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1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A gabonafélék télallosaganak novelése az 0 fajtak létrehozasanak egyik
fontos szempontja, mivel a hazankban termesztett gabonak nagy része 0szi vetésii,
és a jo terméshez tul kell élnilik a telet. A télallésag folyamatainak megértését
nagyban segithetik az egyre részletesebb genetikai és fizikai térképek, melyek
segitségével a télallosagért felelés gének helye pontosan meghatarozhatdo a
genomban. Igy lehetdvé valik ezeknek a géneknek a klonozasa, illetve
génspecifikus PCR-alapu markerek gyakorlati felhasznalasa markerek segitségével
torténo szelekciodra (marker assisted selection, MAS).

A dolgozat két fejezete térképezési munkakat és fagytiird genotipusok gyors
szelekciojara alkalmas markerek vizsgalatat mutatja be buizaban €s arpaban.

1.1. Viragzasi id6t és fagytiirést befolyasolé gének térképezése a biiza 5B
kromoszéman

Hazank legfontosabb ¢lelmiszeripari ndvénye a kenyérbuza (Triticum
aestivum L.), 2001-ban 1,198 millié hektaron, mig 2002-ben 1,106 ezer hektaron
termesztették (KSH adatok). A klimatikus viszonyok miatt Magyarorszagon szinte
kizarélag az 6szi buzat termesztik, mert ez mintegy 30 — 40 %-kal nagyobb termést
eredményez, mint a tavaszi buza.

Az 06szi vetési novényeknek egy nagyon kritikus periodust kell
atvészelnilik: a telet. A jo termés érdekében a bizanemesités egyik fontos feladata
tehat a télallo fajtak eldallitasa. A télallosag legjelentésebb komponensei kozé
tartozik a fagyallosdg, vagy mas néven fagytlirés, és a vernalizaciora valod
érzékenység. A fagyallosag kialakulasahoz a novényeknek edzédniiik kell. E
folyamat alatt olyan adaptiv biokémiai, élettani valtozasok torténnek, melyek
felkészitik a ndvényt a fagy eltlirésére. Természetes koriilmények kozott az
edzddés Osszel, csokkend homérséklet és rovidiild nappalhossz mellett megy
végbe. A vernalizacid szintén Osszel jatszodik le, amikor a ndvény huzamosabb
ideig alacsony hoémérsékleten van. Ez a periddus elengedhetetlen az &szi
gabonafélék tavaszi virdgzasahoz. Ezek a folyamatok modellezhetdk, és igy
lehetéség van mesterséges viszonyok kozott is az edz6dés, fagyas és vernalizacio
soran lejatszodd folyamatok tanulmanyozasara. Bar a fagyallosdg poligénes
tulajdonsidg, néhany génnek meghatarozé a jelentésége. gy példaul a buza
esetében az 5-0s homeoldg csoport kromoszomain levé gének bizonyultak a
fagytlirés meghatarozasaban a legfontosabbnak.

Vizsgalataink célja a buza 5B kromoszomajan elhelyezkedd vernalizacios
igényért felelds-, koraisagi-, és fagytiirési gének genetikai térképezése volt.

1.2. PCR alapu markerek kifejlesztése fagytiiré genotipusok szelekcidjara
arpa SH kromoszéman

A meglevd térképezési adatok gyakorlati felhasznalasanak az egyik modja
lehet az egyes jellegekhez kapcsolt markerek alkalmazasa az adott tulajdonsagra
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torténd szelekciora. A molekularis markerek alkalmazasa a novénynemesitésben
nemcsak gyorsabb és olcsobb, mint a hagyomanyos eljarasok, de bizonyos
esetekben az egyetlen hatékony modszer a szelekciora. Dél-Eurdpaban
rendszertelen id6kozonként eléfordulnak —10°C, —15°C-os fagyok is, igy egy
nemesitési programban az abban az évben elvetett teljes arpa populacio elveszhet,
mivel hagyomanyos uton nem lehet a fagytliré genotipusokat kiszelektalni. Ilyen
esetekben sziikséges lehet a molekularis markerek alkalmazasa a fagytlird
genotipusok  szelekcidjara. Tovabba, tavaszi jellegli, fagytir6 gabonak
szelektdlasara is alkalmas a molekularis markerek segitségével végzett szelekcio.

A 90-es években a gabonafélék stressztiirését, igy a fagyallosagat
azonban kevésbé alkalmas szelekciora, mivel nagy mennyiségi, tiszta DNS-sel
végezhetd, és viszonylag nagy a koltség- és munkaigénye. Ezért hataroztuk el
fagytiirésért felelos régiokra térképezett RFLP probak PCR-alapti markerré valo
atalakitasat, mivel kis munkaigénye, alacsony koltségei, nagy ateresztoképessége
miatt alkalmasak nagy mintaszamui nemesitési populaci6 gyors szelektalasara.

Kisérleteinkben a gabonafélék 5-6s homeoldog kromoszomainak a
fagyttrésert felelos régioira térképezett RFLP markerek PCR-alapu markerekké
atalakitasat, illetve egyéb — fagytiird genotipusok szelekcidjara hasznalhaté — PCR
alapu markerek arpaban torténd tesztelését és térképezését tiiztik ki célul.



2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1. Viragzasi idot és fagytiirést befolyasolo gének térképezése a buza 5B
kromoszéman
2.1.1.  Térképezési populaciok

Kisérleteinkhez két buza térképezési populaciot hasznaltunk. Az elsd
térképezési populacid 61 darab egy kromoszémara rekombinans vonalbdl all,
melyek Chinese Spring (CS) és a Chinese Spring (Cheyenne 5B) sziilok
keresztez€sébol szarmaznak. A masik térképezési populacio 76 egy kromoszoémara
rekombinans vonalbdl all, mely a Hobbit és Hobbit (Chinese Spring 5BL)
sziiloktdl szarmazik.

