriilmények kozott mért hajtashossz ndvekedést befolyasold
QTL-t (QTL-2) azonositottunk. Ez a két 16kusz szintén atfed egymassal. A harom tovabbi altalunk
azonositott QTL a 7H kromoszoéman helyezkedik el, két lokuszban, egymastol kb. 20 cM
tavolsadgra. A csirandvénykorban azonositott QTL-ek koziil a legnagyobb additiv hatassal és

orokithetdséggel a QTL-4 rendelkezik.

5. tablazat. Az OWB populacion csiranovénykorban azonositott hajtas és gyokérhosszt, valamint a toleranciat
befolyasolé QTL-ek pozicidja, additiv hatasa és orokithetosége

Kr: kromoszoma, A.E.: additiv hatds (additive effect), h"2: sziikebb értelemben vett Grokithetdség (narrow-sense
heritability), SL: hajtashossz (shoot length), RL: gydkérhossz (root length), C: kontroll (control), S: stressz kezelt

(stressed), TI: tolerancia index (folerance index)

I?RT).L Kr. Jelleg QT(%;/IS)“CS QTL tartomény ~ A.E.  P-érték h2
1. 2H RL TI 144,7 137,4-157,3 -0,06 0,000107" 0,12
2. 2H SL C 155,0 150,1-157,0 -1,13 0,00010™"" 0,14
3. 5H RL TI 63,5 50,5-65,9 0,06 0,00004""" 0,14
4. 5H SL S 69,9 66,8-79,5 0,83 0,00000""" 0,23
5. 5H SL TI 69,9 66,8-77,5 0,08 0,00000""" 0,22
6. 7H RL C 57,0 51,4-63,3 -1,40 0,00002""" 0,17
7. 7H RL S 58,0 51,4-64,2 -0,93 0,00001""" 0,17
8. 7H SL S 75,3 72,8-81,8 -0,79 0,00000""" 0,21

seokokok

Szignifikans P <0,0001 szinten

4.3. Fiatalnovénykori tesztek az OWB populacion
4.3.1. Az OWB populicié fiatalnovénykori fenotipusos jellemzoi

Az OWB populaci6 vonalait fiatalnovény korban kétféle kisérletben vizsgaltuk (2. kisérlet: 7
nap nevelés, 7 nap 15 %-os PEG kezelés, 3. kisérlet: 7 nap nevelés, 7 nap 15 %-os PEG és 7 nap 18
%-0s PEG kezelés). Ebben az ¢letszakaszban kontroll koriilmények kozott intenziv ndvekedést
figyelhettiink meg. A két kiilonb6zd id6tartamu fliggetlen kisérlet (2. és 3. kisérlet) kontroll adatait
Osszevetve azt taldltuk, hogy a ndvények a harmadik héten atlagosan 1,5-szeresére novelték

szaraztomegiiket az egy héttel koradbban mért értékekhez képest. Az er6sebb ozmotikus kezelés
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hatésara (18 %-os PEG) a szaraztomeg értékekbdl szamitott populacio atlagok alacsonyabbak
voltak, mint az egy héttel kordbban mért 15 %-os kezelést kovetden (6. A tablazat). A két
kiilonboz6 erdsségii kezelés soran mért adatok kiilonbozo kisérletbdl szarmaznak, de ezt az eltérést
feltehetGen a hosszabb ideig tartd stressz kezelés okozhatta. Altalanossagban elmondhaté, hogy a
tapoldathoz adott 18 % PEG erds ozmotikus stresszt okozott €s ilyen koriilmények kozott a
novények egyaltalan nem vagy csak csekély mértékben voltak képesek novekedésre.

A fiatalndvény korban elvégzett két kisérleti beallitdst a QTL analizis soran kiilon
kornyezetként vettiik figyelembe, igy a genetikai eredetli fenotipusos variancia mellett a kornyezeti
eredeti variancidt is meg tudtuk becsiilni (6. B tablazat). A kornyezetre visszavezethetd
fenotipusos variancia aranya minden esetben jelentdsen meghaladja a genetikai eredetli varianciat.
A jellegek megnyilvanuldsa tehat erésen fligg a kornyezeti tényezdktdl, ami megneheziti az

eredmények eltérd kdrnyezetben valo felhasznalhatosagat.

6. tablazat. Az OWB populacié 94 DH vonalanak szaraztomege, hajtashossza (A) és fenotipusos varianciaja (B) a
fiatalnovény tesztekben

DW: hajtas szaraztomeg (dry weight), SL: hajtashossz (shoot length), C: kontroll (control), S: stressz kezelt (stressed),
TI: tolerancia index (folerance index), V/Vp: a genetikai eredetli fenotipusos variancia és a teljes fenotipusos variancia
hanyadosa, Vi/Vp: a kornyezeti eredetii fenotipusos variancia €s a teljes fenotipusos variancia hanyadosa, V g«g /Vp: a

genetikai és a kornyezeti eredetli fenotipusos variancia kdlcsonhatasabdl szarmazo és a teljes fenotipusos variancia

hanyadosa
A
Jelleg Korrligaélltgatlag Min Max

2. kisérlet SL C [em] 272+54 158 40,0
SL S (15 % PEG) [cm] 16,0£0,77° 9,86 21,2
SL TI 0,61+£0,09 034 0,96
DW C [mg/ névény] 118,21 £20,25 52,78 270,37
DW S (18 % PEG) [mg/ névény] 47,8442,27 23,82 100,50
DW TI 0,43+0,04 0,18 0,91

3. kisérlet DW C [mg/novény] 80,46+ 1,29 42,64 131,77
DW S (15 % PEG) [mg/ n6vény] 64,54+ 1,50 31,38 109,02
DW TI 0,81+0,01 0,29 0,96

""Szignifikans P < 0,001 szinten

B

Jelleg Vg/Vp VE/VP A% G*E /Vp
SLC 0,07 0,19 0,02
SL S 0,07 0,13 0,02
SLTI 0,03 0,26 0,03
DwC 0,02 0,41 0,02
DwWS 0,02 0,11 0,09
DWTI 0,01 0,46 0,02
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4.3.2. Az OWB populicion fiatalnévény korban azonositott l6kuszok

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 helyezkednek el (7. tablazat). A hajtas szaraztomeg
kivételével jellegenként egy-egy szignifikans QTL-t tudtunk azonositani. Az ozmotikus stressz alatt
a szaraztomeget az SH (QTL-9) és a 7H (QTL-12) kromoszomakon talalhatd QTL-ek befolyasoljak.
Ez az 5H kromoszoman talalhatd lokusz egybeesik a csirandvény korban azonositott stressz
specifikus régioval (QTL-3, QTL-4, QTL-5). A 7H-an talalhaté6 QTL pedig a fiatalndvény korban
azonositott legnagyobb additiv hat4ssal rendelkez6 és a szaraztomeget kontroll koriilmények kozott
befolyasolo QTL (QTL-13) kozelében helyezkedik el. Ebben a fejlddési fazisban az additiv hatassal

rendelkezd allélok mindkét sziiloi vonaltol szarmazhattak.

7. tablazat. Az OWB populacion fiataln6vény korban azonositott QTL-ek

Kr: kromoszoma, A.E.: additiv hatds (additive effect), h"2: sziikebb értelemben vett Orokithetdség (narrow-sense
heritability), SL: hajtashossz (shoot length), DW: hajtas szaraztomeg (dry weight), C: kontroll (control), S: stressz kezelt
(stressed), TI: tolerancia index (folerance index)

QTL QTL cstics

No. Kr. Jelleg (cM) QTL tartomany A.E. P-érték h"2
9. 5H DW S 69,8 65,9-74,5 2,02 0,01480" 0,01
10. 5H DW TI 69,9 65,9-76,5 0,03 0,0030" 0,01
11. 6H SL TI 123,9 116,9-133,9 0,04 0,00001""" 0,03
12. 7H DW S 76,3 74,3-79,0 2,09 0,01140" 0,01
13. 7H DW C 79,9 79,5-80,9 -7,78 0,00002""" 0,02
14. 7H SL C 81,8 77,0-86,8 2,36 0,00000""" 0,07
15. 7H SL S 84.8 78,0-92,8 -1,34 0,00000""" 0,07

s kR sdekok skololok

s s s Szignifikans P < 0,05, 0,01, 0,001, 0,0001 szinten

4.4. Felnottkori tesztek az OWB populacion
4.4.1. Az OWB populacio felnottkori fenotipusos jellemzoi

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 szignifikdns csokkenést (8. A tablazat). A
foliasatras kisérlet (4. kisérlet) soran az alkalmazott stressz tl gyengének bizonyult és nem okozott
szignifikans valtozést a termésparaméterekben, ezért ebbdl a kisérletbdl csak a hajtdshossz adatok
keriiltek feldolgozasra. Ezzel ellentétben az liveghazas (5. kisérlet) kisérletben a vizelvonas a
hajtashosszt nem, azonban a termést €s az ezerszemtOomeget szignifikansan csOkkentette. Ezt
feltehetden a tavasz végi-nyar eleji tul meleg iiveghdzi nevelési koriilmények okoztak, amely a
kontroll ndvények hajtashossz novekedését az idealis vizellatottsag ellenére is visszavetették. A
fitotronos (6. kisérlet) kisérletben stressz hatasara a populacido termésatlagdban megfigyelt

szignifikans csokkenés ellenére az ezerszem-tomeg nem mutatott valtozast, amig az esdsatras (7.

52



kisérlet) kisérletben ennek ellenkezdjét tapasztaltuk. Feltételezéseink szerint ennek az az oka, hogy
a cserépben torténd ndvénynevelés soran a fertilis hajtasok szama altaldban alacsony (gyakran csak
2-3) és egy er0s, viragzast kovetd stressz a kaldszonként kifejlodé kis szemszam miatt okoz
terméscsokkenést. Nagyon alacsony szemszdm esetén a kifejlodott szemek telitddése azonban
normalis maradhat és ennek kovetkeztében az ezerszemtomeg nem jelzi a stressz altal okozott
negativ hatast. Szant6foldi koriilmények kozott ezzel szemben a ndvények jobban bokrosodnak és
egy gyengébb késoi vizhiany a termés helyett elsdsorban az ezerszemtdmeget befolyasolja, ha a
tovabbi bokrosodas nem korlatozott (pl.: magas hdmérseklet altal).

