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1. Roviditések jegyzéke

e Dbp - bazis par

e CAPS - cleaved amplified polymorphic sequence (amplifikalt polimorf szekvencia
hasitasa)

e DNS - dezoxi-ribonukleinsav

e dNTP - dezoxiribonukleotid-trifoszfat

e dTTP - deoxitimidin-trifoszfat

e dUTP - deoxiuridin-trifoszfat

e EcoTILLING - Eco-Targeting Induced Local Lesions IN Genomes (Természetes
populaciok egyedeinek genomjaban meglévo eltérések kimutatasan alapul6 technika)

e EDTA - etiléndiamin-tetraecetsav

e F - forward primer

e Flu-12-dUTP - fluoreszcens festékkel jelolt deoxiuridin-trifoszfat

e HI - harvest index

e HvAI1 - Hordeum vulgare L. gene (a késéi embriogenezisben gyakori, in. LEA
fehérjét kodold gén)

e HvARHI - Hordeum vulgare L. gene for aldose reductase (aldoz-reduktdz enzimet
kodold gén)

e HvVDREBI - Hordeum vulgare L. dehydration responsive element binding protein 1 (a
dehidrataci6 soran aktivalodo génszakaszhoz kotddo fehérjét kodold gén)

e HvVDRFI1 - Hordeum vulgare L. AP2 transcriptional activator gene (AP2 transzkripcios
faktort kodolo gén)

e HvVNHXI1 - Hordeum vulgare L. mRNA for sodium/proton antiporter (natrium-proton
antiporter fehérjét kodold gén mRNS szekvenciaja)

e HvVNUD - Hordeum vulgare L. NUD putative ethylene-responsive transcription factor
(etilénre reagalo feltételezett transzkripceios faktort kodolod gén)

e HvVSRG6 - Hordeum vulgare L. stress responsive gene protein 6 (6-os szdmmal jelzett
fehérjét kodolo, stresszre reagalod gén)

e HVPI - Hordeum vulgare L. mRNA for vacuolar proton-inorganic pyrophosphatase

(vakuolaris proton-inorganikus pirofoszfataz fehérjét kddoldé gén mRNS szekvenciéja)



HvPPRPX - Hordeum vulgare L. fungal pathogen induced mRNA for pathogen-
related protein (patogén gombak altal indukalt fehérjét kodold gén mRNS
szekvenciaja)

InDel - inszercio/delécid

LEA - late embryogenesis abundant (az embridfejlodés késoi fehérjéi)

MAS - marker assisted selection (markerekkel tdimogatott szelekcio)

mRNS - messenger RNS (hirvivd RNS)

SNP - single nucleotide polymorphism (egy nukleotidnyi szekvencia polimorfizmus)
RIL - recombinant inbred line (rekombinans beltenyésztett vonal)

RN-az — ribonukledz enzim

RNS — ribonukleinsav

ROS - reactive oxigen species (reaktiv oxigén fajtak)

PCR - polymerase chain reaction (polimeraz lancreakcio)

QTL - quantitave trait loci (mennyiségi tulajdonsag kialakitasaban résztvevo
kromoszoma régid)

R - reverz primer

S - extenzids primer

SSLP - simple sequence length polymorphism (egyszerl szekvencia hosszusag
polimorfizmus)

Taq - Thermus aquaticus polimeraz

TILLING -Targeting Induced Local Lesions IN Genomes (célzottan eldidézett helyi
sériilések genomokban)

TAE - Tris-acetat-EDTA puffer

TBE - Tris-borat-EDTA puffer

TE - Tris-EDTA puffer

Tris - tris-hidroximetil-aminometan

WUE - water use efficiency (vizhasznositasi hatékonysag)



2. Bevezetés

Korunk vildgadnak rohamosan szaporodd népessége novekvd élelmiszer igényt
tamaszt, ami végsd soron az ¢€lelmiszerként vagy éppen takarmanyként hasznositott ndvényi
termékek iranti boviild keresletben jelenik meg. A legkézenfekvObbnek tlinik, a termesztett
novények termdoképességének fokozasa illetve az intenziv termesztési technologiak el6térbe
helyezése. Kérdés azonban, hogy mindez jelenthet-e megoldast.

A novekvo sziikségletek ellatasa céljabol valdszintileg sziikséges bizonyos novények
termesztési teriiletének bovitése 1s. Ez azonban szdmos egyéb nehézség mellett
sziikségszerlien egyiitt jar az adott ndvényfaj szdmara optimalisnak tekinthetd kornyezeti
feltételek megvaltozasaval. Emellett természetesen nem feledkezhetiink meg a gyakran
emlitett klimavaltozasnak tulajdonitott iddjarasi szélsdségek egyre gyakoribb megjelenésérol
sem. A globalis éghajlatvaltozas hatterében meghuz6dd okokat illetden a tudomanyos
megitélés korantsem egységes, a témardl jelenleg is ¢lénk vita folyik, amely sordn a
legkiilonbozoébb érvek és érdekek iitkoznek. Napjainkban a globalis felmelegedésként
koztudatba keriilt klimavaltozas jelentds, gyakran negativ hatast gyakorol a termesztett
novények hozamadra, ezaltal veszélyezti az emberiség ¢lelmiszer ellatasanak biztonsagat.

Vitan feliil all azonban, hogy a légkor atlaghdmérséklete vilagszerte és hazdnkban is
Osszességeben emelkedd tendenciat mutat (1. abra), ezzel parhuzamosan pedig az i1ddjarési

sz¢lsdségek eldfordulasdnak gyakorisaga €s intenzitdsa is novekszik.

Orszagos évi kizéphdmeérsékletek
2001-2010
12.0°C

11.5°C
11.0°C
105°C
10.0°C
0.5°C I
9.0°C
2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010
homogenizalt, interpolalt adatok alapjan

i kizéphdmérsékletek —1971-2000-e= dtlag

1. abra: Az 0j évezred els6 évtizedének atlaghdmérsékleti értékei a korabbi évtizedek atlagahoz
viszonyitva (forras: Orszagos Meteoroldgiai Szolgalat)



Hazankban ugyanakkor az utdbbi években az atlagosnal kevesebb csapadék hullott (2.
abra), amely rdadasul gyakran szélsdséges id6beni eloszlasban érkezett. A komoly héséggel
egyiitt jelentkezd, hosszll idon at tartd csapadékhiany a ndvények stulyos vizhaztartasi zavarat
okozza, mely végso soron a terméseredmények csokkenéséhez vezet. Ennek kdvetkeztében a

csapadékhiany az elmult években sulyos aszalykarokat okozott a mezdgazdasagi kulturakban.