2.1.2.  Virdgzasi idé meghatdrozasa

A Chinese Spring (CS) és Chinese Spring (Cheyenne 5B) sziilok
keresztezésébOl szarmazd térképezési populacid esetében a Chinese Spring
genetikai hattér miatt minden vonal hordozza a tavaszi Vrn-DI allélt az 5D
kromoszoman, ezért minden rekombinans vonal viragzik vernalizacio hianyaban is.
tulajdonithatok, ugyanis a Chinese Spring 5B kromoszéma vernalizaciora
érzéketlen (1évén tavaszi buza), Vrn-BI allélt hordoz, mig a Cheyenne 5B
kromoszoéma vernalizaciora érzékeny (lévén Oszi buza), vrn-BI alléllel
rendelkezik. Ennek megfeleléen minden rekombinansbol 10 vernalizalatlan
novényt, illetve a sziiléi kontrollokat neveltiink ndvényneveld kamraban, 16/8 oras
vilagos/sotét ciklusban; 20°C-on, random elrendezésben. Ezzel szemben, teljes
vernalizaciot kovetéen a viragzasi idoben levd kiilonbségek vernalizaciora
érzéketlen 16kuszok hatasanak tulajdonithatok (koraisagi lokuszok). Az 5B
kromoszéman elhelyezkedd koraisigi l6kuszok kimutatdsara a Hobbit (Chinese
Spring 5BL) rekombinans szubsztitliciés vonalak mindegyikébdl 5 vernalizalt (6
hétig 6 °C-on, 8/16 6ras nappal/éjszaka ciklusban nevelt) ndvényt, illetve a sziiléi
kontrollokat neveltiink névénynevelé kamraban, 16/8 o6ras vilagos/sotét ciklusban;
20°C-on, random elrendezésben. Minden egyes ndvényen felvételeztiik a viragzasi
id6t, amit a vetéstdl, az els6 kalasz kibujasaig szamitott napok szama ad meg.

2.1.3.  Hidegedzés és a fagyadllosag tesztelése

A Chinese Spring és Chinese Spring (Cheyenne 5B) keresztezésbol
szarmazo6 térképezési populacio (57 vonal) hidegtlirésének tesztelését Sutka (1981)
altal kidolgozott mddszer szerint végeztiik, vonalanként 10 névénnyel, randomizalt
elrendezésben. A novények fagyasztasat —11, és —12°C —on végeztikk, majd
regeneracidé utan bonitaltuk 0-t6l 5-ig terjedd skalan, ahol az 5-0s érték a teljes
regeneracionak felelt meg.



2.1.4. DNS izolalas

A térképezési populacido tagjaibol novényenként 5 g friss tomegi
levélmintat hasznaltunk DNS izolalas céljara. A leveleket folyékony nitrogénben
finom porra dorzsoltilk, hagyomanyos moédszerrel (SDS, Proteindz K, RN-4z)
izolaltuk a genomi DNS-t.

2.1.5.  Mikroszatellit analizis

Az 5B kromoszoma genetikai térképét SSR markerek segitségével
készitettiik el a CS x CS(Cheyenne 5B) keresztezésbdl szarmazé térképezési
populécion, mig a Hobbit x Hobbit (CS 5BL) keresztezésbol szarmazo térképezési
populécié esetében SSR és RFLP markereket hasznaltunk. A PCR reakciot 15 pl
veégtérfogatban végeztiik, amely 1,5 pl 10x PCR puffert, 0,45ul 50mM-os MgCl,-
ot, 1 ul 2mM-os dNTP-t, 1,5ul 2uM-os mikroszatellit primer keveréket, 0,35 unit
Taq polimerazt és 100 ng templat DNS-t tartalmazott. Az egyes primer parokhoz
tartoz6 PCR paramétereket és primer kapcsolddasi homérsékleteket a markerek
kifejlesztdinek korabban publikalt adatai szerint alkalmaztuk (Roder és mtsai.
1998). A PCR termékeket szekvenalogélen valasztottuk el, és eziistfestéssel
detektaltuk standard modszer szerint.

2.1.6.  Kapcsoltsagi terkep készitése és QTL analizis

A kapcsoltsagi térképet JoinMap programmal allitottuk dssze. A QTL
analizist QTL Cafe, illetve MapQTL szoftver segitségével végeztiik.

A szamitogépes adatok ellendrzése céljabol szintérképezést végeztiink a
Kiss és mtsai. (1998) altal leirt médszer alapjan.

2.2.  PCR-alapu markerek Kkifejlesztése fagytiiré genotipusok szelekcidjara
arpa SH kromoszoéman
2.2.1.  Noveényi anyag

Kisérleteinket kiilonbozé fagytiirésii 6szi és tavaszi arpa fajtakon és
vonalakon végeztilk, melyeket a Istituto Sperimentale per la Cerealicoltura
(Fiorenzuola, Olaszorszag) genotipus gylijteményébdl valogattunk Ossze. Az
altalunk vizsgalt genotipusok kivalasztasa korabban elvégzett tobb éves szantofoldi
tesztek alapjan tortént, melyek soran meghatdrozasra keriiltek a genotipusok
novekedési jellegei, ill. fagytiirésiik. A kivalogatasuk ugy tortént, hogy egyarant
vannak koztik fagytiiré (15 db), és fagyérzékeny (13 db) genotipusok. A teszt
kollekcio osszeallitdsanal figyeltiink arra is, hogy két-, és hatsoros genotipusok
egyarant szerepeljenek benne, illetve szerepeljenck benne fajtak, tajfajtak,
nemesitési vonalak, és az egyes genotipusok eredete is kiilonbozo legyen.