A felnétt korban meghatarozott jellegek fenotipusos variancidjat a fiatalndvénykori
eredményekhez hasonldéan legnagyobb részben a kdrnyezeti eredetli variancia befolydsolta és a
genetikai faktorok csak 3-16%-ban jarultak hozza a populacioban megfigyelhetd teljes fenotipusos
variancidhoz (8. B tablazat).

A fitotronban végzett kisérlet sordn (6. kisérlet) azt tapasztaltuk, hogy a vizelvonas
szignifikdnsan csokkentette a novények viztartalmat, valamint ozmotikus potencialjat, azonban

ennek a mértéke az egyes genotipusok kozott nagy kiilonbségeket mutatott (9. tablazat).
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8. tablazat. Az OWB populacié fenotipusos atlagértékei (A) és a fenotipusos variancia (B) a felnéttkori tesztekben

SL: hajtashossz (shoot length), TGW: ezerszemtomeg (thousand grain weight), Y/P: ndvényenkénti termés (yield per plant), RWC: relativ viztartalom (relative water content), C:
kontroll (control), S: stressz kezelt (stressed), TI: tolerancia index (tolerance index), Vs/Vp: a genetikai eredetli fenotipusos variancia €s a teljes fenotipusos variancia hanyadosa,
Ve/Vp: a kdrnyezeti eredetii fenotipusos variancia és a teljes fenotipusos variancia hanyadosa, V g«g /Vp: a genetikai és a kdrnyezeti eredetli fenotipusos variancia kélcsonhatasabol
szarmazo ¢s a teljes fenotipusos variancia hanyadosa

A

SL C [cm] SL S [em] TGW C[g] TGW S [g] Y/P C[g] Y/P S [g]
DH atlag min max DH atlag min Max DH atlag min max DHatlag Min max DH atlag min max DH atlag min max

4. Kisérlet

Foliasator 68,1 37,2 98,4 61,9" 34,5 96,5 - - - - - - - - - - - -

5. kisérlet

Uveghéaz 49,0 22,3 80,2 48,2 24,2 77,1 26,33 18,03 37,34  24,03" 15,94 34,92 1,27 0,44 3,14 1,09° 031 2,26
6. kisérlet

Fitotron 51,5 21,0 84,3 46,0" 20,8 80,5 25,70 17,19 37,21 26,64 14,92 40,02 2,96 0,79 6,32 0,95 0,28 2,14
7. Kisérlet

EsGsator 43,5 20,5 61,5 39,9" 21,0 72,0 22,81 11,68 34,03 20,63" 9,18 32,26 1,90 0,30 4,79 1,82 0,12 4,75
8. Kkisérlet

Szantéfoldi

kisérlet - - - 40,42 15,0 66,0 - - - 20,90 13,75 29,27 - - - 2,53 0,76 13,68
9. Kkisérlet

Kémiai deszikacio - - - - - - 2936 16,82 43,23  2523" 6,43 35,68 - - - - - -

""" Szignifikans P < 0,05 0,001 szinten

Jelleg Vv G/Vp VE /Vp A\ G*E /Vp
SLC[cm] 0,16 0,16 0,02
SLS[em] 0,11 0,16 0,02
SL TI 0,03 0,26 0,03
TGW C[g] 006 022 001
TGWS[g] 007 017 0,02
TGW TI 0,07 0,14 0,03
YPC[g] 013 007 0,13
Y/PS[g 006 005 006
Y/PTI 0,05 0,14 0,03
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9. tablazat. Az OWB populacio vizhaztartassal kapcsolatos paraméterei a fitotronban elvégzett tesztben
RWC: relativ viztartalom (relative water content), OP: ozmotikus potencial (osmotic potential), OP;¢: teljes turgoron
mért ozmotikus potencial (osmotic potential at full turgor), OA: ozmotikus adaptacié (osmotic adjustment), C: kontroll

(control), S: stressz kezelt (stressed), Vg/Vp: a genetikai eredetii fenotipusos variancia €s a teljes fenotipusos variancia

hanyadosa
Jelleg Atlag  Min Max Vg /Vp
RWC C [%] 91 89 94 0,24
RWC S [%] 797 54 92 0,19
OP C [Mpa] -1,57  -1,91 0,89 0,18
OP S [Mpa] -1,96™ 2,77 -1,27 0,15
OP, ¢ C [Mpa] -1,44  -1,74 -1,21 0,21
OP,oo S [Mpa] 1,50 -1,94 -1,04 0,24
OA [Mpal] 0,15 -0,36 0,00 0,21

", " Szignifikdns P < 0,01, 0,001 szinten

A felndtt korban vizsgalt jellegek kozotti Osszefliggéseket korrelacios analizissel vizsgaltuk.
A kiilonboz6 ¢€lettani folyamatok és a biomassza produkciot jelzé pareméterek kozotti korrelacio
jelezheti, hogy az OWB populacié esetében mely jellegek jatszanak fontos szerepet a végsd termeés
kialakitasaban (10. tablazat). A felndtt korban mért hajtashossz (ndvénymagassag) gyenge, de
szignifikdns pozitiv korrelaciét mutatott az ezerszemtdomeggel stressz koriilmények kozott. Ezen
kiviil a wviragzasi 1d6 szignifikdns pozitiv  korrelacidt mutatott a ndvényenkénti
terméseredményekkel kontroll koriilmények kozott, mig stressz alatt nem talaltunk ilyen

Osszefliggést. Az OP csak kontroll koriilmények kozott, valamint az OPgo kontroll és stressz

koriilmények kozott egyarant szignifikans negativ korrelaciot mutatott az ezerszemtomeggel.
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10. tablazat. Korrelacié a felnottkorban mért termésparaméterek (4 — 9. kisérlet) és egyéb fenotipusos jellegek
kozott

TGW: ezerszemtomeg (thousand grain weight), Y/P: névényenkénti termés (yield per plant), SL: hajtashossz (shoot
length), HD: kalaszolasi 1d6 (heading date), RWC: relativ viztartalom (relative water content), OP: ozmotikus potencial
(osmotic potential), OP: teljes turgoron mért ozmotikus potencial (osmotic potential at full turgor), OA: ozmotikus
adaptacio (osmotic adjustment), C: kontroll (control), S: stressz kezelt (stressed), TI: tolerancia index (tolerance index),

AS: felnétt kor (adult stage), GS: csirandvény kor (germination stage), SS: fiatalnovény kor (seedling stage)

Jelleg TGWC TGWS Y/PC Y/PS
SL C (AS) ns ns ns ns
SL S (AS) ns 0,16" ns ns
HD ns ns 0,43** ns
RWCC ns ns ns ns
RWC S ns ns ns ns
OPC -0,49™  -0,38" ns ns
OP S ns ns ns ns
OP,4 C 048" -0,49"  ns ns
OPy40 S -0,36"  -0,33" ns ns
OA ns ns ns ns
SL TI (GS) ns ns  -0,317 -0,22°
RL TI (GS) ns ns -ns ns

SL TI (SS) ns 0,28 -0,50"  ns
DW TI(SS) 0,16 ns  -0,23" 0,17

T Szignifikans P < 0,05, 0,01 szinten, ns: nem szignifikans

4.4.2. Az OWB populicion felnott korban azonositott lokuszok

A felnéttkori vizsgalatok sordn dsszesen 20 QTL-t azonositottunk, amelyek kiilon-kiilon az
altalunk vizsgalt 16 jelleg valamelyikét befolydsoljak (11. tablazat). Ezek koziil egyetlen olyan
l6kuszt talaltunk, amely csak egy kornyezetben volt szignifikans hatassal a vizsgalt jellegre. Ez a
fitotronos kisérletben azonositott 7H kromoszémdén talalhatdé QTL (QTL-35) a ndvényenkénti
termést befolydsolja €s atfedést mutat a fiatalnvény korban azonositott QTL-ekkel (QTL-13, QTL-
14, QTL-15). A masik 19 QTL az 6sszes felndttkori 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) ¢és egybeesett a csirandvénykori gyokérndvekedést befolyasold lokuszokkal (QTL-6,
QTL-7). Ezen kiviill még az 1H, 6H, és 7H kromoszémakon (utébbi a masik 7H kromoszoéman
azonositott 10kusztol disztalisan helyezkedik el) azonositottunk olyan l6kuszokat, amelyek termést

¢s a ndvénymagassagot befolyasoljak.
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11. tablazat. Az OWB populacion felndttkorban azonositott QTL-ek

Kr: kromoszéma, A.E.: additiv hatas (additive effect), h"2: sziikebb értelemben vett orokithetéség (narrow-sense
heritability), TGW: ezerszemtomeg (thousand grain weight), Y/P: ndvényenkénti termés (yield per plant), SL:
hajtashossz (shoot length), HD: kalaszolasi id6 (heading date), RWC: relativ viztartalom (relative water content), OP:
ozmotikus potencial (osmotic potential), OPy: teljes turgoron mért ozmotikus potencial (osmotic potential at full
turgor), OA: ozmotikus adaptacio (osmotic adjustment), C: kontroll (control), S: stressz kezelt (stressed), TI: tolerancia

index (folerance index)

gzL Kr. Jelleg QT(%B‘/’[S)“CS QTL tartomany ~ A.E. P-érték h2
16. 1H Y/P S 1,0 0,0-12,2 0,16 0,00438" 0,03
17. 2H Y/P TI 68,6 67,9-76,5 0,08 0,00091"" 0,05
18. 2H Y/P S 132,7 129,5-134,7 -0,23 0,00009™" 0,04
19. 2H TGW C 1394 134,7-148,7 3,71 0,00000™" 0,06
20. 2H SL S 141,4 134,7-147,7 9,35 0,00000™" 0,11
21. 2H TGW S 143,4 138,4-147,7 -3,50 0,00000™" 0,07
22. 2H TGW TI 1424 137,4-149,7 -0,12 0,00000™" 0,07
23. 2H SL C 1447 140,4-146,7 -12,26 0,00000™" 0,16
24, 2H Y/P C 1457 139,4-147,7 -0,44 0,00000™" 0,11
25. 6H SL TI 1239 116,9-133,9 0,04 0,00001™" 0,03
26. 7H oP S 503 43,8-55,4 -0,36 0,00001™" 0,15
27. 7H oP C 514 43,8-56,1 -0,33 0,00001™" 0,18
28. 7H OPygo S 524 49,2-56,1 -0,37 0,00001™" 0,24
29. 7H RWC C 534 49,2-58.0 0,23 0,00001™" 0,24
30. 7H OPygo C 534 50,3-58,0 -0,34 0,00001™" 0,21
31. 7H RWC S 559 50,4-59,0 0,18 0,00001™" 0,19
32. 7H RWC TI 55,9 50,3-59,0 0,18 0,00002™" 0,16
33. 7H 0OA 55,9 50,4-59,0 -0,04 0,00000™" 0,21
34. 7H Y/P C 629 61,5-63,3 0,20 0,00216™" 0,02
35. # 7H Y/P C 809 80,9-81,8 0,80 0,00000™" 0,23