2. abra: A 2011. évi csapadékdsszeg alakulasa hazankban (forras: Orszagos Meteorologiai Szolgalat)

Az aszaly altal hagyomanyosan a leginkabb fenyegetettnek szamito tavaszi vetési
szant6foldi ndvények (kukorica, napraforgd) mellett a korabban kevésbé aszalyérzékenynek
tekintett Oszi illetve kora tavaszi vetést kaldszosok is jelentds terméskieséssel reagaltak az
elmult évek csapadékhianyara. Ennek oka részben a talajok tartalék vizkészletének
kimeriilése, amely a korabban megszokottaktol eltéréen a téli idészakban sem poétlodik
megfelelé mennyiségben.

Ezen kiviil a lehulldé csapadék idGbeni eloszlasat tekintve a sokéves atlaghoz
viszonyitott legnagyobb negativ eltérés a tavaszi honapokban figyelhetd meg (3. abra), mely
idészak éppen egybeesik az arpa legintenzivebb vegetacios idOszakaval. A csapadékhiany
altal eloidézett vizhidny jelentésen visszafogja a ndvények fejlodését, mely a fenologiai
jellegekben is szembetiind modon nyilvanul meg (csokkent ndvénymagassag, kisebb

z0ldtomeg, korabbi kaldszolas, kisebb novényenkénti kaldszszam, alacsonyabb kalaszonkénti



szemszam), végsO soron pedig a vart terméshozamtél vald elmaradasban jelentkezik a
vizhidny hatdasa.

Tovabbi fontos termést meghatarozd tényezd a tavaszvégi, nyareleji szemfeltoltddési
iddészak 1s, amely éghajlatunkon éppen a legcsapadékosabb honapokra esik. Az elmult
években azonban az ekkor lehulld csapadékmennyiség is gyakran elmaradt az atlagos szinttdl,
melynek kovetkeztében a szemkitelitddés akadalyozottd valt, ami hozzajarult az alacsonyabb

terméseredmények kialakulasdhoz.

jan B1% [
febr 38% [ |
marc 98% [
apr 39% [ 1
maj 72% [
jiin 83% [
jul N 149%
aug 2% [ 1
szept M ]
okt 3% [
nov 1% [ ]
dec B 135%
ousz 2011. év 2% [ ]
2

3. abra: A havi csapadékosszegek alakulasa 2011-ben az 1971-2000-es id6szak atlaganak normal
szazalékaban 58 allomas homogenizalt, interpolalt adatai alapjan. (forras: Orszagos Meteorologiai
Szolgalat)

A fenti okokbol kovetkezden jelenleg hazankban is az egyik legfontosabb nemesitési
cél 1j, kedvezdbb szarazsagtiiréssel rendelkezd novény-, kozottiik arpafajtdk létrehozasa,
ugyanis mara a termesztett novények terméspotencialjanak kihasznaldsaban a szarazsag valt
az egyik legjelentdsebb korlatozo tényezdveé.

Az elorelépést neheziti, hogy a szarazsagtlrés fiziologiai hattere részben még
feltaratlan, illetve hatasai gyakran atfedést mutatnak mas abiotikus stressz-faktorok hatasaival.
Ez nehezen attekinthetd helyzetet teremt, és sokszor gatat szab a nemesitdi torekvéseknek.
Tovabba a lassu genetikai elérehaladds okaként emlitendd, hogy a szarazsagtolerancia tobb
gén altal meghatéarozott, kvantitativ jellegi tulajdonsag, azaz szamos QTL (quatitative trait
locus) azonosithatdé kiilonb6z6 kromoszomakon, amelyek kiemelt szerepet jatszanak a

vizhasznositas genetikai szabalyozasaban.



A nemesit6i torekvésekben a jovoben a jelenleginél is nagyobb szerep juthat a
stressztiirés, els6sorban a szarazsagtolerancia fokozasanak, mivel a termOképesség
elsddlegesen fiigghet az adott fajta vizgazdalkodasatol.

Ezek a tobbtényezds célok meglehetdsen komplex feladat elé allitjak a
novénynemesitéssel foglalkozo szakembereket. Az eredményességet eldsegitheti a genomikai
¢s fenomikai modszerek integracioja. Tester €s mtsai. (2010) szerint ezen modszerek egylittes
alkalmazasainak eldnye egyrészt abban keresendd, hogy megteremtheti a lehetdségét a
nagyobb, mar jellemzett genetikai variabilitas bevonasanak a fajtak eldallitasi folyamatéba,
masrészt a modszerek kombinalt hasznalataval mod nyilik 0j, hatékony nemesitési technikak
(molekularis markerrel tdimogatott szelekcio) eredményesebb alkalmazasa elott.

A szarazsagtlirésre torténd nemesités egyik legfontosabb eszkéze lehet a
széarazsagtirés szempontjabol kedvezd hatasti allélvaridnsok - elsdsorban genomikai
modszerekkel végzett - megtalalasa (Cattivelli és mtsai. 2008) és ezek keresztezés soran
torténd bevitele a nemesitési teny€szanyagokba, valamint molekularis markerekkel végzett
nyomon kovetésiik a szelekcio soran.

A gabonaf€lék szarazsagtolerancidjanak vizsgalatdban alkalmazott genetikai vizsgalati
modszerek toretlen fejlodést mutatnak. Az tjonnan kidolgozott, és a korabbiaknal
hatékonyabban alkalmazhat6, nagy teljesitményli genomikai eljarasok megjelenése 1
lendiiletet adott a kvantitativ jellegli tulajdonsagokat befolyasold gének, géntermékek
azonositasahoz (Fleury és mtsai. 2010).

Az 1) generacios szekvenalasi modszerek illetve a bioinformatikai eszkozokkel torténd
adatfeldolgozas alkalmazaséaval a vizsgalatok egyre koltséghatékonyabba valnak (Briutigam
¢s mtsai. 2010). Jelenleg azonban az arpa genomrol még nem 4all rendelkezésre teljes
szekvencia informacido, de a mind hatékonyabb technikdk segitségével nagyszabast
transzkiptum €s fehérje vizsgalatra egyarant lehetdség nyilik (Shinozaki és mtsai. 2007). Ezen
vizsgalatok szdmos, a szarazsagtlirésben valosziniisithetden szerepet jatszo génjelolt
megtalalasat teszik lehetové.