2.2.2.  Fenotipizalas (F./F, paraméter meghatarozasa)

A novények II. fotokémiai rendszerének (PSII) fagyas altal okozott
mikodésbeli valtozasat a PSII maximalis kvantumhatasfokanak meghatarozasaval
allapitottuk meg, mely a sotétadaptalt novény valtozo (F,), és maximalis (F,)
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fluoreszcenciajanak aranya (F,/F,). A méréseket Rizza és mtsai (2001) altal leirt
modszer szerint végeztik 3 ismétlésben PAM2000 tipusii fluorométerrel. A
modszer alkalmassagat a fagytiirés indirekt meghatarozasara zab esetében mutattak
ki Rizza és mtsai (2001), ill. nem publikalt adataink szerint arpaban is jo korrelacio
volt megfigyelhetd a fagytiirés és az F,/F,, értékek kozott.

2.2.3.  DNS izolalas

A DNS izolalashoz 300 mg friss levelet hasznaltunk harom hetes arpa
novényekbdl. A leveleket folyékony nitrogénben finom porra tortiik, majd total
DNS-t izolaltunk Nucleon PhytoPure Genomic DNA Extraction kit
felhasznalasaval, a gyarto utmutatasait kovetve.

2.2.4.  Primer tervezés és PCR analizis

Kisérleteinkben 16 RFLP markert hasznaltunk, melyeket a buza 5A, és az
arpa SH kromoszomajan az Rcgl, illetve az Frl régiokra térképeztek. A
szekvencia adatok felhasznalasaval specifikus, 20-27 bp hosszusagu,
primerparokat terveztiink.

A PCR reakciokat 20 pul végtérfogatban végeztiik, amely 1,5 mM MgCl,-ot,
0,25 mM dNTP-t, 0,2 uM primert, 0,25 U Taq polimerazt, 1x PCR puffert és 20 ng
templat DNS-t tartalmazott. A reakcidkat 6 perc 94°C-os denaturacioval kezdtiik,
amit 35 PCR ciklus kovetett (94°C, 1 perc; 55°, vagy 60°C, 1 perc; 72°C, 1 perc),
végiil 6 perces terminalis DNS szintézis kovetkezett 72°C-on. Az amplifikacios
termékeket 2,5%-os agaroz gélen valasztottuk szét.

2.2.5.  RAPD analizis

Vizsgalataink soran, genotipus gyljteményiinkon teszteltik az OPAIl7
RAPD markert is. A PCR reakciot 20 ul végtérfogatban végeztiik, amely 2 pul 10x
PCR puffert, 0,6 ul 50 mM MgCl,-ot, 0,2 ul 10 mM dNTP-t, 0,3 pul 10 uM OPA17
RAPD primert (5'-GACCGCTTGT-3"), 0,2 ul 5U/ul Taq polimerazt, és 20 ng
templat DNS-t tartalmazott. Két perces 94°C-os denaturacié utan, 46 PCR ciklus
kovetkezett (94°C, 1 perc; 30°C, 1 perc; 72°C, 2 perc), majd 10 perc 72°C-os
terminalis DNS szintézis. A PCR termékeket 2,5%-0s agar6z gélen valasztottuk
szét.

2.2.6.  PCR termékek genetikai terképezése

A wg644 és a psr637 polimorf STS markereket, illetve az OPA17 RAPD
markert arpan térképeztiik, hogy a kromoszomalis lokalizacidjukat meghatarozzuk.
Ebbdl a célbol, a felszaporitott polimorf DNS fragmenteket 136 arpa dihaploid
vonalon teszteltiik, melyek a Nure x Tremois keresztezésbol szarmaztak. A
kapcsoltsagi térképet a MAPMAKER szoftvercsomag DOS 3.0 verzidjaval
végeztiik, és kiiszobértékként 3.0-as minimum LOD értéket hasznaltunk.



3. EREDMENYEK

3.1. Viragzasi idot és fagytiirést befolyasolo gének térképezése a buza 5B
kromoszéman
3.1.1.  Vrn-Bl térképezése

A térképezési populacio sziileinek atlagos virdgzasi ideje nem vernalizalt
koriilmények kozott 70,6£2,97 nap volt a Chinese Spring és 75,6+1,08 nap a
Chinese Spring (Cheyenne 5B) esetében. A rekombinans szubsztiticiés vonalak
viragzasi ideje a 66,4 naptol a 88,4 napig terjedd tartomanyba esett. Ez az adatsor
transzgressziv szegregaciot mutatott, mely két ellentétes hatast 16kusz jelenlétét
valdszintsitette.

A sziilok kézott 9 SSR marker mutatott polimorfizmust az 5B kromoszéma
hosszl karjan, melyeket leteszteltiink a térképezési populacié egyedein is. Az 5B
kromoszoma hosszil karjanak genetikai térképe 92 cM-t fedett le 12 cM atlagos
tavolsaggal az egyes markerek kozott.

A marker regresszios €s egyszerll intervallum térképezéses analizissel két,
viragzasi id6t befolyasold QTL elhelyezkedését sikeriilt meghataroznunk. Az
elsédleges QTL az 5B kromoszoma hosszu karjan, disztalisan helyezkedett el, 78
cM-ra a centromérdhoz térképezett SSR markerektdl, szorosan kapcsoltan az
Xgwm604 16kuszhoz, és disztalisan az Xgwm408 10kusztol. Ennek a QTL-nek az
additiv hatasa 1,76 nap volt, és a fenotipusos variancia 10,7%-t magyarazta. A
kés6i allélt a Cheyenne 5B kromoszomaja hordozta.

Roder és munkatarsai (1998) kimutattdk, hogy az Xgwm604, és az
Xgwm408 mikroszatellit lokuszok az 5-0s csoport kromoszomain szorosan
kapcsoltak (9,7 cM, és 4,5 cM) az Xcdo504-5B RFLP lokuszhoz. A homeolog
Xcdo504-54 RFLP lokusz az 5A kromoszoma hossza karjan szorosan kapcsolt a
Vrn-Al vernalizacids génnel (Galiba és mtsai. 1995). Figyelembe véve az 5-0s
homeoldg csoport kromoszomainak hasonlosagat, ez az SB kromoszoman talalt
QTL a Vrn-B1 génnek felelhet meg.