sk kokok kool

s s Szignifikans P < 0,01, 0,001, 0,0001 szinten

* Csak a fitotronos kisérletben (6. kisérlet) mutatott szignifikans hatast

4.5. Teljes életciklus soran szerepet jatszo hajtashosszt befolyasolo QTL-ek az OWB
populicion

A kiilonbozo fejlodési fazisokban elvégzett vizsgalatok soran egyediil a hajtdshossz volt az a
jelleg, amelyet mind a harom fejlédési fazisban vizsgaltunk. A QTL analizist kovetden 0sszesen két
olyan lokuszt azonositottunk, amelyek a hajtdshossz (novénymagassag) kialakitasdban minden
egyedfejlédési fazisban szerepet jatszottak (12. tablazat). A nagyobb hatasu kontroll és stressz
koriilmények kozott is azonositott 16kusz (QTL-36, QTL-37) a csirandvény ¢és felndtt korban is
megtalalt 2H kromoszoman talalhaté QTL-ek (QTL-1, QTL-2 és QTL-20) pozicidjaval esett egybe.
Egy olyan kisebb hatasa 10j lokuszt is talaltunk az 1H kromoszoméan, amelyet az egyes

egyedfejlédési fazisokban kiilon nem azonositottunk (12. tablazat).

57



12. tablazat. A teljes életciklus soran szerepet jatszo hajtashosszt befolyasolé QTL-ek kontroll és stressz
koriilmények kozott
Kr: kromoszoma, A.E.: additiv hatas (additive effect), h"*2: sziikebb értelemben vett drokithetéség (narrow-sense

heritability), SL: hajtashossz (shoot length), C: kontroll (control), S: stressz kezelt (stressed)

I%EL Kr. Jelleg QT(%&S)“CS targfnlény AE.  Péritk A2
36. 1H SL C 118,1 113,6-121,1 -1,72 0,00026 0,01
37. 2H SL S 141,4 136,4-146,7 423 0,000007" 0,15
38. 2H SL C 145,7 145,7-146,7 4,83 0,00000"" 0,16

sk sekolok

, Szignifikans P < 0,001, 0,0001 szinten

Ez a harom lokusz, minden altalunk vizsgalt egyedfeljodési fazisban szerepet jatszott a
hajtashossz kialakitasdban, azonban az egyes fejlodési fazisokban eltér6 hatast mutatott.
Csirandvény ¢€s fiatalnévény korban - amelyek idében nem &llnak tdvol egymadstol - a l6kuszok
additiv hatdsa a ‘REC’ sziil6td] szarmazott. Ezzel szemben felndtt korban a masik sziiléi vonaltdl
szarmaz6 allél mutatott pozitiv hatast (13. tablazat). Ezek az eredmények azt jelzik, hogy a
l6kuszok szerepe kiilonbozd fejlodési tazisokban eltérd lehet, illetve egy adott gén/QTL altal kodolt
tulajdonsag a tolerancia szempontjabol fejlodési fazistol fliggben elonyds, semleges, vagy akar

hatranyos is lehet.

13. tablazat. Az additiv hatas és a fejlodési fazis kolcsonhatasanak (a x f) szerepe a hajtashosszt befolyasolé

QTL-ek esetében. A QTL-ek szamozasa megegyezik a 11. tablazatéval.

axf
QTL Nr. csirandvény kor fiatalngvény kor felnétt kor
36. 0,93 1,31 226
37. 3’60**** 3’18**** -6’60****
38 3317 2,99 6,147

sk kR sokoskok

., Szignifikans P < 0,01, 0,001, 0,0001 szinten

4.6. Az OWB populacion tobb fejlodési fazisban azonositott atfedé régiok

Az OWB populacion azonositott QTL-ek Gsszevetése soran olyan atfedé genomi regiokat,
QTL klasztereket sikeriilt azonositanunk, amelyek kiilonb6zé ozmotikus vagy szarazsagtiiréssel
kapcsolatba hozhato jellegeket befolyasolnak ¢€s tobb fejlédési fazisban is szerepet jatszanak. Az
egyes QTL-ek konfidencia intervallumai alapjan a szignifikans hatast mutato atfedé QTL-eket egy
régionak tekintettiik €s legvalosziniibb pozicidjukat a QTL csucsok atlagolasaval hataroztuk meg,
Price (2006) modszere alapjan.

Az altalunk azonositott 6sszes QTL-t figyelembe véve 6t olyan régiot azonositottunk, amely

tobb jelleget befolyasol, ¢és legalabb két fejlddési fazisban is szerepet jatszik. Ezek a régiok a 2H
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(ODr.OWB-2H), SH (QDr.OWB-5H), 6H (ODr.OWB-6H) ¢és TH (ODrl.OWB-7H és QDr2.OWB-
7H) kromoszomakon helyezkednek el (14. tablazat). Az SH és 6H kromoszomakon azonositott
régiok csak stressz koriilmények kozott, illetve tolerancia indexek esetében azonositottuk. A
ODr.OWB-5H régio hajtas és gyokérhossz novekedést befolyasol csirandvény korban €s hajtas
széraztomeget fiatalndvény korban, a QDr.OWB-6H pedig hajtdshossz tolerancia indexet
fiatalnovény ¢és felndtt korban. A masik harom régidé kontroll és stressz koriilmények kozott
egyarant szerepet jatszik. Az o6t régi6 kozil a ODr2.OWB-TH QTL klaszter volt az egyetlen,

amelyet kiilonb6z0 jellegek esetében, de mind a hdrom fejlodési fazisban azonositottunk

4.7. Az EST szekvenciak funkcionalis fehérjékkel mutatott homoldgiaja

Az altalunk azonositott 6t QTL klaszter feltételezéseink szerint egyedi gének hatdsanak
koszonhetd. Ezek szerint a QTL-ek / gének legvaldsziniibb eldfordulasi pozicidjaba (csucspozicio)
esO EST markerek szekvenciait felhaszndlva az azonositott régiok funkciojara is kovetkeztethetiink.
A EST szekvenciadk alapjan az NCBI ¢és a HarvEST adatbazis segitségével megkerestiik az adott
l6kuszhoz tartoz6, tobb forrasbdl szadrmazod Osszerendezett mRNS szekvenciakat (Unigene,
transcript assembly) és homoldgiakeresést végeztiink az NCBI fehérjeadatbazisdval szemben. A
hasznalt Unigene-ek azonositojat, lehetséges funkcidjat €s a feltételezett rizs homologokat a 14.

tablazat foglalja 6ssze.

14. tablazat. Az OWB populacion tobb fejlodési fazisban azonositott szarazsag- és ozmotikus stressztiiréssel
kapcsolatba hozhaté régiok és feltételezett funkcidjuk a rizs homoldg génjei alapjan. Az arpagyiijetmény
esetében vizsgalt markereket alahuzassal jeloltiik.

TGW: ezerszemtomeg (thousand grain weight), Y/P: névényenkénti termés (vield per plant), SL: hajtashossz (shoot
length), DW: hajtas szaraztomeg (dry weight), RWC: relativ viztartalom (relative water content), OP: ozmotikus
potencial (osmotic potential), OPyq: teljes turgoron mért ozmotikus potencial (osmotic potential at full turgor), OA:
ozmotikus adaptacio (osmotic adjustment), C: kontroll (control), S: stressz kezelt (stressed), TI: tolerancia index
(tolerance index), GS: csirandvény kor (germination stage), SS: fiatalndvény kor (seedling stage), AS: felnétt kor

(adult stage).
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14. tablazat

EST GBM
QTL tartomdny, -~ markereka . EST/NCBI  Legjobb rizs BLASTx taldlat (.~ ™2rker
Kr. csucs (cM),  Fazis Jelleg csucs- nicene. annotécié alue) cstcs-
QTL név régidban unigene, val régiotol +
2.5cM
2H 129,5-157,0  GS SL C GBM1498 22083/Hv.21082 050420648900, Dehydration
143,3+5,9 responsive element binding
QDr.OWB-2H protein 2F (9¢™)
AS Y/PIC, Y/PIS,SL  GBR0421 15016/Hv.3943 050420650000, Peptidase C1A
C,SLS, TGWC, Papain-like cysteine (0,0)
TGW S, TGW TI proteinase
5H 50,5-79,5 GS SLS,SLTLRLTI GBS0318 1234/Hv.20699 050520591900, Hypersensitive-
68,6+2,8 Hypersensitive- induced response protein (3e™*)
ODr.OWB-5H induced reaction
protein 3
SS DW S, DW TI GBR0331 2991/Hv.1571 Os12g0236500, Aspartyl
aminopeptidase-like protein (2e”
127
)
GBS0042 46904/- Os11g0213700, Leucine rich
repeat family protein (2¢°)
GBRI1057 959/Hv.2703 050920440300, Aldehyde
dehydrogenase (0,0)
GBS0410 20158/Hv.24342 050920397300, Trehalose-6-
phosphate synthase (8¢”)
6H 116,9-133,9  SS SL TI GBRI1052 1581/Hv.3015 0s02g0830100, Oligopeptidase A GBM1404
123,9+0,0 (2e™) (122,7)
ODr.OWB-6H AS SLTI
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7H  43,8-642  GS
55,1+3,5
ODr1.OWB-7H AS