A génjeloltek szerepének tisztazasaban, illetve a szarazsagtiirésre torténd nemesitésben
kulcslépés a genotipusok (értékes génvaridnsokat hordoz6é ndvények ¢€s egyéb nemesitési
anyagok) szarazsagtiird képességének megbizhaté meghatarozasa. A fajtak eldallitasat ugyan
folyamatos fenotipizalasi tevékenység kiséri végig, mégis a jelleg komplexitdsabol eredden a
szérazsagtolerancia kvantitativ értékelése csupan specialis feltételek kozott végezhetd el. A
széarazsag stressz kontrollalt koriilmények kozott mesterségesen indukalhatd Pl. tiveghdzban

vagy automata esOarny¢kolo berendezés segitségével.
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Az utobbi idében novénynemesitéssel illetve a hozza kapcsoldédo alaptudoméanyokkal
foglalkoz6 szakemberek mellett az élettudomanyok szamos mas teriiletén tevékenykedd
kutatok emelik ki publikacidikban a fenotipusos paraméterek pontos ¢és hatékony
meghatarozasanak jelentdségét (Houle €és mtsai. 2010). A fenotipus széleskori jellemzése a
morfoldgiai, fizioldgiai illetve a molekularis paraméterek meghatarozasara egyarant
kiterjedhet (Fabre és mtsai. 2011, Hartmann ¢és mtsai. 2011.) A fenotipus €s a genotipus
kozotti kapcsolat feltarasat nagymértékben eldsegitheti az abiotikus stressz toleranciara
iranyuld vizsgalatok esetén a nagy kapacitdsu, részben, vagy teljesen automatizalt

fenotipizalasi rendszerek alkalmazéasa (Munns €s mtsai. 2010).

A fenomika, mint 6nalld tudomanyag létrejotte nem csupan a kutatok szandékan
mulik, hanem éppen a genomika rohamos fejlddésébdl fakado igény kdvetkezménye.
Figyelembe véve a genomika jelenlegi fejlettségi szintjét és a nemesitési célokat, szamos
kutatds iranyul a genetikai hattér ¢és a kornyezet kolcsonhatasa nyoman kialakulé fenotipus
paramétereinek preciz felvételezésére.

A molekularis genetikai modszerekre alapozott hatékony nemesitési technikdk
fejlodésével egyre inkabb sziikségessé valik a szarazsdgtolerancia tesztelését lehetdvé tevo
eljarasok alkalmazésa (Salekdeh €s mtsai. 2009.). Peleman és van der Voort (2003) szerint a
markerekre alapozott szelekcid soran az 0y fajtak eldallitdsahoz sziikséges 1dodt is jelentdsen le
lehet roviditeni, ha az allélikus variabilitas feltarasaval parhuzamosan kiterjedt fenotipizalasi
tevékenység folyik.

A genomikai és a fenomikai megkozelitések Osszekapcsoldsanak a szarazsagstressz
tolerancia vizsgalataban, azaz a nemesitési célként megfogalmazott kedvezd tulajdonsdgok
genetikai hatterének megismerésében a markerekre alapozott szelekcid sordn az eldnyds
tulajdonsagot hordoz6 utdodok hatékonyabb kivalasztasa jelentdsen eldsegitheti, gyorsithatja

az 1j kedvezdbb tulajdonsagokkal rendelkezd fajtak megsziiletését (Roy és mtsai. 2011).

A fenti tudomanyos hattér figyelembevételével a jelen munkank arra iranyul, hogy az
arpa néhany kivalasztott, szarzsagstresszre aktivaloddo génje esetében az EcoTILLING
megkdzelités segitségével megteremtse a metodikai alapokat az allélvariansok azonositasahoz
illetve tesztelje azt a Komplex Stressz Diagnisztikai Rendszert, amely képalkotasi
modszerekkel értékeli az arpa genotipusok fejlddését vizhidnyos koriilmények kozott. A
kapott kisérleti adatok lehetdséget nyljtanak arra, hogy kapcsolatot keressiink a vizsgalt

gének haplotipusai és a szarazsagstresszel szembeni érzékenység kozott.
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3. Irodalmi attekintés

3.1. A novényeket éro stresszhatasok és kovetkezményeik

A Selye Janos altal kidolgozott stresszdefinicid ¢€s altalanos adaptacidés szindroma
elmélet elsdsorban az emberi ¢életmiikodésekre vonatkozott, mely a stresszor — stressz —
stressz reakcid egymasbol kovetkezd harmas ok-okozati egységére épiilt. Azdta a jelenséget
altalanos érdeklddés ovezi, megismerése €s kivédése céljabol szamos kutatds folyt, és zajlik
jelenleg is. Id6kozben vilagossa valt, hogy a stresszjelenség az egész ¢€lovilagban altalanos
érvényll, a megvaltozott feltételekhez torténd folyamatos alkalmazkodas (akklimatizacio) az

¢letben maradas alapfeltétele, az adaptacié pedig egyben a torzsfejlodés egyik mozgatorugoja.

Az ¢élovilag részeiként a ndvények is szamos olyan kdrnyezeti hatdsnak vannak kitéve,
melyek az optimalistdl jelentOsen eltérd koriilményeket teremtenek szamukra, és amelyeket
helyhez kotott €letmodjukbol adododan tulélésiik érdekében toleralniuk kell.

A novényeket €érd stresszhatasok elsé megkozelitésben mas ¢élélények altal kivaltott
(biotikus) €s kornyezeti hatasok kovetkezményeként jelentkezd (abiotikus) hatasok lehetnek
(Levitt 1972). Jelenleg az abiotikus stresszhatdsok koz€é tartozo szarazsagstressz
vildgviszonylatban is az egyik legkomolyabb gazdasagi jelent0séggel bird, termesztett
novényeket karositd kornyezeti faktor. A szarazsagtiirés fogalma sokféleképpen értelmezhetd.

A viz felvehetdségét a ndvény szovetei illetve a talaj kozotti vizpotencial kiilonbség
hatarozza meg (Verslues és mtsai. 2000). Szarazsagstresszrol akkor beszélhetiink, ha a
novény vizmérlege felborul, azaz a vizvesztés sebessége meghaladja a vizfelvétel kapacitasat.
Ez altalaban akkor kovetkezhet be, ha nem 4&ll rendelkezésre elegendé felvehetd
vizmennyiség, amely a gyakran fokozott mértékii transzspiracids vizvesztést potolni tudna.