3.1.2.  Koraisagi lokuszok térképezése

A Chinese Spring/Cheyenne 5B populacion talalt, viragzasi idot
befolyasold, masodlagos szegregaldé QTL kevésbé kifejezett, de szignifikans
hatasinak mutatkozott. Az additiv hatdsa 1,49 nap volt, és a fenotipusos variancia
8,2%-t magyarazta. Ez a QTL a centromérédhoz kozel, az Xwmc73 SSR 16kusszal
kapcsoltan helyezkedett el. Korabbi, arpan végzett térképezési kisérletekkel
kimutattak egy koraisagi (Eps) QTL jelenlétét homeoldg pozicidban (Laurie és
mtsai. 1995), ezért feltételeztiik, hogy az altalunk talalt QTL is egy Eps 16kusz, és
az Eps-5BL nevet adtuk neki. Ennek a hipotézisnek az alatdmasztasara, a Hobbit x
Hobbit (Chinese Spring 5BL) keresztezésbol szarmazo, teljesen vernalizalt
térképezési populacio viragzasi idejét vizsgaltuk

A két sziil6 atlagos virdgzasi ideje 88,5+2,6 nap volt a Hobbit, és 8613,7
nap a Hobbit (Chinese Spring 5BL) esetében. A rekombinans szubsztiticios
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vonalak viragzasi ideje a 77,6 naptol a 102,7 napig terjedd tartomanyba esett, tehat
szintén transzgressziv szegregaciot mutatott, legalabb két ellentétes hatast 10kusz
meglétét jelezve.

A szilék kozott 9 mikroszatellit, és 5 RFLP marker mutatott
polimorfizmust, ezekkel teszteltik a Hobbit x Hobbit (Chinese Spring 5BL)
rekombindns vonalainkat. Az 5B kromoszdéma hosszl karjanak genetikai térképe
68 cM-t fedett le, a markerek kozotti atlagos tavolsag 6,8 cM volt.

Bar a transzgressziv szegregacio arra utalt, hogy valdsziniileg két ellentétes
hatasu 16kusz szegregal ebben a populacidban, a QTL analizissel csak egyetlen, a
viragzasi id6t Dbefolyasoldo, QTL jelenlétét sikeriilt kimutatni, amely a
centromérahoz kozel (kb. 16 cM), és az Xgwm499 SSR 16kuszhoz kapcsoltan
helyezkedett el, és valdszinisithetd, hogy egy Eps 16kuszrol van sz6. A QTL-nek
az additiv hatasa 1,2 nap volt, és a fenotipusos variancia 5,7%-t magyarazta ebben
a keresztezésben.

3.1.3.  Fr-Bl térképezése

(Chinese Spring), és 2,8 (Chinese Spring(Cheyenne5B)) voltak, mig —12 °C -os
fagyasztast kovetden 0,5 (Chinese Spring), és 2,0 (Chinese Spring(Cheyenne5B)).
A rekombinans szubsztiticios vonalakhoz tartozé bonitalasi értékek —11 °C -os
fagyasztast kovetéen a 0,9-t61 3,4-ig terjedd tartomanyba estek, —12 °C -os
fagyasztasnal pedig 0,05-t61 3,0-ig. A QTL analizisnél a Vin-BI térképezésénél
hasznalt térképet vettiik figyelembe, kivéve négy hianyzo vonalat.

QTL-t talaltunk 40 cM-ra a centromérahoz legkdzelebb es6 markertdl, és a QTL
azonos pozicioban helyezkedett el mind a —11 °C-os, mind a —12 °C-os fagyasztasi
adatok esetében. A QTL szorosan kapcsolt az Xgwm639 SSR 16kusszal, és additiv
hatésa 0,53, ill. 0,33 volt —11 °C és —12 °C -on, és a fenotipusos variancia 31,4%-t
magyarazta —11 °C -on, tehat jelent6s a hatasa.

3.2.  PCR alapu markerek kifejlesztése fagytiiré genotipusok szelekcidojara
arpa SH kromoszéman

A meglevd térképezési adatok gyakorlati felhasznalasanak az egyik modja
lehet az egyes jellegekhez kapcsolt markerek alkalmazéasa az adott tulajdonsagra
torténd szelekciora. Ezekben a kisérleteinkben a gabonafélék 5-6s homeolog
kromoszomainak a fagytiirésért felelds régioira térképezett RFLP markerek PCR-
alapu markerekké atalakitasat, illetve egyéb — fagytiiré genotipusok szelekcidjara
hasznalhato — PCR alapti markerek arpaban torténd tesztelését és térképezését
végeztik el.



3.2.1.  Fenotipizdlas

A genotipusok télallésag szerinti csoportositasa két éves szantofoldi
kisérletek (Fiorenzuola, Eszak-Olaszorszag) eredményein alapszik, melyeket 0-tol

A fagytiird genotipusok atlagos F./F,, értéke 0,62 volt, a legalacsonyabb
értek 0,42, mig a legmagasabb 0,78 volt. A fagyérzékeny genotipusok esetében
atlagos F,/F,, értéknek 0,14-et hataroztunk meg, a legalacsonyabb érték 0,02, mig a
legmagasabb érték 0,32 volt. A két csoport atlagos F./F,, értékei kdzott jelentds
kiilonbség mutatkozott.