7H 72,8938 GS
79,8+3,5
ODr2.0WB-7H
SS

AS

RLC,RL S

OP C, OP S,
OP100 C, OP100
S, OA, RWC C,

RWC S, RWC TI,

Y/PIC

SL S

DWC,DWS, SL

C, SLS
Y/PIC

GBR0074

GBR0637

GBM1359

GBR0283
GBS0132

GBR1558

GBR1478

GBS0405

GBS0040

14603/Hv.23143

776/Hv. 1786

2085/Hv.10941

1360/Hv.5549

1421/Hv.3726

-/Hv23703

15744/Hv.26216

653/Hv.14629

24588/Hv.1684

Os04g0189400, Gamma
purothionin family protein (3¢™'%)
Os06g0556000, Amino acid
transporter protein (3e™”)

Os06g0574500,
Serine/threonine protein
phosphatase 2A (3¢
Os08g0327400, Enoyl-[acyl-
carrier-protein] reductase (3e
050320581800, Unknown (3¢™°)

-171
)

0s02g0148100,
Mitogen-activated protein kinase
(3¢™)

0s02g0782700, Ethylene
responsive element binding
protein (5¢™%%)

050220200900, Leucine-rich
repeat, cysteine-containing
protein (0,0)

Os06g0609700,
Esterase/lipase/thioesterase
domain containing protein (9¢*)
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4.8. Az arpagylijtemény tesztelése
4.8.1. Az arpagyiijtemény fenotipusos adatai

Az arpagylijtemény vizsgéalataival az OWB populacion azonositott, szarazsagtiiréssel
kapcsolatos régiok fliggetlen genetikai hattérben torténd ellendrzését tiztiik ki célul. A 39
genotipust az OWB populacional alkalmazott kisérleti beallitdisokhoz hasonld koriilmények kozott
vizsgaltuk. A csirandvény teszt, a fiatalndvénykori vizkulturas kisérlet és a felnottkori deszikkéacios
teszt fenotipusos eredményeit az 15. tablazat foglalja 6ssze. A kezelések hatasa minden kisérletben

szignifikans volt.

15. tablazat. Az arpagyiijtemény 39 vonalianak fenotipusos atlagértékei a harom fejlodési fazisban elvégzett
tesztekben

SL: hajtashossz (shoot length), RL: gyokérhossz (root length), DW: hajtas szaraztomeg (dry weight), Y/S:
kalaszonkénti termés (yield per spike), C: kontroll (control), S: stressz kezelt (stressed), TI: tolerancia index (tolerance

index)

Csiranovény teszt  Korrigalt atlag+ SE~ min max
SL C [cm] 13,5+0,2 9,9 18,9
SL S [em] 7,3+0,27" 0,9 12,2
SL TI 0,52+ 0,01 0,20 0,75
RL C [cm] 13,4+0,3 7,7 19,0
RL S [cm] 7,0+0,2"" 2,2 11,6
RL TI 0,54+ 0,01 0,00 0,75
Fiatalnovény teszt
DW C [mg/névény] 174,91 + 3,63 114,11 276,33
DW S [mg/névény] 99,34 +2,14™ 59,78 164,43
DW TI 0,59 +0,01 0,30 0,94
Felnottkori teszt
Y/S C [g] 1,86 0,08 0,69 3,38
Y/S S [g] 1,34+ 0,06 0,23 2,52
Y/S TI 0,74 + 0,02 0,31 1,02
TGW C [g] 57,11+ 0,62 4341 69,87
TGW S [g] 42,41 +£0,99” 17,27 59,80
TGW TI 0,74+ 0,01 0,34 093

THFHR

,  Szignifikans P < 0,01, 0,001 szinten

4.8.2. Kivalasztott markerek tesztelése az arpagyiijteményen

Marker alapu szelekciora elsésorban olyan tipust marker hasznalhato, amely nagy szamu
genotipus vizsgalatara alkalmas, egyszer €s koltséghatékony. Ezeket a feltételeket a mikroszatellit
markerek (esetiinkben GBM markerek - gatersleben barley microsatellite) teljes mértékben
kielégitik, ezért tovabbi vizsgalatainhoz ilyen tipusi markereket valasztottunk ki. Az altalunk
azonositott 6t QTL-klaszter csucsrégidjaba es6 EST szekvencidk kozil a 2H (ODr.OWB-2H) és a
TH (ODr2.OWB-7H) kromoszéman talalhato GBM1498 és GBM1359 markerek mikroszatellit
polimorfizmuson alapulnak. A masik harom esetben, ahol nem volt mikroszatellit a QTL klaszter
csucsrégidjaban a szegélyezd 2,5 cM-t is megvizsgaltuk. Irodalmi adatok alapjan marker alapu

szelekciora — a szoros kapcsoltsag miatt - ez a tavolsig még megfelelonek tinik. A 6H
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kromoszoman talalhatd klaszter esetében (QDr.OWB-6H) sikeriilt talalni egy kozel es6 GBM
markert, az SH (QODr.OWB-5H) ¢és TH (QDrl.OWB-7H) kromoszémakon azonositott régiok
esetében azonban nem. Az arpagylijtemény genetikai hattere ¢és a fenotipusos eloszlas kozotti
kapcsolat erdsségének vizsgalatira ezért a GBM1359, GBM1404 és a GBM1498 mikroszatellit
markereket hasznaltuk fel.

Az arpagylijtemény genotipizalasa soran a GBM1359 és GBM 1404 markerek esetében kettd
a GBMI1498 esetében pedig harom alléltipust (két homozigota és egy heterozigota egyedet)
azonositottunk (Melléklet, M4). A GBM1498 markerre heterozigbta genotipusokat a statisztikai
analizisbdl kizartuk. Az arpagyiijteményen beliili alléltipusok eloszlasa nem fliggott Ossze a vizsgalt
genotipusok eredetével €s azzal, hogy tajfajtardl vagy fajtardl van szo.

A 39 darpa genotipus kiilonboz6é alléljai alapjan képzett csoportok fenotipusos értékeit
mindharom fejlddési fazisban Osszehasonlitottuk, €s az egyes csoportok kozott hat esetben
szignifikans kiilonbséget talaltunk (16. tablazat). Mindharom marker esetében kiilonbozott
egymastol az eltérd allélt hordozd genotipusok stressz alatt mért termés mennyisége, a legnagyobb
szignifikdns hatast azonban GBM1I1359 markernél taldltuk. 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.
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16. tablazat. Az arpagyiijteményen vizsgalt SSR markerek kiilonb6z6 alléljait hordozo6 genotipusok fenotipusos atlagértékei
SL: hajtashossz (shoot length), RL: gyokérhossz (root length), DW: hajtas szaraztomeg (dry weight), Y/S: kalaszonkénti termés (vield per spike), C: kontroll (control), S: stressz

kezelt (stressed), T1: tolerancia index (folerance index)

Korrigalt atlag + SE

Jelleg GBM1498 (2H) GBM 1404 (6H) GBM1359 (TH)
Csiranovény kor SL C (cm) 14,1+ 0,8/13,1" £ 0,8 13,4+ 1,0/13,4+0,9 13,7+ 0,9/12,7 0,9
SL S (cm) 8,0 +0,3/6,9" + 0,3 7,7+0,9/72+0,7 7,4+0,7/6,8 0,8
SL TI 0,55 +0,03/0,51 + 0,03 7,84 +0,60/6,92 + 0,26 0,52 +0,03/0,54 + 0,04
RL C (cm) 13,1+0,5/13,6 + 0,4 0,6 £ 0,0/0,5+ 0,0 13,5+0,3/12,7+ 0,7
RL S (cm) 72+0,3/7,0 0,3 13,6 +0,7/12,7+ 0,3 72+0,2/6,5+0,5
RL TI 0,56 + 0,02/0,53 +0,02 0,54 + 0,04/0,54 + 0,02 0,54 + 0,02/0,53 + 0,03
Fiatalnovény kor DW C (mg/névény) 181,95+ 14,13/172,59 + 13,64 164,38 + 15,42/178,67 + 12,20 175,39 + 12,31/172,65 + 14,55
DW S (mg/ névény) 100,70 +4,31/100,04 £3,72 128,98 +46,31/145,61 +45,51 98,08 + 3,09/105,25 + 5,47
DW TI (mg/ névény) 0,56 + 0,03/0,59 + 0,02 0,55 + 0,04/0,59 + 0,02 0,57 + 0,02/0,62 + 0,03
Felnétt kor Y/S C (g) 2,08+0,14/1,80+ 0,11 1,54+0,22/1,91 £ 0,11 1,80+ 0,10/2,17 £ 0,19
Y/S S (g) 1,55+0,19/1,28 £ 0,18" 0,99 +0,23/1,39" + 0,17 1,26 £0,16/1,71" + 0,20
Y/S TI 0,78 +0,07/0,72 + 0,07 0,67 + 0,08/0,75 + 0,06 0,72 + 0,06/0,81 + 0,07
TGW C (g) 57,29 +1,42/57,38 + 1,25 56,50 + 1,81/57,20 + 0,82 57,31+ 0,82/56,13 + 1,60
TGW S (g) 41,53 + 2,86/43,40 £ 2,67 37,90 + 2,77/40,06 + 1,09 42,06 + 2,60/44,07 + 3,37
TGW TI 0,71 + 0,04/0,76 + 0,03 0,69 + 0,05/0,75 + 0,03 0,73 + 0,04/0,76 + 0,05
Alléltipusok szama 2 2 2
Genotipus (db) / alléltipus # 22/14" 33/6 32/7

e Szignifikans P < 0,05, 0,01 szinten, a szignifikans eltéréseket vastagon szedett betiitipussal is jeltiik
# Az adott allélokat hordoz6 genotipusok szama az alléltipus-csoportokon beliil
" A GBM1498 esetében azonositott harom heterozigdta genotipus nem szerepel az analizisben
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4.9. Az eredmények megvitatasa
4.9.1. Az OWB populacio vizsgalata soran alkalmazott kisérleti beallitasok értékelése

Az altalunk haszndlt kisérlettipusok tobbsége a szdrazsagtiirés kiilonbozd részjelenségeit
modellezi. Olyan orszagokban, ahol az éghajlati adottsagok miatt alland6 a vizhidny, a szant6foldi
kisérletek szarazsagtiirési vizsgalatoknak tekinthetdek. Hazdnkban a kiilonboz6 években mert
csapad¢k mennyisége €s eloszlasa évrdl évre valtozik, ezért a szarazsagtlrési kisérletek soran a
természetes csapadék kizardsara lehet sziikség. Ennek egyik hatékonyabb modja a mozgathato
tolotetds foliasator. Ha a tetd csak esO esetén tartozkodik a kisérleti teriilet f6l6tt a tulmelegedés
minimalis, €s a kisérleti parcellakon termesztett novények fenotipusa kozott kialakuld kiilonbség

elsdsorban a vizhianynak tulajdonithato. Az altalunk is hasznalt kisérleti beallitasok dsszefoglalasat

a 17. tablazat szemlélteti.