A vizhiany altal eldidézett stressz hatéas altaldban nem dnmagaban jelentkezik, gyakran
magas homérséklet altal okozott stresszel, magas s6 koncentracidval esetleg alacsony
hémérséklettel tarsul, illetve a felsorolt stresszhatasok jarulékos kovetkezményeként alakul ki.
A csapadékhidny miatt bekovetkezd nagyfoku vizhidny az aszaly, ami gyakran magas
homérséklet okozta stresszel tarsul. Hosszan tartd csapadékhiany kovetkeztében a talaj
mélyebb rétegei is kiszaradhatnak. A vizvesztést fokozhatja tovabba az alacsony légkori
paratartalom és magas homérséklet is.

A termesztett novények esetében a szarazsagtiirés leginkdbb a vizhidny esetén mért

terméshozam csokkenéssel jellemezhetd (Passioura 1996). A szdrazsagstressz €s az azt
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gyakran kisérd hdstressz meglehetdsen komplex hatasu a gabonafélék életmitkodéseire nézve,
de végsd soron valamennyi karosodas a termésmennyiség csokkenésében nyilvanul meg
(Barnabas €s mtsai. 2008).

A talaj csokkend viztartalma esetén elséként a gyokérzet érzékeli a vizhidnyt. A talaj
viztartalmanak csokkenésével fokozatosan akadalyozottd valik a viz és az 4&svanyi
tapelemekhez vald hozzéajutas, amely a novény vizhaztartdsanak felborulasahoz, illetve
tapanyagfelvételi zavarokhoz vezethet. Ezek egyiittesen a normalis anyagcsere kiilonbdzo

mértékli megvaltozasat eredményezhetik.

A vizhiany az arpa gyokér szoveteiben fokozott abszcizinsav termelést indukalhat, ami
fokozott gyokérndvekedést idéz eld. Ezaltal lehetdvé valhat a mélyebb talajrétegekben 1évo
viztartalékok hasznositdsa. Az abszcizinsav a fold feletti ndvényi részekbe transzportalédva a
csokkent viztartalommal egylitt a gazcserenyilasok zarodasat okozza, amely a gézcsere
csokkenése utjan a fotoszintézis gatlasat eredményezi (Chaves ¢s mtsai. 2008). E folyamat
eredményeként végiil a szénhidrat szintézis is akadalyozottd valik, ezzel egyiitt a sejtosztodasi
¢s megnyulasi folyamatok is gatlast szenvednek.

A megvaltozott koriilmények hatdséra illetve az azokhoz torténd alkalmazkodas soran
szdmos molekularis szintli folyamat is meghuzdodik a fizioldgiai valtozasok és reakciok
hatterében. Atfogd hatast, génexpresszid szintli valtozasok kovetkeznek be a vizhiany kéros
hatasainak kivédése céljabol, ezek eredményeként pedig morfologiai, fiziologiai és biokémiai
szintli stresszreakcidk jonnek 1étre (Shao €s mtsai. 2008).

Természetesen a vizhiany illetve a hdstressz a generativ szervekre is jelentds hatést
gyakorol. Kedvezdtleniil befolydsolhatja a megtermékenyités folyamatat, valamint az embrio

¢s az endospermium fejlodését is.

3.2. A vizhiany okozta karok kivédését lehetévé tevdo mechanizmusok

A novények vizhidnyra adott reakcidja €és az akklimatizaci6 folyamata meglehetésen
sokrétli. A vizhiany kovetkeztében illetve karos hatasainak mérséklése érdekében kiilonb6z6
morfologiai, sejtszintli biokémiai illetve génexpresszids valtozasok kovetkeznek be. Ezek
koziil legszembetiindbbek a morfoldgiai valtozasok, melyek egyrészt a sejtek turgorvesztése
¢s karosodasa (hervadaés, kiszaradasi tiinetek) kovetkeztében, masrészt az akklimatizacio (a

parologtatas és a fotoszintetikus aktivitas csokkenése, hajtas €s gyokér novekedési aranyanak
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megvaltozasa) vagy a tulélés, illetve a fajfenntartds érdekében (lerdvidiilt életciklus,
felgyorsulo termésképzés) kovetkeznek be.

Ezeknek a folyamatoknak a hatterében a novényt felépitd sejtek és szovetek
anyagcseréjének, metabolizmusanak megvaltozasa all, melyek kiilonbozé jelatviteli
rendszerek hormonalis vélaszaira, végsd soron pedig részben transzkript szintli torténésekre
vezethetOk vissza. A vizhiany kedvezOtlen hatisainak kivédését lehetoveé tevd folyamatok
beinditasdban fontos szerep jut a génmikodést szabalyozo transzkripcios faktoroknak. A
stresszreakcid sordn nagyszamu gén koordindlt egylittmiikodésére van sziikség, ezért a
stresszvalaszban résztvevd gének promoterszekvencidi bizonyos transzkipcios faktorok
kapcsolodasi szekvencidit tartalmazzdk (Kim és mtsai. 2011). Az Un. cisz szabalyozo
elemekhez stressz hatdsara kotddo transzkripcios faktorok 6sszehangolva beinditjak az egyes
stresszgének milkodését ¢€s ezzel hatékonyan ¢és viszonylag gyorsan képesek az

akklimatizacios folyamatokat aktivalni.

A vizhiany elleni védekezésben kulcsszerepet tolt be a transzspirdcios aktivitas
szabalyozasa (Schroeder, 2001). A gazcsere nyilasokon keresztiil végbemend I€gcsere egyben
az egyik legfontosabb vizvesztést eloidéz6 folyamat. Ezért a szarazsaghoz torténd
alkalmazkodas soran kiemelkedd szerep jut a sztomdk zardsejtjeinek nyitottsaga Utjan
szabalyozott légcsere kontrolljdnak. Gabonafélékben a sztomakon keresztiil lezajlo 1égcsere
szabalyozasa meghatarozd jelentdségli a termésmennyiség kialakitasa szempontjabol (Blum
2009).

A légrések nyitottsdganak szabalyozasaban funkcidja van bizonyos ndvényi hormonok
altal hordozott kémiai szignaloknak. Ezen jelmolekulak koziil a legnagyobb jelentdséggel az
abszcizin sav rendelkezik, amely vizhidny hatasara a gyokérben termelddik, majd a xilémen
keresztiil transzportalodva a foldfeletti részekben - egyik fontos hatdsaként - a sztdmak zarasa
utjan mérsékli a transzspiracid miatt bekovetkezd vizvesztést (Schachtman és Goodger 2008).
A hormon szerteagazd hatasmechanizmusdnak ereddje a gyokérnovekedés fokozodasa és
vizfelvétel emelkedése, illetve a vizvesztés mérséklése, ezaltal képes emelni a ndvény
vizpotencialjat. Az abszcizin sav katabolizmusanak ¢és homeosztazisanak szabalyozasa

kiemelt jelentdségli a gabonafélék stressztoleranciajanak kialakitasdban (Ji €s mtsai. 2011).