3.2.2.  STS markerek kifejlesztése és tesztelése

Az RFLP markerek szekvenciai alapjan késziilt primereket eldszor a Nure
és Tremois fajtakon teszteltiik, hogy hasznalhatok-e polimorf STS markerekként. E
két fajta fagytlirése karakteresen eltért, ezenkiviil a keresztezésiikbol egy dihaploid
térképezési populacio is rendelkezésilinkre allt, mely lehetdséget adott a polimorf
markerek térképezésére. A 23 felhasznalt primer par koziil 12 esetében kaptunk a
vart méretnek megfeleld hossziasagh PCR terméket mind 55°C, mind 60°C-os
annealing homérsékleten. Két esetben, a wg644 RFLP proba 3’ szekvencidjahoz
tervezett, illetve a psr637 proba 5° szekvencidjadhoz tervezett primerek
felhasznalasaval kaptunk annealing polimorfizmust.

A psr637 RFLP probahoz késziilt STS primerek felhasznalasaval kapott
PCR termék vart mérete 282 bp volt. Ez a fragment tisztan kivehetd volt a legtobb
fagytlré arpa genotipusban, mig az érzékenyek nagy részében hianyzott. Az
eredményeink azt mutatjak, hogy a marker nem univerzalis, mivel a vizsgalt
genotipusok esetében a PCR termék tisztain megvan egy fagyérzékeny fajtaban,
ezzel szemben hianyzik néhany toleransban.

A wg644 RFLP proba 3’ szekvencigjahoz késziilt STS primerek
felhasznalasaval kapott PCR termék vart mérete 215 bp volt, és a Nure, ill.
Tremois fajtak kozott annealing polimorfizmust mutatott. Ennek a primer parnak a
felhasznalasaval mas fragmentek is lathatok voltak a teszt gélen, melyek egy
komplex mintazatbeli polimorfizmust mutattak a kiillonboz6 fagyttirésii fajtak
kozott. A PCR termékek mintdzata a fagytlird genotipusok esetében egyszeriibb,
mivel itt hidnyzik a 215 bp-os annealing polimorfizmust mutaté DNS sav, mig egy
500 bp koriili fragment jelenléte figyelhetd meg. A fagyérzékeny fajtaknal egy
joval komplexebb DNS mintazat van jelen kiilonbozé méretli savokkal. Ez a
marker sem univerzalis, megfigyelheté néhany kivétel a fagytiird, és a
fagyérzékeny genotipusok kozott is.

3.2.3. Az OPA17 RAPD marker tesztelése

Az OPA17 RAPD marker polimorfizmust mutatott a Nure és a Tremois
fajtak kozott, és jo hatékonysaggal segitett megkiilonboztetni a kiilonbozo
fagytiirésii genotipusokat. A fagyérzékeny genotipusokban egy 650 bp koriili
fragment figyelhetdé meg, mig a tolerans genotipusoknal egy erésebb 700 bp koriili,
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és par esetben egy gyengébb 750 bp koriili sav van jelen. Hasonldan a korabban
emlitett STS markerekhez, az OPAI7 segitségével sem lehetett 100%-os
biztonsaggal elkiiloniteni a fagytiird genotipusokat a fagyérzékenyekt6l, mivel
akadtak ellentétes marker alléleket hordozd genotipusok.

3.2.4. A polimorf markerek térképezése

A psr637 STS polimorfizmust térképeztik a Nure x Tremois arpa
térképezési populacion. A térképiinkoén a psr637 RFLP probabol készitett STS
markert az 5SH kromoszéma hosszi karjara lokalizaltuk a Vrn-HI 1okusztol
proximalisan, 16,6 cM-ra.

A wgb644 RFLP probabdl késziilt STS marker esetében a Nure x Tremois
populacion két fragmentet sikeriilt térképezni. Az elsét (~ 500 bp; wg644c) az SH
kromoszoma hosszi karjara, a centromérahoz kozel térképeztiik, a Bmac0113 SSR
markerrel szorosan kapcsoltan (1,2 cM), mig a masodikat ( 215 bp; wg644b) a 2H
kromoszémara, a Bmag0125 (12,4 cM) és az Ebmac0415 (27,7 cM) SSR markerek
kozé.

Az OPA17 RAPD proba esetében a Nure, ill. Tremois kozott
polimorfizmust mutat6 fragmentek koziil kett6t sikeriilt térképezniink, az egyiket a
6H kromoszomara, mig a masikat az SH kromoszoma hossza karjara, az Xpsr637-
tol 7,1 cM tavolsagra.
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3.3. Uj tudomanyos eredmények

Viragzasi idot és fagytiirést befolyasolo gének térképezése a biiza 5B

kromoszéman

a) Uj genetikai térképet hoztunk létre a biza 5B kromoszéma hosszu karjarél a
Chinese Spring x Chinese Spring (Cheyenne 5B) és a Hobbit x Hobbit (Chinese
Spring 5BL) keresztezésbol szarmazo térképezési populacion.

b) Az 5B kromoszéma hossza karjanak disztalis részére, az Xgwm604 SSR
l6kuszhoz kapcsoltan térképeztiink egy viragzasi idét befolyasold 16kuszt a
Chinese Spring x Chinese Spring (Cheyenne 5B) keresztezésb6l szarmazod
térképezési populacion, amely valdszinilleg a Vrn-Bl vernalizacids igényért
felelds 16kusznak felel meg.

¢) Az 5B kromoszéma hossza karjan, a centromérahoz kozel, az Xwmc73 SSR
l6kuszhoz kapcsoltan térképeztiink egy viragzasi idét befolyasold 1okuszt a
Chinese Spring x Chinese Spring (Cheyenne 5B) keresztezésbdl szarmazo
térképezési populacion, amely valoszintileg egy koraisagi lokusznak (Eps-5BL)
felel meg.

d) A Hobbit x Hobbit (Chinese Spring SBL) térképezési populacion térképeztiink
egy viragzasi id6t befolyasold 10kuszt az 5B kromoszoma hosszi karjan az
Xgwm499 SSR 16kuszhoz kapcsoltan.

e) A Chinese Spring x Chinese Spring (Cheyenne 5B) keresztezésbdl szarmazo
térképezési populacion, az 5B kromoszoma hossza karjan térképeztiik az Fr-B1
fagytiirésért felelos 16kuszt, mely az Xgwm639 SSR 16kusszal kapcsolt.