17. tablazat. A szarazsagtiirés vizsgalatara hasznalhaté kisérleti beallitasok jellemzéinek dsszefoglalasa

Modszer Elény Hatrany
Csiranévény teszt ozmotikum -gyors -ozmotikus  stressztiirést és nem
alkalmazasaval -egyszeri szarazsagtlirést vizsgal
-olcso -nem nyujt megbizhatd informacidt a
-ismételhetd felnottkori toleranciarol

Vizkultaras kisérlet ozmotikum
alkalmazasaval

Uveghazi és foliasatras
kisérletek talajos rendszerben

Fitotronos kisérlet

Mozgathato6 tolotetds foliasator

Szantofoldi szarazsagstressz

-sok adatot szolgaltat rovid id6n beliil
-nagyszamu genotipus tesztelésére is
alkalmas

-a stressz mértéke jol és egyszerlien
szabalyozhato

-ismételhetd

-molekularis és élettani vizsgalatokra jol
hasznalhato

-kontrollalhat6 6ntdzési koriilmények
-megbizhatobb tolerancia informaciok

-kontrollalhato

-ismételhetd

-egyedileg nevelt novényeknél a stressz
kezdete ndvényenként beallithato

-szantofoldhoz hasonlo koriilmények
-kontrollalhato vizellatottsag
-koltséghatékony

-természetszerll szarazsagstressz
-nagyszamu genotipus vizsgalata
lehetséges

-olcso

-ozmotikus  stressztlirést és
szarazsagtlirést vizsgal

-specialis ndvénynevel6 edények
sziikségesek

-nem nyQjt megbizhat6 informaciot a
felnéttkori toleranciarol

-néhany hetes id6tartamra
hasznalhatd

-gyokér eltéréen viselkedik
vizkultiraban

-vizsgalhato vonalak szama
korlatozott

nem

-koltségesebb nevelés
-munkaerdigényes locsolas

- talmelegedés

-draga

-munkaerdigényes locsolas
-egyedileg nevelt ndvények
viselkedése eltér a szant6foldon
nevelt ndvényekétol

-tobb éves tesztelés sziikséges
-kornyezeti hatas

-stressz kezdete késoi és korai fajtak
esetén eltérd egyedjelddési fazisban
éri a novényeket

-tobb éves tesztelés sziikséges
-nagy kornyezeti hatas

-stressz mértéke iddjarasfiggd
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4.9.2. A szegregalo morfologiai- és a vizsgalt fenotipusos jellegek szerepe az OWB populacio
szarazsagtiirésében

Az OWB populacid6 sziili vonalai szdmos morfologiai jelleg esetében kiillonboznek (pl.: két
¢s hatsoros kalasztipus, pelyvas vagy pelyvatlan szem, fekete vagy fehér kalasz, stb.). A
populacidban megtigyelhetd hasadd morfologiai jellegek esetleges hatasat a QTL analizist kovetden
az azonositott lokuszok és morfologiai jellegekért felelds gének pozicidjanak Osszevetésével
vizsgaltuk. A kordbban térképezett morfologiai jellegek szerepe a 2H és a 7H kromoszdémakon
azonositott QTL klaszterek esetében meriilt fel. A 2H-an elhelyezked6 QTL hatast a kozel
elhelyezkedd tomott kalaszmorfologidért és csokkent ndvénymagassagért felelds Zeol, mig a 7H-an
azonositott QTL hatast a szemtermés pelyvas és pelyvatlan fenotipusadt meghatarozo nud gén is
okozhatta. Mivel azonban az Aarpagylijjtemény minden vonala pelyvds ¢és normalis
kalaszmorfologiaja, tovabba a nud és a Zeol gének kozelében elhelyezkedd markerek alléltipusai
kozott (GBM1359 és GBM1498) szignifikans fenotipusos kiillonbséget talaltunk, ennek a két génnek
a kifejezett hatasat az azonositott QTL klaszterek esetében nagy valoszinliséggel kizarhatjuk.

Az OWB populacio6 esetében stressz alatt pozitiv kapcsolatot talaltunk a ndvénymagassag €s
az ezerszemtomeg kozott. Vizhidnyos kornyezetben a nagyobb ndvénymagassag €s a jobb
termoképesség kozotti kapcsolatot mas populacidk vizsgélata soran is leirtdk, melyet a
ndvénymagassagot €s termést befolyasolo QTL-ek egybeesése is alatdmaszt (von Korff et al. 2008,
Baum et al. 2003, Maccaferri et al. 2008). Irodalmi adatok alapjan a vizhidnyos szant6foldi
koriilmények kozott mért ndvénymagassag €s termés kozotti pozitiv Osszefliggést a hajtas és
gyokérhossz kozott feltételezett pozitiv Osszefliggéssel indokoltdk (Baum et al. 2003). Kontroll
koriilmények kozott a nagy ndvénymagassag alapvetden hatranyos, mert a magasabb ndovények
konnyebben megddlnek. Vizhiany esetén ezzel ellentétben a magasabb, de hosszabb gyokérrel
rendelkez0 novény eldnybe keriilhet az alacsonyabb, de rovid gyokérrel rendelkez6 ndvényhez
képest. Az OWB populacion megfigyelt gyokér €és hajtdshossz, valamint a hajtashossz és termés
kozotti pozitiv korreldcid szintén ezt a feltevést tdmogatja, azonban a gyenge korreldcid miatt a
gyokérhossz kifejezett szerepe az OWB populacid esetében nem valdszind.

A korai viragzas egy jol ismert adaptiv tulajdonsag, amely elonyds lehet a késoi szarazsag
elkeriilésében. A szélsdséges koraisag ezzel szemben gyakran 0sszefiigg kis biomasszaprodukcioval
¢s alacsony termOképességgel (Reynolds ef al. 2007). Az OWB populacié esetében nem talaltunk
Osszefliggést a virdgzasi id0 €s a termés kozott stressz koriilmények alatt. Kovetkeztetésiink szerint
a korai virdgzas eldnye elsdsorban a természetben érvényesiil, ellendrzott koriilmeények kozott,
viragzast kovetd stressz esetén szerepe azonban nem kifejezett. Kiilonbozo arpa fajtak vizsgélata
soran szintén azt tapasztaltdk, hogy a tolerancia mértéke késoi szarazsagstressz esetén nem fliggott a

kalaszolasi 1d6tél (Samarah et al. 2009). Kontroll koriilmények kozott ez az dsszefliggés nem all
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fenn, s6t, az OWB populacio késébb viragzd genotipusai nagyobb termést érleltek. A virdgzasi ido
¢s a kontroll koriilmények alatti termés mennyisége kozott megfigyelt pozitiv korrelacid alapjan,
kontrollalt kisérleti koriilmények kozott a hosszabb vegetativ fazis elonyos tulajdonsag lehet.

Az altalunk vizsgalt populacido esetében a teljes turgoron mért ozmotikus potencial
szignifikdnsan korreldlt az ezerszemtdomeg értékekkel kontroll és stressz koriilmények kozott
egyarant. Ezen a populdcion tehat az ozmotikus adaptacios képesség (OA) helyett az ozmotikusan
aktiv anyagok abszolit mennyisége tlinik a legfontosabb, termésparaméterrel 6sszefliggd élettani
jellegnek.

A csirandvény ¢és fiatalndvény korban mért tolerancia csak gyenge pozitiv, illetve szorosabb
negativ korrelaciét mutatott a végsé termOképességgel, azaz a felndttkori tolerancidval. Az OWB
populaci6 kiilonboz6 fejlodési fazisaiban mért adatok alapjan megerdsithetjiik, hogy a
szarazsagtirés egy egyedfejlodés specifikus komplex tulajdonsag és az egyes jellegek szerepe
fejlodési fazisonként eltérd lehet. A térképezési populaciok sziiléi vonalainak tesztelése soran is
arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az egyes vonalak egymashoz viszonyitott tolerancidja
nagyban fligg a vizsgalt genotipus egyedfejlodési fazisatol és az alkalmazott vizsgalati modszertdl.
Ezen eredmények alapjan a korai fejlodési fazisokban végzett vizsgalatok nem haszndlhatok
megbizhatoan fendttkori tolerancia becslésére. Megbizhatoan tolerans vonalak eldallitdsdhoz a

szelekciot az adott célkornyezetben kell elvégezni.

4.9.3. Az OWB populicion azonositott QTL-ek osszehasonlitasa ismert lokuszokkal

Irodalomi adatok alapjan tobb olyan genomi régiot ismeriink, amelyek szarazsagtiiréssel
kapcsolatos jellegek kifejezddését befolyasoljak. A kiilonbozd kutatocsoportok altal azonositott
szarazsagtlirést befolyasolo 10kuszok azonban nem feltétleniil azonosak. Mivel a szarazsagtiirés
Osszetett jelleg, a tolerancia kialakitdsaban kiilonb6z6 kdrnyezetben €s genetikai hatttérben eltérd
mechanizmusok jatszhatnak szerepet. A tobb, fliggetlen kornyezetben elvégzett vizsgédlat azonban a
szarazsagtirés egyre tobb részletét tarja fel, amelyek egylittesen elvezethetnek a szarazsagtiirés
Osszetett folyamatanak megismeréséhez.