A novényekben, az Oket ¢érd kornyezeti stressz hatdsokkal szembeni rezisztencia
fokozésa érdekében szamos mas védelmi mechanizmus is megtalalhatdé (Smirnoff és mtsai.

1998). A csokkend vizpotencidlbol eredd akadalyozott vizfelvétel helyreallitasa, illetve a viz
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megtartdsa céljabol a sejtekben kompatibilis ozmotikumként funkcionaldo vegyiiletek
képzddhetnek; Pl: aminosavak (prolin), betain, cukrok (trehal6z), cukor-alkoholok (mannit,

szorbit) (Chen és Murata 2002).

A vizhidny hatdsa sejtszinten is megmutatkozik, szinte valamennyi sejtalkoto
makromolekuldra (fehérjék denaturacidja, membranok integritasdnak elvesztése) ¢és
anyagcsere folyamatra karos hatast fejt ki. Ezen hatasok és kovetkezményeik kivédésére
olyan fehérjék, mint példaul a LEA (Late Embryogenesis Abundant) fehérjék, melyek
feliiletiikon vizet €s benne oldott ionokat megkotik, igy képesek fenntartani a sejtalkotod
makromolekuldk szerkezeti integritdsat, ezaltal megdrizik funkciondlis épségiiket (Xu és
mtsai. 1996; Hundertmark ¢és Hincha 2008). Alapvetd szerepiikb6l adoddéan az
ozmotikumként és védd fehérjeként funkcionald vegyiileteknek és fehérjéknek kiemelkedd

szerepiik lehet a szdrazsag tolerancia fokozasaban (Jinyou és mtsai. 2004).

A sejtekben rendkiviil sokrétii feladatot toltenek be a chaperonok (hdsokk fehérjék)
azzal, hogy esszencidlis jelentdségli  fehérjemolekuldk miikodéséhez  sziikséges
konformaciojat stabilizaljak. Ez a fehérje csoport a normalis sejtmiikddés esetén is részt vesz
a fehérje molekulak funkcioképes szerkezetének kialakitdsaban €s fenntartasaban, de szerepiik

kiilondsen jelentds vizvesztés esetén (Demirevska és mtsai. 2008).

A ndvényi sejtekben fiziologids koriilmények kozott bizonyos anyagceserefolyamatok
melléktermékeiként folyamatosan keletkeznek szabadgyokok, melyek semlegesitését specidlis
antioxiddns enzimrenszer végzi. Ezen kiviil a ndvényeket érd stresszhatasok 4altalanos
kovetkezménye a reaktiv oxigén szarmazéekok €s egyéb szabadgyokok fokozott képzddése €s
az ennek eredményeként a sejten beliili oxidativ koriilmények miatti oxidativ stressz
kialakulasa. A természetes koriilmények kozott jelenlévd, illetve képz6dd oxigén molekuldk
hatasara normal fiziologiai allatpotban is redukalt, rendkiviil erds és reakcidképes
oxidaloszerek képzddnek. A szovetekben megtalalhato erésen reakcioképes oxidald vegylileteket
Osszefoglalo néven reaktiv oxigénformaknak (ROS) nevezziik. Két fobb csoportjukat szokas
megkiilonboztetni: (i)- szabadgyokok (szuperoxid gyok, hidroxil gyok, perhidroxi gyok, alkoxi
gyok) (ii)- molekularis formak (hidrogén-peroxid, szinglet oxigén) (Gill és Tuteja 2010).

A stresszhatasok kovetkezményeként keletkezd fokozott szabadgyok képzddés
nagymértékben karosithatja a sejt anyagcsere folyamatait, illetve makromolekulainak (lipidek,

fehérjék, DNS) karositdsa utjan is komoly ¢€lettani hatéssal birhat. Az oxidativ stressz egyik
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legjelentdsebb karositd hatdsa ndvények esetében a fotoszintetikus appardtus funkcidjanak
gatlasan keresztiil nyilvanul meg.

A keletkezett kéros reaktiv vegyiiletek semlegesitésére a sejtekben szamos antioxidans
hatasu anyag (Pl: karotinoidok, tokoferol, aszkorbinsav) illetve a szabadgyokok
semlegesitését végzd enzim (Pl: szuperoxid-dizmutaz, peroxidaz, katalaz enzimek) talalhato
(Apel és Hirt 2004). Gabonafélék esetében bizonyos antioxidans enzimek sejtekben mért
szintjei egyértelmii Osszefliggést mutatnak az adott genotipusok szarazsag tolerancidjaval
(Bencze ¢és mtsai. 2011), ilyenek a természetes korilmények kozott az arpaban is
megtalalhatd aszkorbat peroxiddz, kataldz, glutation reduktiz ¢€s glutation-S-transzferaz

enzimek.

3.3. A szarazsagtiirés genetikai hattere

A szarazsag fent emlitett hatdsainak kivédésére vagy mérséklésére iranyuld
valtozasok hatterében természetesen minden esetben génszintli valtozasok is allnak. Ezeknek
a valtozdsoknak megértése valamint a fenotipusos ¢és génszintli torténések kozotti
osszefliggések kideritése rendkiviil komplex feladat.

A szérazsagtiirés kvantitativ jellegi tulajdonség, azaz kialakitdsaban szamos gén
jatszik szerepet. A tulajdonsag molekularis hattere teljes egészében nem tisztazott. A helyzetet
nagymértékben neheziti, hogy a kialakitasdban szerepld jelatviteli utak gyakran
nagymértékben atfednek mas abiotikus (magas és alacsony hdmérséklet, magas sé

koncentracid, UV sugarzas) és biotikus stresszfaktorokéval.

