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A szarazsag- és ozmotikus stressztiirést befolyasold gének azonositasa nehéz feladat,
mivel a teszteket tobb egyedfejlodési fazisban és tobb fliggetlen ismétlés felhasznalasaval
kell elvégezni. Munkank soran sikeriilt arpaban 6 olyan lokuszt — kandidalt gént —
azonositanunk, melyek tobb egyedfejlodési fazisban, és tobb fliggetlen kisérletben is
stabilan befolyasoltak az arpa ozmotikus stressz- és szarazsagtiirését. A legnagyobb hatast
egy, a 7H kromoszéma hossza karjara térképezett gén mutatta. A génhez kapcsolt
markerrel genotipizaltunk egy arpa fajtagylijteménybdl véletlenszerien kivalasztott 40
tavaszi arpa genotipust, amelyeknél két alléltipust sikeriilt azonositanunk. Ezeknek a
vonalaknak az ozmotikus stressztlirését megvizsgalva megallapitottuk, hogy szignifikans
kapcsolat van az alléltipusok eléfordulasa és a fiatalkori ozmotikus stressztlirés kozott.
Mindez arra utal, hogy a nagy stiriségti EST alapt térképekkel azonositott, ozmotikus-
stressztiirést befolyasold génekhez kapcsolt markerek tolerdns genotipusok marker alapu
szelekcidjara felhasznalhatok.
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Identifying of genes affecting osmotic and drought tolerance is really complicated
because of the complexity and developmental stage specifity of drought stress. In the work
reported here 6 candidate genes affecting drought- and osmotic stress tolerance were
identified. The most effective gene was located on the chromosome 7H. This gene was
used for genotyping 40 barley lines with unknown osmotic- and drought tolerance. After
the phenotyping the phenotype-genotype interaction was investigated, and a significant
correlation was found between the allele-composition and the osmotic stress tolerance of
the investigated lines. We conclude that the markers linked to the investigated trait and
identified with high resolution maps could be used for marker assisted selection for the
given trait.
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TILLING

16



Arpa szdarazsagtiirésének vizsgalata

Bevezetés

Napjaink egyik legnagyobb kihivasa olyan mezdgazdasagi novények
nemesitése, melyek az abiotikus stresszek — szarazsdg, magas és alacsony
homérséklet, UV sugarzas, stb. — karositd hatasat jobban elviselik. A szarazsag
az egyik legnagyobb karokat okozoé abiotikus stresszfaktor, mely évrél-évre
komoly termésveszteségeket okoz a termesztett novényeinknél. Szarazsagtlird
fajtak nemesitése igy kiemelkedden fontos, azonban a jelleg komplexitdsa miatt
nehéz feladat. A szarazsagtrést befolyasoldo gének expresszidja fligghet a
novények egyedfejlodési allapotatdl, igy az egyes eltérd fejlodési fazisokban
mas-mas gének jatszhatnak szerepet a szarazsagtiirés toleralasaban. Hazankban
az arpa fontos termesztett gabona, mely nem csak gazdasagilag jelentds, de
egyszeri genomszerkezete miatt modellndvényként is hasznalhaté a genetikai
vizsgalatoknal.

A szarazsagtlirés kisérletes tesztelésére szamos, irodalomban fellelhetd
megkozelités 1étezik. A jelleg komplexitasa és a hosszu, koltséges feln6tt kori
tesztelések miatt az alapkutatassal foglalkozd csoportok foként korai
egyedfejlodési  fazisokban végeznek molekularis genetikai és élettani
vizsgalatokat. Ezek az adatok azonban nem nytjtanak megbizhaté informaciot a
felnottkori toleranciar6l. A szarazsag- és ozmotikus stressztlirést befolyasold
gének azonositasa tehat nehéz feladat: az ujabb kutatasi eredmények szerint ez a
jelleg fejlodési-fazis specifikus, igy a teszteket tobb egyedfejlédési fazisban,
nagy szamu fliggetlen ismétléssel kell elvégezni (Szira et al., 2008).