Teulat és munkatarsai (2001a, 2001b, 2002, 2003) a ‘Tadmor’ x ‘Er/Apm’ populacid
felhasznalasaval szdmos szarazsagtlréssel Osszefiiggd jelleget (pl.: OP, OA, RWC, vizoldhato
szénhidrattartalom, szén izotép diszkrimindcids képesség, termés paraméterek vizhidnyos
kornyezetben) befolyasolo 10kuszt azonositott arpan. Ezek a QTL-ek atlalaban a teljes fenotipusos
variancia 15 % -at magyaraztdk. Az altalunk azonositott régiok a fenotipusos variancia 13 - 47 % -
aért voltak feleldsek. Irodalmi adatok alapjan a terméssel és egyéb biomassza produkcioval
Osszefliggésben azonositott QTL-ek leggyakrabban a fenotipusos variancia kb. 10 9%-at

magyarazzak (Maccaferri ef al. 2008.). Figyelembe véve ezeket az adatokat, tovabba azt, hogy az
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1daig kozolt szarazsagtiréssel foglalkozo publikaciok egyike sem szamolt be nagyhatdsu, termést
befolydsolo QTL-rdl, a szarazsagtiirés fokozasat tobb, kis additiv hatdsu gén egylittes szerepétdl
varhatjuk.

A QTL-eken kiviil szdmos szarazsagtliréssel kapcsolatba hozhaté EST-t ¢€s jelolt gént is
azonositottak a ‘Tadmor’ X ‘ErApm’ populacio segitségével (Tondelli e al. 2006). A ‘Steptoe’ %
‘Morex’ populacid vizsgalata sordn szintén azonositottak olyan régidkat, amelyek kapcsolatba
hozhatdak a termésképzéssel rossz csapadékellatottsagti kornyezetben (Irdan) (Peighambari ef al.
2005). Az altalunk azonositott 6t lokusz tobbsége atfedést mutatott ezekkel a kordbban, mas
populacidkon is azonositott régiokkal. A jelenleg ismert €s az altalunk azonositott fobb régiok
egymashoz viszonyitott elhelyezkedését egy arpa konszenzus térkép segitségével szemléltetve a 8.
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8. abra

Kiilonb6zo genetikai hattérben azonositott, szarazsagtiiréssel kapcsolatba hozhato régiok elhelyezkedése arpan
Az abrazolt genetikai térkép Marcel és munkatarsai (2007) altal készitett arpa konszenzus térkép alapjan késziilt.
Sziirke téglalappal a ‘Tadmor’ x‘Er/Apm’ populacion (Teulat ef al. 2001a, 2001b, 2002, 2003), csikos téglalappal pedig
a ‘Steptoe’ x ‘Morex’ populacion (Peighambari et al. 2005) azonositott régiokat jeloltiik. A kromoszoémak jobb oldalan

elhelyezett fekete nyilak az OWB populacion azonositott 6t QTL-klasztert jeloli. Op: ozmotikus potencial (osmotic
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potential), Wsc: vizoldhato szénhidrattartalom (water soluble carbohydrate content), Tgw: ezerszemtomeg (thousand
grain weight), Ph: ndvénymagassag (plant height), Rwc: relativ viztartalom (relative water content), Oa: ozmotikus
adaptacid (osmotic adjustment), Cid: szén izotop diszkriminacio (carbone isotope discrimation), Hi: harvest index, Gy:

termés (grain yield)

Irodalmi adatok alapjan az egyik legigéretesebbnek a 6H kromoszéma hosszii karjan
talalhato régid tlinik. Kordbban, mediterrdn kdrnyezetben ezerszemtdmeget befolyasold, valamint
kontroll koriilmények kozott a relativ viztartalmat befolyasold régioként azonositottak (Teulat ef al.
2003), az OWB populaci6 esetében azonban a stressz alatti hajtashossz ndvekedéssel hozhatd
Osszefliggésbe. Egy masik altalunk azonositott SH kromoszoman talalhato stressz specifikus QTL
egybeesik a ‘Steptoe’ x ‘Morex’ populacidon azonositott ezerszemtomeget befolyasold régioval,
valamint a ‘Tadmor’ % ‘Er/Apm’ populacion térképezett fiziologiai jellegekkel Osszefliggésbe
hozhat6 régioval. A 7H kromoszoman azonositott két egymashoz kozel es6 QTL szintén atfedést
mutat a ‘Tadmor’ x ‘Er/Apm’ populacion azonositott Harvest Indexet, RWC-t és vizoldhato
szénhidrattartalmat befolyadsoldé QTL-ekkel. A j6 ozmoregulaciés képességet és az RWC-t
befolydsolo régiok egybeesése feltételezhetéen ugyanannak a génnek/géneknek a pleiotrop
hatasaval magyarazhat6 (Diab ef al. 2004).

A fiziologiai jellegekkel kapcsolatos QTL-ekrdl altalanossagban elmondhatd, hogy a
sejtfunkciok fenntartdsdban jatszanak szerepet, azonban atfedésiik egyéb biomasszaprodukciot
befolyasolo lokuszokkal a végsd termés kialakitasaban jatszott szerepiikre utal. Ezek alapjan tobb,
szarazsagturést befolyasoldé QTL-klaszter léte igazolodott be, amelyek a ndvekedést, kdrnyezeti
stresszekre adott valaszokat €s a termést is befolyasolhatjak. Tekintettel arra, hogy a terméképesség
novelését célzo nemesitési torekvések sikeresek voltak a szarazsagra torténd direkt szelekcid nélkiil
is (Tuberosa és Salvi 2006), ezek a nem tisztan stressz specifikus régiok is fontosak lehetnek a
szarazsagtlirés genetikai hatterének, illetve a vizhiany alatti termésképzés folyamatanak

megismerésében.

4.9.4. Az azonositott QTL-ek feltételezett funkcioja EST szekvenciak alapjan

Az OWB populacion azonositott 0Ot, szarazsagtlréssel Osszefiiggd régid feltételezett
funkciojara a régiokba esé EST markerek szekvenciaadatai alapjan kovetkeztethetiink.

A ODr.OWB-2H régioba es6 GBM 1498 markerhez kapcsolt szekvencia annotacidja alapjan
egy hipotetikus DREB proteint (dehydration responsive element binding protein 2F) kddol. Annak
ellenére, hogy tobb DREB gént jellemeztek mar az elmult évtizedben legtobbjiik funkcidja még
ismeretlen. Ez az altalunk azonositott DREB protein a rizs OsDREB2A-val mutatott hasonldsagot,

amelynek szerepét a szarazsadg indukalta génexpresszios valtozasok szabalyozasaban mar igazoltak
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(Dubouzet et al. 2003). Ezek alapjan feltételezhetd, hogy arpaban is hasonld funkcidval
rendelkezik.

Ebben a régioban azonositott masik EST marker egy papain-szerii cisztein proteindzt kédol. Ennek
a fehérjének a legkdzelebbi, Arabidopsisban is leirt homologja az rd21 gén (responsive to
dehydration 21), amely egy jol ismert szdrazsdg indukalhaté cisztein proteindz (Koizumi et al.
1993).

Az 5H kromoszéman (QDr.OWB-5H), tobbek kozott egy aldehid-dehidrogenazt (ALDH)
kodold gént is azonositottunk, amely a fehérjék és lipidek reaktiv oxigénformakkal valoé reakcidja
soran képzddo toxikus vegyiiletek (pl.: aldehidek) semlegesitésében jatszik szerepet (Sunkar et al.
soran (Ozturk et al. 2002, Talame et al. 2007), valamint az Arabidopsis Ath-ALDH3 gén
transzgénikus novényekben tortént tultermeltetése is fokozott stressztoleranciat idézett el (Sunkar
et al. 2003). Ezek az eredmények az aldehid-dehidrogendzok széarazsagtiirésben jatszott altalanos
szerepére utalnak.

Egy masik ODr.OWB-5H régioba esé EST marker (GBS0410), amely egy trehaloz-6-foszfat
szintazt (TSPI) kodol, irodalmi adatok alapjan szintén szarazsagtiiréshez kapcsolhatd. A trehaloz
abiotikus stressz alatt kiilonboz6 makromolekuldk integritasanak megdrzésében jatszik szerepet. A
trehal6z szintéziséért felelos 7SPI taltermeltetése dohanyban és burgonyaban is jelentdsen novelte
a szarazsagtiirést (Cherian et al. 2006).

Egy hypersensitive-induced reaction protein-t (HIR3) szintén azonositottunk a QDr.OWB-
5H régioban, amely az altalanos nézetek szerint elsdsorban a biotikus stresszvalaszokhoz kapcsoltan
jatszik szerepet (Nadimpalli et al. 2000). A stresszhatdsok soran a reaktiv oxigénformak
mennyisége altaldnosan ndvekszik (Meyer 2008), és példaul a semlegesitésiikben szerepet jatszo
mechanizmusokon keresztiil a kiilonb6zd tipusu stressztvalaszok jelentdsen atfedhetnek. A HIR
proteinek abiotikus stressz soran betoltott szerepét transzgénikus novények segitségével mar
igazoltak (Jung et al. 2008), €és azt tapasztaltdk, hogy a CaHIRI-et tulexpresszald Arabidopsis
novények ozmotikus stresszel szemben érzékenyebbek a vad tipusndl. Pontos szerepiik azonban
még nem tisztazott.

A ODr.OWB-6H régidba es6 GBRI052 markerhez tartozd EST szekvencia egy
feltételezett rizs oligopeptidazzal mutatott hasonlosagot, amelynek a jelatviteli folyamatokban részt
vevo fehérjemolekulak modositdsaban €és lebontasdban van szerepe (Barrett és Rawlings 1992).
Abiotikus stressztiirésben betoltott funkcidja nem ismert. Az altalunk azonositott, 6H kromoszéman
talalhato régioba esd, korabban térképezett QTL-ek kornyezetében két dehydrin gént (dh4 és dh)) is
leirtak (Teulat er al. 2003). Az altalunk azonositott EST szekvencidkkal ezeknek a géneknek a

70



szerepét nem tudtuk alatdmasztani és egyéb, ebbe a régioba esd, igazoltan abiotikus stresszhez
kapcsolhat6 kandidalt gént sem tudtunk azonositani.