A szérazsagtirést, mint rendkiviil Osszetett jelleget befolydsoldo fenotipikus
tulajdonsagok igen sokrétiiek, igy szamos kromoszomalis régid gyakorol kozvetleniil vagy
kozvetve befolyast a szarazsag toleranciara. Az arpa esetében nem all rendelkezésre atfogo
jellegli géntérkép, ezért a kukorica példajan keresztiil szemléltethetd a jelleg sokszinlisége. A
kukorica 10 kromoszoémaja koziil 6 kromoszémara térképeztek olyan lokuszokat, amelyek
részt vesznek a vizhidnyra adott stresszvalaszban, illetve az ellenalloképesség kialakitasaban

(5. ébra).
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5. abra: A kukorica hat kromoszoémajan feltérképezhetdk olyan régiok, amelyek befolyasoljak a
vizhianyra adott stresszvalaszt, a ndvények ellenalloképességét. &= termés; -E- bz B
111173 levélméret; L2 gyOkér szaraztomeg; NG z0ldtomeg; <. gyoOkérsiiriiség; * levél
abszcizinsav-tartalom; #i: relativ viztartalom; N ozmotikus potencial;

%:cukorkoncentrécié (Az abra Rahman és mtsai. 2011 nyoman késziilt).

Az arpa genomjaban tobb, a szdrazsag toleranciat befolyasolo QTL régio talalhato,
melyek elsésorban 2H ¢és SH kromoszémakon QTL klaszterekbe tomoriilnek. A QTL régiok
azonban Osszességében a genom kozel felét lefedik. Mivel tehat a szarazsagtiirés rendkiviil
komplex jelleg, ezért a kialakitasaban részt vevd faktorok vizsgéalatdhoz genomikai eszk6zok

sziikségesek (Tuberosa €s Salvi 2006).

A novények szarazsag stresszre adott alapvetd, sejtszintli valaszreakcidja bizonyos
gének expresszidjanak pozitiv vagy éppen negativ iranyban torténd modositdsa. Ennek
kovetkeztében bizonyos biokémiai folyamatok megvaltoztatdsa utjan a ndvény fiziologiai
paramétereiben is a stresszhatds kovetkezményeinek mérséklését eldsegitdé valtozasok
kovetkeznek be. A transzkripcid szintli valtozasok kiilonbozé jelatviteli utak altal befolyasolt

transzkripcios faktorok hatasaként kovetkeznek be. Hatdsukra fokozott mértékben irddnak at
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stresszfehérjék, a stresszvalaszban szerepet jatszd hormonok, illetve egyéb védd molekulak
bioszintézis enzimrendszerének elemei, illetve tovabbi transzkripcids faktorok génjei is.

A molekularis biologia mddszereivel legbehatobban jellemzett modellnovényben, az
Arabidopsis thaliana -ban az abiotikus stressz tolerancia kialakitdsaban ¢€s a stresszvalaszban
szerepet jatszd proteinek két f6 csoportra: funkcionalis és szabalyozo fehérjékre oszthatdok
(Shinozaki ¢és Yamaguchi-Shinozaki 2007). A kozvetlen funkcioval rendelkezd fehérjék
csoportjaba sorolhatok a vizcsatorna fehérjék, bizonyos transzporterek, a detoxifikdcidban
részt vevd enzimek, a makromolekulakat védd faktorok (LEA fehérjék, chaperonok),
ozmolitok (prolin, cukrok) bioszintézisének kulcsenzimei valamint bizonyos protedzok. A
szabalyozo szereppel rendelkezd fehérjék koz¢ sorolhatdk a transzkripcids faktorok, a protein
kinazok illetve foszfatazok, a foszfolipid metabolizmus fehérjéi, valamint a
széarazsagtoleranciaban fontos szereppel rendelkezé novényi hormon, az abszcizinsav

bioszintézisének enzimei.

3.4. Az EcoTILLING médszer szerepe a genetikai variabilitas feltarasaban

Napjainkban kiterjedt kutatds folyomanyaként latnak napvilagot olyan eredmények,
melyek bizonyos gének szarazsagtlirésben betoltott szerepét valoszintisitik. A helyzetet
azonban neheziti a vizsgalt faj egyedei, genotipusai kozott fennalld genetikai variabilitas,
mely az egy adott l0kuszban megtalalhato kiilonb6zo allélvariansok jelenlétébdl adodik.

A  kozelmultban kiilonb6z6 megkozelitéseket alkalmazd genetikai analizisek
iranyultak a gabonafélék, kozottiikk az arpa szarazsagtoleranciajanak kialakitasdban résztvevo
genetikai faktorok azonositasara illetve részletes vizsgalatara (Guo €és mtsai. 2009, Talame és
mtsai. 2007, Marzin ¢és mtsai. 2008). Ezen vizsgalati modszerek (Pl: QTL analizis, gén
expresszids vizsgalatok, transzgénikus vizsgalati modszerek) eredményei alapjan tobbféle gén
illetve géntermék széarazsagtoleranciaban betoltott szerepe valdszinisithetd. Azonban a nagy
hatékonyagli modszerek alkalmazasaval feltart génjeldltek stressztoleranciaban betoltott
valosziniisitett funkcioja - részben a szarazsagtlirés kvantitativ voltabol fakadoan - csak kevés
esetben igazolhato egyértelmiien.

Tovabbi akadalyt képez a talalt gének szarazsagtiirésben betdltott szerepének pontos
megismerése eldtt, hogy az altaldnosan hasznalt vizsgalati modszerek gyakran nem terjednek
ki a gének allélikus variabilitdsanak megismerésére. Ennek oka elsdsorban az ilyen

vizsgalatok magas koltség- €és iddigényében keresendd.
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Annak érdekében, hogy a szerzett ismeretek kozott el tudjunk igazodni, illetve tovabb
tudjunk lépni a szdrazsagtiirés, mint kvantitativ jelleg kialakitasaban résztvevd gének pontos
funkcidjanak tisztdzasdban; elengedhetetleniil sziikséges a gének ¢és allévaridnsaik
széarazsagtoleranciaban betoltott szerepének megismerése. Erre a feladatra kinal lehetdséget az
EcoTILLING technologia.

Az EcoTILLING (Comai ¢s mtsai. 2004) modszer a TILLING technologia
természeteses populaciok genom diverzitadsanak feltarasara alkalmazott valtozata.

A TILLING (Targeting Induced Local Lesions IN Genomes, Colbert és mtsai. 2001)
moddszer kémiai mutagenezisre épiil, mellyel nagyszdmu egyedben, szdmos mutacidt idéznek
el6. A kiilonb6zd egyedekben keletkezett eltérd mutdcidkat nagy ateresztd képességli
modszerrel detektaljak, mely bizonyos PCR [épéseken, heteroduplex képzésen ¢és a

szekvencia eltérések nukledzokkal torténd emésztésén alapul (4. abra).