PCR alapi markerek kifejlesztése fagytiiré genotipusok szelekciéjara arpa SH

kromoszéman

f) A wg644 3 ¢és a psr637 RFLP probakat atalakitottuk PCR-alapu STS
probakka.

g) A wgb644_3 és a psr637 RFLP probakbol készilt STS markerek, illetve az
OPAI17 RAPD marker alkalmasak — bizonyos megszoritasokkal - fagytiird és
fagyérzékeny arpa genotipusok szelekcidjara az altalunk vizsgalt 28, kiilonbozo
eredetll, arpa genotipuson tortént tesztelések alapjan.

h) A psr637 STS markert és az OPAI7 RAPD markert az arpa SH
kromoszémajanak hosszi karjara térképeztiik, 7,1 ¢cM tavolsagra egymastol.

i) A wg644 3 STS markert a 2H kromoszomara térképeztik a Bmag0125 (12,4
cM) és az Ebmac0415 (27,7 cM) SSR markerek kozé, ill. az SH kromoszoman
egy Uj pozicidba lokalizaltuk, a Bmac0113 SSR markerrel szorosan kapcsoltan
(1,2 cM).
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4. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

4.1. Viragzasi idot és fagytiirést befolyasolo gének térképezése a buza 5B
kromoszéman

Kisérleteink soran két térképezési populacio felhasznalasaval vernalizacios
igényért felelds, koraisagi és fagytlirési lokuszokat térképeztiink a buza 5B
kromoszomajanak hossza karjan. Az altalunk elkészitett térképek lefedik az 5B
kromoszéma hosszu karjat, és a markerek sorrendje megegyezik mas populaciokrol
korabban publikalt adatokkal (Roder €s mtsai. 1998).

Tesztelési adataink alapjan térképeztiink mindkét populacion egy-egy
koraisagi lokuszt a centroméra kozelében. Arpaban mar térképeztek az SH
kromoszoéman hasonld pozicioba koraisagi 10kuszt (Laurie és mtsai. 1995), és a
kolinearitds miatt varhatd volt buzaban is koraisagi lokusz megléte az 5-Os
kromoszoémakon a centromérahoz kozel. Ezenkiviil Sarma és mtsai. (2000) fizikai
térképezéssel két, viragzast befolyasold, QTL-t azonositottak az 5B kromoszéman,
melyek koziil az egyik a centromérahoz kozel helyezkedett el. A két kiilonbdzo
populacion altalunk térképezett Eps lokuszok pozicidi, adataink alapjan
kiilonbozoek, de a kis tavolsag miatt valosziniileg ugyanarrdl a kis hatast koraisagi
16kuszrol lehet szo.

Az 5B kromoszéma térképeinek Osszehasonlitasa az 5A, ill. 5D
kromoszoémakéval bonyolult, mivel igen kevés kozos marker taladlhatd rajtuk,
azonban a Vrn 16kuszok hasonld elhelyezkedése a hosszi kar disztalis részén
egyértelmiinek tinik. A Vrn-Bl ugyanis szorosan kapcsolt az Xgwm604 SSR
markerrel. Bar ezt a markert nem térképezték az SA kromoszoéman (Galiba és
mtsai. 1995), azonban az Xcdo504 RFLP lokusz mind a Vrn-Al-gyel, mind az
Xgwm604-gyel kapcsolt. Tovabba, Sarma és mtsai. (2000) a biza 5-6s homeoldg
kromoszomait vizsgaltak abbol a szempontbol, hogy azok egyes régidi, milyen rizs
kromoszoémakkal mutatnak hasonlésagot. K6zos RFLP markerek segitségével
kimutattak, hogy a Vrn régié az 5A, ill. az 5B kromoszoma esetén is a rizs 3-as
kromoszomajaval mutat homeologiat.

Az Fr gének esetében az 5A, ill. az 5B kromoszéman elfoglalt pozicidjuk
kozott nincs olyan nagy hasonldsag, mint a Vrn géneknél. Ismét a rizzsel torténd
Osszehasonlito térképezési adatok nyujtottak segitséget a magyarazathoz (Sarma és
mtsai. 2000). Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az 5-6s homeoldg csoport
kromoszomainak hosszu karja (a centromérahoz kozelebb esd része) nagyfoku
hasonlosagot mutat a rizs 9-es kromoszomajaval. A mi esetiinkben az Fr—Bl
16kusz szorosan kapcsolt volt az Xgwm639 SSR 16kusszal. Ez az SSR 1okusz
azonban kapcsoltsagot mutatott az Xpsr/20 RFLP lokusszal a Triticum turgidum
ssp. durum, Messapia x Triticum turgidum ssp. dicoccoides, MG4343 térképen
helyezkedik el, amely a rizs 9-es kromoszoémaval mutat hasonlésagot. A Chinese
Spring-bdl szarmazd delécios vonalak felhasznalasaval végzett kisérletekben Sutka
¢és mtsai. (1999) kimutattak, hogy az Fr-A1 az SA kromoszoman szintén a rizs 9-es
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kromoszomajaval homeolog région helyezkedik el, proximalisan a rizs 3-as
kromoszoémajaval homeoldg régiotol, ahol a Vrn gének talalhatok. Bar a Vrn-B1 és
az Fr-Bl kozott, az 5B kromoszéma hosszi karjan, nincs meg az a Szoros
kapcsoltsag, mint a Vin-A1 és az Fr-Al kozott az 5SA kromoszoéman, azonban
mindkét 1okusz homeoallélikusnak tiinik. A legujabb eredmények tiikrében
azonban nem zarhato ki az a magyarazat sem, hogy az altalunk térképezett Fr-Bl
lokusz a Vagujfalvi és mtsai. (2003) altal alakorban térképezett Fr-42-vel
homeolég, mivel mindkét 1okusz a kromoszoma hosszu karjanak kozépso részén
helyezkedik el. A rendelkezésre alloé adatok alapjan tehat az Fr-BI homeologia
viszonya nem tisztazhatd egyértelmiien, ennek pontos megallapitasahoz tovabbi
vizsgalatok sziikségesek.