A QDrl.OWB-7H régioban taldlhato GBR0074 markerhez kapcsolhatd szekvencia egy rizs
gamma-purothionin protein, amely a védd funkcidval rendelkezd ndvényi proteinekhez tartozik
(plant defense protein). Mindemellett egy gamma purothionin fokozott expresszidjat figyelték meg
0szi buzaban hidegedzés alatt (Gaudet ef al. 2003), amely abiotikus stresszekben jatszott szerepiikre
utal.

A ODr2.OWB-7H régid egyik jelolt génje egy szerin/threonin foszfataz gén katalitikus
alegységével (PP2Ac-2) mutatott erds homoldgiat. Egy abszcizinsav hiperszenzitiv Arabidopsis
mutans (pp2ac-2) a vad tipushoz képest lassabban csirazott és érzékenyebb volt ozmotikus stresszel
szemben (Pernas et al. 2007), amely alapjan arra kovetkeztettek, hogy ez az alegység az ABA-
fliggd génexpresszid negativ szabdlyozasdban vesz részt (Pernas et al. 2007). Ezzel szemben egy
masik ABA hiperszenzitiv mutans (eral) jobb ozmotikus stressztiirést mutatott (Xiong et al. 2001).
Ezek az eredmények jol jelzik, hogy az abszciznisav szerepe az abiotikus stresszvalaszokban igen
Osszetett, részleteiben azonban még nem ismert.

Annak ellenére, hogy a vizsgalataink sordn azonositott szekvencidk tobbsége irodalmi
adatok alapjan Osszefliggésbe hozhatd a szarazsagtiiréssel, az altalunk meghatéarozott jelolt gének
valddi szerepének tisztazasahoz tovabbi vizsgdlatokra van sziikség. A statisztikai megkdzelitések
bizonytalansaga (els6é, masodfaja hiba), valamit a fizikai térkép hidnya miatt a QTL klaszterek
csucspozicidjaba még szamos nem azonositott gén is valosziniisithets. gy lehetséges példaul, hogy
az altalunk azonositott, tobb jelleget befolydsoldé QTL-ek hatisa nem azonos gének pleiotrop
megnyilvanuldsanak, hanem szorosan kapcsolt kiillonb6z6 gének hatasanak koszonhetd, amelyek

szétvalasztasa finom, illetve fizikai térképezéssel lehetséges.

4.9.5. Marker alapu szelekciora felhasznalhatéo markerek

Arpaban irodalmi adatok szerint mar azonositottak olyan markereket, amelyek vizhianyos
kornyezetben termést befolyasolo QTL-ekhez kapcsoltak. Ezeknek a markereknek gyakorlati
alkalmazhatdsagat azonban eziddig még nem bizonyitottdk (von Korff et al. 2008). Az OWB
populacion tobb fejlddési fAzisban meghatarozott QTL-ekbdl kiindulva szintén sikertilt harom olyan
mikroszatellit markert azonositanunk (GBM1359, GBMI1404 ¢és GBMI1498), amelyek
széarazsagtiréssel kapcsolatba hozhat6 régiokban helyezkednek el. Abbol a célbol, hogy
megvizsgaljuk, hogy ezek a markerek valoban haszndlhatoak-e szarazsagtlird genotipusok
szelekciojara, egy arpagylijtemény fenotipizalasat és a harom markerrel torténd genotipizalasat is
elvégeztiik. A 39 fajtabol €s tajfajtabol allo fajtagylijteményen kapott eredmények azt mutattak,
hogy a GBM 1359, GBM1404 és GBM1498 markerek alléleloszlasa 0sszefliggésben van a stressz
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koriilmények kozott mért terméseredményekkel. Mindhdrom marker esetében az alléltipusok
alapjan képzett fenotipus csoportok termése stressz alatt szignifikansan kiilonbozott egymastol.
Ezen kivill a GBM1359 és a GBM1498 markerek esetében a csirandvénykori hajtdshosszban is
kiilonbséget talaltunk az egyes allélcsoportok kozott. Véleményiink szerint a kétallélos keresztezési
populacion azonositott, szdrazsagtiirést meghataroz6 régidkhoz kapcsolt markerek hatékonyan
hasznalhatoak diverz genetikai alapanyagok szelekcidjara is. Eredményeink alapjan a GBM1359,
GBM1404 és GBM1498 markereket alkalmasnak tartjuk szarazsagtiiré genotipusok marker alapt

szelekciojanak eldsegitésére.
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4.10. 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 modellez6 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 és
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 befolyasolnak. Ez az ot 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.

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 régiokba esd és jelenleg ismert gének/ EST
szekvencidk lehetséges funkciojara. Vizsgalataink alapjan meghataroztuk az 6t régio legvalosziniibb
jelolt génjeinek listajat, amelyek pontos szerepének igazolasdhoz tovabbi vizsgalatokat terveziink a

jovoben.

3. Szarazsagtiir6 arpa genotipusok marker alapa szelekciojara felhasznalhaté markerek
azonositasa

Szarazsagtlirési vizsgalatokat végeztiink egy 39 genotipusbdl allé fajtagytijteményen abbol a
célbdl, hogy az OWB populdcion kapott eredményeinket fliggetlen genetikai hattérben is
ellendrizhessiik. A harom kivalasztott mikroszatellit markert genotipizaltuk a fajtagytijteményen ¢€s
kapcsolatot kerestiink a vizsgalt markerek alléltipusa €s a fenotipusos értékek eloszlasa kozott.
Mindharom vizsgalt marker esetében szignifikans kiilonbséget talaltunk a kiilonb6zd alléltipusba
tartoz0  genotipusok kaldszonkénti terméseredményeiben stressz  koriilmények  kozott.

Eredményeink alapjan a GBM1404, GBM1498 és a GBM1359 markerek alkalmasak lehetnek
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szarazsagtiird genotipusok marker alapu szelekcidjara, azonban az eredmények nagyobb genetikai

"o

alapanyagon valo megerdsitését sziikségesnek tartjuk.
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5. 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, szarazsagtiiréssel dsszefliggd régiok hatasa
eltéré genetikai hattérben, agrondmiailag értékes vonalak esetén is igazolhatd volt. Ezek az
eredmények véleményiink szerint elosegithettk a marker alapu szelekcid gyakorlati
alkalmazhatdsagat olyan komplex jelleg esetében is, mint a szarazsagtiirés. Ahhoz azonban, hogy a
jelen vizsgalatok eredményeképpen kivalasztott harom mikroszatellit marker széleskorii
felhasznalhatosagat ténylegesen igazoljuk, nagyobb mennyiségli, agronomiailag is értékes arpa

vonal vizsgalatat tartjuk sziikségesnek.

Az OWB populacio genetikai térképén a markerek atlagos tavolsaga 1,8 cM és az azonositott
l6kuszok legvaldsziniibb 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 befolyasold QTL-ek hatdsa nem azonos gének pleiotrop
megnyilvanulasanak, hanem szorosan kapcsolt kiillonb6zd gének hatdsdnak koszonhetd. Ezen
potencialis gének / lokuszok 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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6. OSSZEFOGLALAS

A szarazsagtlrés komplex, mennyiségi tulajdonsag, mely hazdnkban a termésstabilitas egyik
fontos eleme. A csapadék mennyiségében és eloszlasaban Magyarorszagon évrdl-évre nagy
kiilonbségek mutatkoznak €s a gabonaf€lék vegetacids periddusanak végén tapasztalhatd szarazsag
mellett a tavaszi csapadék hianya is egyre gyakoribb.

Egy adott genotipus vizhidnyra adott valasza nagyban fligg a novény koratol, a stressz
iddétartamatol és mértekétdl, ezért a megbizhatdan tolerdns genotipusok szelektaldsa vagy eléallitasa
1ddigényes €s nagy koriiltekintést kivand feladat. A szarazsagtlirés genetikai hattere az intenziv
kutatasok ellenére sem teljesen ismert, ezért tolerans genotipusok szelektalasara gyakran a termésen
alapulo szelekcid a legcélravezetobb. A szdrazsagtiirés genetikai hatterének, illetve a vizhiany alatti
termésképzésben szerepet jatszé géneknek a megismerése eldsegitheti a szarazsagtiirés marker
alapu szelekcios rendszerének kidolgozasat és megkdnnyitheti a tolerans genotipusok eldallitasat.

A mennyiségi jellegek elfogadott vizsgalati modszere a QTL analizis. A QTL-ek
kimutathatdsagat €s fenotipusos hatdsanak nagysagat azonban a kornyezet jelentds mértékben
befolyasolja. A szarazsagtlirés kisérletes tesztelésére szamos, irodalomban fellelheté megkdzelités
létezik, de a jelleg komplexitasa €s a hosszi, koltséges felndttkori tesztelések miatt az
alapkutatassal foglalkoz6 csoportok foként korai egyedfejlodési fazisokban végeznek fenotipusos
vizsgalatokat. Sajnos ezek az adatok altaldban nem nyujtanak megbizhatd informéciot a felndttkori
toleranciardl €s a termésparaméterekrdl. Az ilyen jellegli eredmények ezért nehezen, vagy gyakran
egyaltalan nem hasznosulhatnak az alkalmazott kutatdsban. Munkank soran megprobaltunk
természetszeri, a szarazsagtiirést teljes komplexitasaban modellezni képes kisérleti beallitasokat is
alkalmazni, amely iddszeri molekuldris genetikai és statisztikai megkdzelitésekkel egyiitt vy,
alkalmazott kutatasban is hasznosithato eredményeket szolgaltathatnak.

Munkank soran eldkisérleteket végeztiink négy arpa térképezési populacid sziildi vonalain
(Oregon Wolfe Barley: ‘DOM’x‘REC’, ‘Steptoe’x‘Morex’, ‘Brenda’x‘HS213’,
‘Brenda’x‘HS584°) ¢és ezek alapjan az OWB populaciot valasztottuk ki szarazsagtiiréssel
kapcsolatos jellegek térképezésére. A vizsgalatokat harom egyedfejlédési tazisban (csirandvény,
fiatalnovény és felndtt korban) vizkultaras és talajos kisérleti rendszerben végeztiik el. Célul tiiztiik
ki, hogy szdrazsagtiirésben szerepet jatszd genomi régidkat azonositsunk €s nagy szamu, fliggetlen,
eltéré kisérleti kornyezetbdl szdrmazd adatokbol kiindulva nagy striiségli genetikai térkép
hasznalatdval maximalizaljuk eredményeink pontossagat. Mivel vizsgalatainkat tobb egyedfejlodési
fazisban végeztiik el, az egyes fejlodési fazisokra specifikus és altalanos QTL-ek elkiilonitése is

lehetségessé valt. Ezen kiviil az OWB populacio EST alapt markereket tartalmazo funkcionalis
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térképének segitségével az daltalunk azonositott régidk lehetséges funkcidjara is tudtunk

kovetkezteni.