Munkank célja az arpa szarazsagtiirését megbizhatéan befolyasold gének
azonositasa, jellemzése, illetve az azonositott gének segitségével a marker alapt
szelekcio lehetdségének vizsgalata. Az azonositott kandidalt gének funkcidjanak
ellendrzése céljabol elkezdtiik egy szarazsagtirést befolydsolé génre mutdns
vonalak azonositasat egy arpa TILLING populéacioban.

Anyag és mddszer

Szarazsagtirési kisérleteinkhez 3 arpa (Hordeum vulgare) genetikai anyagot hasznaltunk:

1. Oregon Wolfe Barley arpa térképezési populacio, mely 94 DH (doubled haploid)
vonalbdl all, és egymastol genetikailag tavol 4ll6 sziilok keresztezésébdl szarmazik. A vonalakat
643 EST (Expressed Sequence Tags) alapti markerrel genotipizaltak, a markerek kozotti atlagos
tavolsag 1.8 cM.

2. ICARDA altal 6sszeallitott arpa fajtagyiijteménybdl random kivalasztott 40 tavaszi arpa
genotipus.

3. ,Barke” sorarpabol EMS (etil-metil-szulfondt) alapi mutagenezissel eldallitott
TILLING (Targeting Induced Local Lesion In Genomes) populacio.

Az elsé két populacié ozmotikus-stressz- és szarazsagtiirését 3 egyedfejlodési fazisban
vizsgaltuk meg: 1. csirandvény (8 napos kor), 2. fiatal-ndvénykor (3 hetes kor), 3. érésig nevelt
novények (ebben az esetben mind iiveghdzban, mind szant6foldon, mind automata Ontdzési
rendszerrel ellatott foliasatorban végeztiink kisérleteket).

A csira- ¢és fiatalndvénykori tesztekben vizkulturas rendszerben, poli-etilén-glikol
(ozmotikum) kezelés hatasara bekovetkezé hajtas és gyokérhossz csokkenést vizsgaltuk, mig
felndttkori tesztekben vizmegvonast alkalmaztunk. Minden egyedfejlddési fazisban minimum 3
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fiiggetlen ismétlésben végeztiink el teszteket. Munkank soran elsésorban a biomasszaprodukciot
(csira- ¢és fiatalnovénykor), valamint a terméseredményeket vizsgaltuk, de meghataroztuk a
viragzasi idoket, relativ viztartalmakat, és ozmotikus potencialt is. A részletes tesztelési
koriilmények és az alkalmazott modszerek leirasai megtalalhatok Szira et al. (2008) cikkében.

A statisztika analizishez a Statistica 6.0 (2001) szoftvert illetve a Microsoft Excel
kiilonbozo6 verzioit hasznaltuk. A QTL (Quantitative Trait Locus) analizishez a MapQTL 4.0 (Van
Ooijen, 2003) szoftvert hasznaltuk

A TILLING populaciéban a mutansok azonositasara a Comai et al. (2006) modszert
alkalmaztuk kisebb modositasokkal.

Eredmények és kovetkeztetések

Vizsgalataink eredménye szerint mindegyik egyedfejlodési fazisban
legalabb 4 kiilonbdzé QTL befolyasolja szignifikansan a ndvények ozmotikus
stressz- €s szarazsagtlirését, azonban a csirandvénykorban azonositott 16kuszok
tobbsége nem stressz-specifikus, tehat kontroll koriilmények kozott is
befolyasolja az adott jelleg megnyilvanuldsat. Mindegyik egyedfejlodési
fazisban mas-mas QTL gyakorolja a legnagyobb hatast a toleranciara, tehat a
jelleg fejlodési fazis specifikusan nyilvanul meg. Nem talaltunk korrelaciot a
szarazsag hatasara bekovetkezd terméseredmény csokkenés és az egyes
genotipusok ozmotikus adaptaciora valo képessége kozott.