Q Homoduplex +—————¢ b 1,169 bp
E — % 1,169bp
Heteroduplex +ﬂ/—ﬂ' Denaturacié E——— 730 bp
Heteroduplex +_"\—7,—* +— 439 bp
1,100 bp = TTITIT I Y Tll' -"L-‘IJSQDP T I-r: 11 * 1169bp
it et T
900 bp BRI AL RLLLL Weanea L RLL |
R :‘“l; s
COTR i 11 I e
AT HHHH !
:BH I E
B+ 439 bp —b-;litil‘;ll-;llu—;;;;“u‘ ¥ lll
El
200 bp - - . ] £ L

4. abra: a: A heteroduplex molekulak mismatch pozicidiban egyszalu DNS specifikus
endonukleazokkal végzett enzimatikus emésztés sematikus rajza. b: az altalanosan hasznalt kiilonb6z6
fluoreszcens festékekkel jelolt molekula fragmentumok kimutatasa és méret szerinti elkiilonitése (Till

¢és mtsai. 2006/1).

Az EcoTILLING egy nagy ateresztoképességli, koltségkiméld technologia, amely

alkalmas a természetes populdciokban jelenlévé polimorfizmusok hatékony feltdrasara. A
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technologia egyardnt lehetévé teszi a polimorfizmusok megtalaldsat és a haplotipusok
elkiilonitését az egyedi allélvariansok szekvencidjanak meghatarozésa utjan.

Az EcoTILLING technologia kivaldéan alkalmas a természetes populaciok genetikai
diverzitasanak gyors és koltséghatékony mddon torténd feltdrdsara. Segitségével a vizsgalt
populaci6 adott génszakaszaiban meglévd valamennyi polimorfizmus kimutathat6; szamuk,
tipusuk ¢és elhelyezkedésiik is pontosan meghatdrozhatd. A moddszer hasznalataval
inszerciok/deléciok (InDel), valamint egyetlen bazisparnyi eltérések (SNP = Single
Nucleotide Polymorphism) is kimutathatok a vizsgalt populdcio egyes tagjai kozott.

A modszert, széleskori felhasznalhatésdganak koOszonhetéen szamos célra
alkalmazzak. Human gyogydszati jelentdsége elsOsorban az 6roklodd genetikai eltéréseket
hordoz¢ allélvariansok azonositdsaban keresendd (Till és mtsai. 2006/2).

Yu ¢és mtsai. (2012) EcoTILLING moédszerrel rizsben 24 transzkripcios faktor csalad
promoter szekvencidjanak allélikus variabilitdsat tartdk fel, melynek soran sikeriilt tobb
esetben  asszociaciés  kapcsolatot  kimutatni a  vizsgdlatba vont  genotipusok
széarazsagtoleranciajaval 6sszefliggésben.

Az EcoTILLING mddszert arpa vonalakban Mejlhede és mtsai. (2006) alkalmaztak
lisztharmat rezisztencia gének (mlo €s Mla) allélikus variabilitasanak feltarasara. Lababidi €s
mtsai. (2009) indukalt mutagenezissel eléidézett misszensz mutacidkat mutattak ki 2 dehidrin
génben a TILLING mddszer segitségével kozel 10 000 mutans arpa vonal vizsgalataval. Xia
¢s mtsai. (2012) a klorofill A/B kotd fehérjét kodoldé Lhcbl gén EcoTILLING analizissel
kimutatott allélikus variabilitdsa és az arpa 6 agrondomiai tulajdonsaga (ndvénymagassag,
kalaszhossz, kalaszonkénti szemszam, ezerszemsuly, zdszldslevél teriilet és szin) kozott

talaltak korrelaciot .

3.5. Az arpa bioldgia jellemzése

Régészeti bizonyitékok utalnak arra, hogy az arpat mar a kdkorszaktdl kezdédéen
termesztették. A novényfaj termesztése, fogyasztasa ¢és felhaszndldsa az emberi kultara
b6les6jébdl, E16-Azsiabol kiindulva kdzel 10 000 év alatt az egész vilagon elterjedt.

Az arpa (Hordeum vulgare L.) a fufélék (Poaceae) csaladjaba, azon beliil pedig
Triticeae tribusba tartozik, tobb mas fontos termesztett gabonafélével egyiitt (Pl: buza, rozs).
A termesztett arpa mellett a rendkiviili alakgazdagsagth Hordeum nemzetségbe 16 vad arpafaj

tartozik. A mai termesztett arpafajtak Osének a Hordeum vulgare L. ssp. spontaneum-ot
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tekintik. Ez a vad kétsoros arpafaj a Kozel-Keleten, elsésorban a mai Torokorszag teriiletén
napjainkban, természetes koriilmények kozott is megtalalhatd. Az egynyari, fiire emlékeztetd
novény jellegzetessége a teljes €résben széthulld kétsoros kalaszorso.

Termesztési teriiletét tekintve a vilagon a negyedik legelterjedtebb gabonaféle, kozel
100 milli6 hektaron termesztik. Legjelentdsebb kenyér €s takarmany gabonaként torténd
felhasznalasa mellett a soriparban a maldtagyartds fontos alapanyaga, illetve a
reformtaplalkozas eldtérbe keriilésével kozvetlen fogyasztasa is egyre fontosabb szerepet kap
(Pl: arpagyongy, arpafli). Hazdnkban a magasabb termdéképességgel €s termésstabilitassal
rendelkezd Oszi arpa elsdsorban takarmanyként keriil felhasznéalasra. A tavaszi arpa fajtakat
foként a soripar hasznositja, de takarmanyként valamint élelmiszer-alapanyagként is szolgal,
emiatt jelentdsége folyamatosan novekszik.

Rendszertani szempontbdl a kaldszban 1év0 termékenyiilt kaldszkédk szama alapjan
megkiilonboztetlink kétsoros valamint tobbsoros arpakat, utobbiak koziil elsésorban a 6
sorosak terjedtek el. Egyvirdga, ontermékenyiilé kaldszkai harmasdval iilnek a kalaszorso
padkéin. A hatsoros arpa padkdin mind a harom, mig a kétsoros arpa esetében csupan egy

virag termékenytil meg.

Fontos gazdasagi jelentdsége mellett a szarazsdg tolerancia genetikai hatterében
meghtiz6do genetikai faktorok megismerését célzo kutatdsok fontos modellndvénye az arpa
(Hordeum vulgare L.), melynek okai els6sorban a ndvény aldbbi tulajdonsagaiban

keresendok:

» Az arpa a hazankat és a vilagot tekintve is komoly gazdasagi jelentdséggel bir. A
sOripari €és a takarmanyozadsi célra torténd felhaszndldsa mellett fontos
kenyérgabonaként is szolgal. Jelentdsége napjainkban tovabb novekszik.