Eredményeink alapjan 6t, a 2H, 5H, 6H ¢és a 7H kromoszoman taldlhatd6 QTL-klasztert
azonositottunk, amelyek mindegyike tobb szdrazsagtiiréssel kapcsolatos jelleget legaldbb két
egyedfejlédési fazisban befolyasol. A jellegek el6fordulasanak valoszinlis€égi maximumaba esé EST
markerek szekvenciaja alapjan az 6t régid jelolt génjeit is meghataroztuk. A 2H-an tobbek kozott
egy DREB2F protein homologot és egy papain-szerli cisztein proteinazt, az SH-an egy aldehid
dehidrogenazt, a 6H-an egy oligopeptidazt, a 7H-an pedig egy gamma purotionin csaladba tartozo
fehérjét, valamint egy szerin/threonin protein foszfatdz katalitikus alegység homologot is
azonositottunk.

Mivel kivancsiak voltunk arra is, hogy az OWB populacion azonositott régidk eltérd
genetikai hattérben is Osszefiiggnek-e a szarazsagtiiréssel, és eldsegithetik-e a marker alapt
szelekciot, az azonositott régidkban talalhatd SSR markerek hatasat 39 tavaszi arpa genotipuson is
markerek allétipusa és a fenotipusos eloszlas kozott.

A GBMI1404, GBMI1498 ¢s a GBM1359 markerek esetében szignifikdns kiilonbséget
talaltunk a kiilonbozé alléltipusba tartozod genotipusok kaldszonkénti terméseredményében stressz
koriilmények kozott. A masik két régioban sajnos nem talaltunk kozel es6 mikroszatellit alapa
markert, ezért ezeket nem vizsgaltuk. Az altalunk azonositott hdrom markert jo jeloltnek tartjuk a
szarazsagtirés marker alapu szelekcidjara, azonban az eredmények nagyobb ndvényanyagon vald

megerdsitését sziikségesnek tartjuk.
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8. SUMMARY

Drought tolerance is a complex quantitative trait and is one of the most important components
of yield stability in Hungary, where there are great fluctuations in the quantity and distribution of
rainfall each year. In addition to drought at the end of the cereal vegetation period, rainfall
deficiency in spring is becoming increasingly frequent.

The response of a given genotype to water deficiency depends greatly on the age of the plant
and on the duration and extent of stress, so the selection or development of genotypes with reliable
tolerance is both time-consuming and complex. The genetic background of drought tolerance has
still not been completely clarified, despite intensive research efforts, so the best way to select for
tolerant genotypes is often to select for yield. The identification of genes involved in drought
tolerance, or in yield formation during water deficit, could promote the elaboration of a marker-
based selection system for drought tolerance and could facilitate the development of tolerant
genotypes.

QTL analysis is a widely used method for investigating quantitative traits. However, the
detectability of QTLs and the magnitude of phenotypic effects are greatly influenced by the
environment. Numerous approaches have been reported in the literature for the empirical testing of
drought tolerance, but due to the complexity of the trait and the time and expense involved in
testing in the adult stage, most basic research consists of phenotypic analysis in early stages of plant
development. Unfortunately, the data obtained do not provide reliable information on adult
tolerance and yield parameters, so they can only be utilised with difficulty, if at all, in applied
research. The aim of this work was thus to elaborate realistic experimental scenarios capable of
modelling the full complexity of drought tolerance, which — in combination with up-to-date
molecular genetic and statistical approaches — could generate new results applicable in applied
research.

Preliminary experiments were carried out on the parental lines of four barley mapping
populations (Oregon Wolfe Barley: ‘DOM’ x ‘REC’, ‘Steptoe’ x ‘Morex’, ‘Brenda’ x ‘HS213’,
‘Brenda’ x ‘HS584”), on the basis of which the OWB population was chosen for the mapping of
traits related to drought tolerance. Tests were made in three stages of development (germination,
seedling and adult stage) in both hydroponics and soil cultures. The aim was to identify genomic
regions involved in drought tolerance and to maximise the accuracy of the results by using a high
density genetic map based on a large number of data originating from independent, diverse
experimental environments. As the studies involved several phases of plant development, it was

also possible to detect specific and general QTLs for the individual developmental phases. In
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addition, the functional maps compiled for the OWB population using EST-based markers allowed
conclusions to be drawn on the possible functions of the regions identified.

On the basis of the results, five QTL clusters were identified on chromosomes 2H, 5H, 6H and
7H, all of which influenced several traits related to drought tolerance in at least two phases of
development. Based on the closest EST marker sequences list of candidate genes for the five
regions were also identified. These included a DREB2F protein homologue and a papaine-like
cysteine proteinase on chromosome 2H, an aldehyde dehydrogenase on SH, an oligopeptidase on
6H, and a protein belonging to the gamma purothionin family and a serine/threonine protein
phosphatase catalytic sub-unit homologue on 7H.

In order to decide whether the regions identified in the OWB population were related to
drought tolerance in other genetic backgrounds and whether they could be utilised for marker-based
selection, the effect of the SSR markers located in the identified regions was tested on 39 spring
barley genotypes. After genotyping and phenotyping the lines, relationships were sought between
the allele types of the markers and the phenotypic distribution.

Significant differences were found in the case of markers GBM 1404, GMB1498 and GBM1359
between the yield/spike data of genotypes belonging to different allele types under stress conditions.
Unfortunately no microsatellite markers were found in the peak region of the other two QTL
clusters, so these could not be tested. The three markers identified appear to be good candidates for
the marker-based selection of drought tolerance, but the results need to be confirmed on a wider

range of plant material.
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M2. Genomi DNS izolalasanak médszere a mikroszatellit analizishez

1,5 - 2 hetes novény aprora vagott fiatal levelét 1,5 ml-es Eppendorf csdbe helyeztiik,
melyhez 200 ul frissen készitett extrakcids puffert (100 mM Tris-HCI (pH 7,5), 500 mM NacCl, 50
mM EDTA, 1,25 % SDS, 0,38 % Na,S,0s) adtunk. Homogenizalds utan tovabbi 60 °C-os 500 ul
extrakcios puffert adtunk a mintdkhoz, majd ismételt 6vatos homogenizalast kovetéen 30 percig
inkubéltuk 60 °C-os vizflirdében. Ezt kovetden a fehérjék kicsapasahoz 700 ul kloroform-izoamil
alkohol (24:1 V/V) elegyét adtuk hozza, homogenizaltuk, majd centrifugéaltuk 15 percig 10 000-es
fordulaton. A feliiliszot masik Eppendorf csébe pipettaztuk és 1,4 ml -20 °C-os 96 %-os etanolt
(EtOH) adtunk hozza, mely a DNS-t kicsapta. Ezutan 15 percig centrifugaltuk 10 000-es fordulaton.
A centrifugélas utan a feliliszot leontottiik, a DNS csapadékot 1 ml 70 %-os -20 °C-os etanollal
mostuk, majd ismét centrifugdltuk 5 percig, 10 000 prm fordulaton. A centrifugalds utan az
feliiluszot leontottiik, a csapadékot vakuum alatt szaritottuk, majd 50 pl autoklavozott MilliQ
vizben feloldottuk. A DNS mintékat -20 °C-on taroltuk. A mikroszatellit analizishez a DNS-t 50-

100 ng/ul koncentraciora higitottuk.

M3. Mikroszatellit analizis PCR reakcidinak koriilményei
A polimeraz lancreakciot 20 ul végtérfogatban végeztiik el, melynek 6sszetétele a kovetkezd

volt:

2 ul arpa genomikus DNS (kb. 100-200 ng)

4 ul 5 x GoTaq® PCR puffer (1 M Tris-HCI, 1 M KCl,)
1,2 ul MgCl, (25 mM)

0,4 ul dNTPs (2,5 mM)

0,4—-0,4pul L (bal) és R (jobb) primer (100 nM)

0,15 pul GoTaq® DNS polimerdz (Promega)

11,45 pl H,O

Az analizishez GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) PCR késziilekeket
hasznaltuk. 3 perc 94 °C-ra torténd melegités utdn 45 ciklust futtatunk, melyek 1 perc 94 °C-os, 1
perc 50, 55 vagy 60 °C-os (primerpartdl fliggben) és egy 2 perc 72 °C-os lépésbdl alltak. A 45

ciklust egy 10 perces 72 °C-os extenzids 1épés kovette.
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M4. A GBMI1359, GBM1404 és a GBMI1498 markerek arpagyiijteményben azonositott

alléltipusai.

GBM1359 GBM1498 GBM1404
Azonosito allel (bp)
URO021 145

UR098 145
UR026 145 149

UR091 | 139 149 257
URO11 145 149 257
UR041 145 149 257
UR110 145 149 257
UR046 145 149 257
UR093 1450 152 257
URI126 145 149 257
UR130 145 149,152 257
URI131 145 149 257
UR134 145 1499 263
URI38 [ 139 149 257
UR139 145 149 257
UR140 145 149 257
UR144 257
UR149 145 149 257
UR150 145 257
URI151 145 257
URI153 145 149

URI155 145 257
URI157 145 149 257
UR158 145 149 257
UR162 257
UR164 145 149 257
UR166 149 257
URI175 145

UR029 145

UR003 145

URO025 145

UR118 145 149 257
UR033 1450 152 257
UR064 145 149 257
URO031 149 257
URO005 145 257
UR009 145 149 257
UR006 1450 152 257
DOM 145 152 263
REC 139 149 257
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MS. A kontrollalt vizellatasu és a természetes csapadékellatottsagu szantofoldi tesztrendszer

teriiletére vonatkozo talajnedvesség adatok
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Mé6. Az OWB populacio kapcsoltsagi térképe
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