A vizsgalt jellegekre elvégzett QTL analizis utan minddssze 6 olyan
l6kuszt (kandidalt gént) sikeriilt azonositani (1. abra), melyek tobb fiiggetlen
ismétlésben, ill. tobb egyedfejlodési fazisban is stabilan befolyasoltak az
ozmotikus stressz- illetve szdrazsagtlirést arpaban. A legnagyobb hatast a 7H
kromoszéma hossza karjara térképezett gén mutatta, mely minden vizsgalt
egyedfejlédési fazisban hatassal volt a névények tolerancidjara.

Eredményeink alapjan egyértelmil, hogy a szarazsagtiirésre nagy hatast
onmagaban egy lokusz sem gyakorol (LOD értékek: 2-3 kozott, fenotipusos
varianciara gyakorolt hatas: 15-30 %), ezért megfelelé mértékii tolerancidhoz
tobb allél megfelelé kombinacidju jelenléte sziikséges.

Mivel kivancsiak voltunk arra, hogy az Oregon Wolfe Barley DH
vonalaiban azonositott QTL-ek mas arpa genetikai hattérben is mikodnek-e,
ezért a 7H kromoszoman azonositott génhez kapcsolt markerrel genotipizaltuk
az arpa fajtagylijteménybdl véletlenszerlien kivalasztott 40 tavaszi arpa
genotipust, amelyeknél két alléltipust sikeriilt azonositanunk. Ezeknek a
vonalaknak az ozmotikus stressztirését megvizsgalva megallapitottuk, hogy
szignifikans kapcsolat van az alléltipusok el6fordulasa és a fiatalkori ozmotikus
stressztiirés kozott. Mindez arra utal, hogy a nagy strliségli EST alapu
térképekkel azonositott szarazsagtiiréshez kapcsolt markerek tolerans
genotipusok marker alapu szelekcidjara felhasznalhatok.
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1H 2H 3H 4H 5H 6H 7H

SLC, SDWC, spbwc,

RLT, SLT, QsLT,

SDWT, SDWT,

RWCC, SLT, FLT, SL% \%T
TGWT,PHT S

76.75
SD 0.64

LOD=2.7,D
LOD=2.35,

82.6
SD0.14

LOD=32,
R/D

SD LOD=2.9,

SLC, SLT,
RLC,
SDWC,
SDWT, FLT,
TGWC,
TGWT, OP,
GYC

130.5 cM
133.0cM

143.0 cM

163.0 150.4 ctM

SD LOD=2.5,R

3.80

174.5 cM

210.3 cM
2773 cM

1.abra Az Oregon Wolfe Barley populacid segitségével azonositott ozmotikus stresszt és
szarazsagtlirést befolyasold 1okuszok. Az egyes lokuszok altal befolyasolt tulajdonsagok
roviditései a lokusz mellett baloldalt vannak feltiintetve. A LOD értékként a legnagyobb LOD
érteket adtuk meg. D (DOM) és R (REC) jelzi, hogy mely sziil6t6l szarmazik a nagyobb
fenotipusos értéket ado allél. Roviditések: SLC: kontroll hajtashossz, SLT: kezelt hajtashossz,
SDWC: kontroll hajtasszaraztomeg, SDWT: kezelt hajtds széraztomeg, RLC: kontroll
gyokérhossz, RLT: kezelt gyokérhossz, RWCC: kontroll relativ viztartalom, TGWC: kontroll
ezerszemtomeg, TGWT: kezelt ezerszemtomeg, PHT: kezelt novénymagassag, FLT: viragzasi ido,
OP: ozmotikus potencial, GYC: kontroll termés.

Korabbi vizsgalataink alapjdn nagy hatast gyakorolt az ozmotikus
stressztiirésre az arpaban nemrég jellemzett nud gén (Taketa et al., 2008), mely a
sotlirést és a dormanciat is befolyasolja (Weidner és Lohwasser személyes
kozlés). A gén hatasanak vizsgalata céljabol megkezdtiik mutansok izolalasat az
arpa TILLING populacidban.

Koszonetnyilvanitas
Munkénkat a MOB-DAAD 2005-2006, A GVOP-3.11-2004-05-0441/3.1, a Német-
Magyar PlantResource projekt (PlantResource Phase I, Nap-Bio) és az AGRISAFE palyazat
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