Ezzel a munkaval lehetdvé valik a Vrn és Fr gének Osszehasonlito
térképezése és tovabbi vizsgalata a buza 5-6s homeoldg csoport kromoszoémain.

4.1.1. A kapott adatok manudlis kiértékelése: szintérképezés

A szamitogépes elemzés segitségével kapott eredményeket célszerlinek
tartottuk manualis adatelemzéssel is ellendrizni, melyhez hasznos eszkdz a
szintérképezés (Kiss és mtsai. 1998).

Az 5B kromoszoma hosszl karjanak kapcsoltsagi térképét szintérképezéssel
is meghataroztuk, és az igy kapott eredmények megerdsitették a szdmitdogépes
programmal végzett analizisiinket.

A fenotipusos adatok elemzésekor a viragzasi id6 meghatarozasanal
mindkét populacioban megvizsgaltuk a csak az egyik, illetve csak a masik sziil6i
genotipust mutatd vonalakat, és azt talaltuk, hogy az egyforma sziil6i genotipusu
vonalak fenotipusos értékei nagy kiilonbségeket mutattak. Mivel a vonalaink csak
az 5B kromoszomara rekombinansak, a genom tobbi része egyforma, igy ez a
jelenség csak azzal magyarazhatd, hogy az altalunk nem térképezett rovid karon
egy, vagy tobb nagyobb hatasu, viragzast befolyasold 16kusz helyezkedhet el, mely
az altalunk térképezett kisebb hatast lokuszokkal egyiitt felelds a kapott
fenotipusos értékekért. Ezt a feltételezést tdmasztja ala az is, hogy a fenotipusos
értékekben jelentds transzgressziv szegregacid mutatkozott, mig az altalunk
térképezett QTL-ek csak a fenotipusos variancia kis szazalékat magyaraztak.
Kisérleteink soran a rendelkezésilinkre all6 konszenzus térkép adatait felhasznalva
szamos markert teszteltiink populacionkon az 5B kromoszoma révid kar genetikai
térképének 1étrehozasa céljabol, de a tesztelt markerek nem adtak értékelhetd
terméket, vagy nem mutattak polimorfizmust. A rovid kar markerekkel torténd
telitése segitheti ennek a kérdésnek a tisztazasat.

A szintérképezéssel nemcsak kapcsoltsagi térképet tudtunk 1étrehozni,
hanem a -12°C-os fagyasztasi kisérlet adatait felhasznalva, a fagytlirési 16kusz
populaci6 vonalainak fenotipusos eltérését csak egy lokusz okozta, igy a vonalak
fenotipusos értékei tobbé-kevésbé 1épcsds eloszlast mutattak. Az ugrasnal a
vonalak fenotipusos értékei atalakithatok voltak genotipusos értékekké, igy a

14



fagytlirési tulajdonsag kromoszomalis elhelyezkedése, mint egylokuszos
tulajdonsag, egyszerli szintérképezéssel is meghatarozhatova valt. Ennek a
modszernek az az elénye, hogy a kapcsolt markerek és a fenotipus kozott a
rekombindciok lathatova valnak, igy a térképezésen alapuld klonozas is
elvégezhetd. A —11°C-os fagyasztas, illetve a virdgzasi id6 adatai nem mutattak
ilyen lépcsés eloszlast, igy azokat nem tudtuk a fenti modon térképezni.

4.2. PCR alapt markerek Kkifejlesztése, tesztelése, és térképezése fagytiiro
genotipusok szelekcidjara arpa SH kromoszoman
4.2.1.  STS markerek kifejlesztése RFLP markerekbol

Vizsgalataink soran buzéaban és arpaban a fagytiirésben kulcsszerepet jatszo
S5A, illetve 5SH kromoszoma hosszi karjara térképezett RFLP markerekkel
dolgoztunk, hogy azokat PCR-alapti markerekké alakitva Ilehet6vé tegyiik
felhasznalasukat fagytlir arpa genotipusok gyors, egyszerii és olcso szelektalasara.
Kisérleteinket 16 RFLP markerrel végeztiik, és azok szekvencidi ismeretében 23
primer part teszteltink két, fagytirésében karakterisztikusan eltéré, arpa
genotipuson (Nure, illetve Tremois). A 23 primer parbol 12 felhasznalasaval
kaptunk vart hossziisagu terméket, melyek koziil 2 (8,7%) mutatott annealing
polimorfizmust. A polimorf STS markereket 28 kiilonb6zo fagytlirésii arpa
genotipuson teszteltiik (15 fagytiird, illetve 13 fagyérzékeny).

A psr637 RFLP probabdl késziilt STS marker felhasznalasaval jo
hatékonysaggal lehetett kiilonbséget tenni a fagytird és a fagyérzékeny arpa
genotipusok ko6zott. A psr637 RFLP markert az Fr-Vin 1égiotdl proximalisan
térképezték buzaban (Galiba és mtsai 1995), a beldle készitett STS markert hasonld
poziciodba lokalizaltuk mi is, ami jelzi az eredeti RFLP marker és a bel6le késziilt
PCR marker hasonld genetikai viselkedését. A marker Fr-Vrn régiotol 1évo
tavolsdga azonban nem magyarazza a fagytiird és fagyérzékeny genotipusok
kozotti eltérd mintazatot. Olasz partneriinkkel kozosen szantofoldi télallosagi
kisérleteket, és novényneveld kamraban végzett fagyasztasi teszteléseket is
végeztiink fagytirési QTL-ek térképezése céljabol a Nure x Tremois populacion
(Francia és mtsai.,, publikalas alatt). Az itt kapott 0j adatok ismertetését
sziikségesnek tartjuk a kapott eredményeink kdnnyebb értelmezése és magyarazata
miatt, azonban ezek az adatok nem tartoznak a disszertacié Uj tudomanyos
eredményei kozé. Az S5H kromoszoéman a télallosagi adatokkal végzett QTL
analizist kovetden egy 0j fagytiirési QTL-t azonositottunk a psr637 STS markert6l
7,6 cM-ra, mig a novényneveld kamraban végzett fagyasztasi teszt adataival
végzett QTL analizis a psr637-t6l 9,9 cM tavolsagra adott szignifikans QTL-t.
Mivel az Gjonnan térképezett télallosagi, illetve fagytlirési QTL kis tavolsagra
helyezkedik el ett6l a markert6l, ez logikus magyarazatnak tiinik a kiilonb6z6
fagytlirésii genotipusok kozotti eltéré mintazatra, és ez a tavolsag magyarazza az
azonos fagytiirési jellegli genotipusok k6zo6tt meglevo kivételeket is, a marker és a
fagytiirési tulajdonsagért feleldos lokusz kozt esetlegesen fellépd rekombinacio
miatt.

15



A wg644 RFLP probabol késziilt STS marker esetében nem ilyen egyszerii
a helyzet. Az altalunk térképezett polimorfizmusok koziil a 2H kromoszdémara
térképezett 10kusz minden bizonnyal megegyezik a Salvo-Garrido és mtsai. (2001)
altal Hordeum bulbosum-ban térképezett Xwg644 RFLP 16kusszal. Azonban ez
nem magyarazza az STS marker hasznalatakor a fagytré és fagyérzékeny
genotipusok kodzotti kiillonbséget, mivel a 2H kromoszoman eddig nem térképeztek
fagytirési QTL-t. Az altalunk térképezett masik polimorfizmust az S5H
kromoszoémara lokalizaltuk, azonban a nagy tavolsag miatt kizart, hogy ez a 16kusz
tartjuk, hogy a wg644 markernek egy, eddig még nem kozolt, 0j lokuszat
azonositottuk. Az a tény, hogy a wg644 STS marker kiilonb6z6 mintazatot mutatott
a fagytlir6 és fagyérzékeny genotipusokban, nehezen magyarazhatd, mivel az
altalunk végzett QTL analizis nem eredményezett fagytiiréssel kapcsolatba hozhatd

s

s

fagytiirési 16kuszok lennének. Lehetségesnek tartjuk, hogy a korabban az Fr-Vrn
régioba térképezett eredeti RFLP markernek megfeleld fragmentumok nem
mutattak polimorfizmust a rendelkezésiinkre allo térképezési populacio sziil6i
kozott, igy térképezni sem tudtuk, de a fagyérzékeny genotipusokban meglévo,
nem térképezett, fragmentek valamelyikével azonosak Ilehetnek. Ennek
hipotézisnek a bizonyitasat a fragmentumok direkt szekvenalasaval, illetve a
fragmentek masik térképezési populacion torténd szegregacids analizisével
tervezzilk elvégezni.

4.2.2.  Egyéb szelekciora hasznalhato PCR-alapu markerek: OPA17 RAPD
marker

A RAPD marker 3 jol ismételhetd polimorf fragmentumot adott. A
szant6foldi kisérlet adataival, és a ndvényneveld kamraban végzett fagyasztasi
kisérlet adataival elvégzett Gsszetett intervallum térképezéssel két 1okuszt talaltunk
az 5H kromoszéma hosszu karjan amely kapcsolatba hozhato a fagytiiréssel. Ezek
kozil az egyik a cbfI-OPAl7a intervallumra (4,1 cM) esett, és a fenotipusos
variancia 46%-aért felelos 13,4-es LOD értékkel. A fagyttrésért felelds allélt a
Nure hordozta. A fagytlirési és télallosagi QTL-ek szoros kapcsoltsagot mutattak
az OPAl7-tel, mivel 2,8 cM, illetve 0,5 cM tavolsagra helyezkedett el a QTL
maximuma ett6l a RAPD markert6l.

A vizsgalt markerek koziil az OPAI17 tinik a legigéretesebbnek, mivel az
altalunk térképezett fagytiirési QTL a chf1-OPA17a intervallumra esett.

Arpaban ez a munka az els6, fagytiird genotipusok szelektalasara alkalmas
PCR-alapi markerek kifejlesztésére. A harom, altalunk vizsgalt marker,
fiiggetleniil a ndvekedési jellegtdl, alkalmasnak tiinik a vizsgalt genotipusokban az
S5H kromoszomahoz kotott fagytiirési tulajdonsdg nyomon kovetésére, bar a
vizsgalt markerek tovabbi tesztelése egy nagyobb genotipus kollekcion, illetve
nemesitési vonalak bevonasa a vizsgalatokba tovabbi értékes informaciokat
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adhatnak a nemesitésben torténd felhasznalhatosagukrol. A harom polimorf marker
koziil egyik sem bizonyult univerzalisnak, egyes fagytiird, és fagyérzékeny
genotipusok egyarant hordoztak ellentétes marker alléleket, azonban egy
keresztezési programban a harom marker egyiittes alkalmazasa, illetve a
legmegfelelobb felhasznalasa segitséget nyujthat a kivant fagytiirési tulajdonsag
szegregaciojanak nyomon kovetésére. A fagytlirés komplex, mennyiségi
tulajdonsag, és a toleranciat tobb gén egyiittes hatdsa okozza, az azonban
bizonyitott, hogy az 5H kromoszoma szerepe a fagytlirésben kulcsfontossagu
(Hayes és mtsai. 1993), igy az ide térképezett markerek alkalmasak lehetnek az SH
kromoszoma fagytiirésért felelds régidinak nyomon kovetésére.
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