» Az 5 kontinensre kiterjedd termesztési teriilete szamos helyen a szarazsagstressznek
nagymértékben kitett, er6sen vizhianyos teriiletekre is benyulik. Ezt rendkiviili
alakgazdagsaga teszi lehetové, amely a nagymértékii genetikai valtozatossagan
alapszik.

» Ebbdl fakadoan tulzas nélkiil allithatjuk, hogy az arpa génkészletében szinte
kimerithetetlen genetikai potencidl rejlik, mely kozvetleniil felhasznalhat6 a szarazsag
tolerancia genetikai modszerekkel torténd javitasat célzo kutatasok soran.

» Emellett az arpa genetikai modszerekkel viszonylag egyszerlien vizsgalhat6é diploid

genommal rendelkezik, szemben olyan mas gabona fajokkal, mint példaul a buza,
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melynek hexaploid kromoszomakészlete rdadasul homeologiat mutat az arpa 7
kromoszomajaval.

» Ennek kovetkeztében az arpa genetikai analizise nyoman sziileté eredmények tobb, a
vildg élelmiszerellatdsaban kiilon-kiilon is kiemelt jelentéséggel bir6 gabonaféle
termesztési tulajdonsagainak javitasahoz is hozzajarulhatnak.

» Nagy felbontasu, cDNS-ek illetve SNP-k felhasznaladsaval készitett genetikai térképek
allnak rendelkezésre (Aghnoum és mtsai. 2010; von Korff €s mtsai. 2008).

» Folyamatosan né a genom szekvenalasi programoknak kdszonhetden a szekvencia
adatbazisok hasznalhatosaga (Vogel és mtsai. 2010).

» A mutans gylijtemények felhasznalasa széleskort (Gottwald és mtsai. 2009).

» A génbeépités, a genetikai transzformaci®6 modszerei hatékonyan alkalmazhatok

arpaban (Shrawat és mtsai. 2006).

3.6. Az arpa szarazsagtiirése

Az arpa genotiusok kozott szamos olyan talalhatd, amely a kiilonbozd stressz
hatasokkal szemben altalanos értelemben véve, hasonlé gabonafélékkel 6sszevetve alapvetden
toleransnak tekinthetd. Ezen kiviil a kiilonb6z6 kornyezeti feltételekhez valé alkalmazkodo
képessége is kiemelkedd a termesztett gabonafélék koziil. Az egyes genotipusok kozott
azonban jelentds eltérések tapasztalhatok a stressztolerancia tekintetében. Ez a variabilitas
elsdsorban a faj kiterjedt, a legkiilonb6zobb éghajlata és mikroklimaju teriileteket magaban
foglal6 termesztési zonajanak tulajdonithato.

A szérazsagtlirés az arpa esetében is rendkiviil komplex ¢€s kvantitativ jelleg, azaz
kialakitasaban szamos gén, eltérd aranyban megnyilvanulé hatdsa additiv médon érvényesiil.
Az arpa a molekularis genetikai kutatasokban kiemelt szereppel rendelkezik, mely egyrészt
gazdasagi jelentdsegébodl, masrészt modellként vald hasznalatabol fakad.

A szarazsag toleranciaban szerepet jatszé kromoszomalis régiok meghatarozasahoz
gyakran eltérd toleranciaji vonalak keresztez€sébdl szarmazd RIL (recombinant inbred line)
populacidkat hasznalnak. A komplex jelleg kialakitasdban résztvevdé QTL (Quantitative Trait
Loci) 16kuszok elhelyezkedését a fenotipusos paraméterek statisztikai elemzésével hatarozzak

meg.
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Szarazsagtiiréssel kapcsolatos tulajdonsadgok vizsgalata sordn szdmos gént illetve QTL
régiot azonositottak mar arpaban (Langridge et al. 2006). Az azonositott QTL-ek lefedik a
genom kozel 50 %-at, e régidk a kromoszémakon gyakran QTL klaszterekbe tomoriilnek.

A magasabb termdéképességgel rendelkezd ER/Apm és a  kedvezd
szérazsagtoleranciaval rendelkezd Tadmor genotipusok keresztez€ésébdl szarmazo
rekombinans beltenyésztett populaciod vizsgalata Gtjan von Korff és mtsai. (2008) nagyszabasu
kisérletben 14 agrondémiai paramétert vizsgaltak mediterran, szdraz termOhelyi adottsdgok
mellett 16 kiilonb6z6 kornyezeti feltétel kozott. Szadmos QTL régid hatasat vizsgaltak
markerek segitségével.

A stressztolerancia szempontjabol szenzitivnek tekintheté ER/Apm genotipusbdl
szarmaz6 allélek szarazsagtiirésben megnyilvanuld additiv hatasat a kapcsolt markerek
segitségével a magasabb termésszintet lehetdvé tevd termOhelyi adottsagok mellett is ki
tudtdk mutatni, mig a tolerdns, de alacsonyabb termdképességli Tadmor genotipusbol
szarmazo allélek hatdsa kizardlag a magasabb stressz szintli kisérleti koriilmények kozott
mutatkozott meg. Tehat a termdképességet befolyasold genetikai faktorok hatasa mar kisebb
vizmegvonas mellett is érvényesiil, mig a szoros értelemben vett szarazsagtoleranciat
kialakito régiok elsésorban erdsebb stresszhatasok esetén keriilnek elétérbe.

Az arpa szarazsagtolerancidjanak kialakitdsasdban is kiemelkedden fontos szerep jut a
sztomakon keresztiil lezajlo gazcsere szabdlyozasdnak. A termésképzés idotartama alatt
eldidézett vizmegvonas esetén szignifikans 0sszefiiggés mutathatd ki a termésmennyiség €s a
sztomak konduktancidja kozott (Gonzalez €s mtsai. 1999).

Az utobbi id6ben a terméseredmények fokozasat elsdédleges célul kitlizé arpanemesités
vildgszerte a felhasznalt genetikai hattér sziikiiléséhez vezetett (Worch ¢és mtsai. 2011).
Ugyanakkor a rendiviil alakgazdagsagot €és genetikai valtozatossagot mutatd arpa esetében
szamos lehetés€ég mutatkozik 1) genetikai forrasok (tajfaltdk, vad valtozatok, GM
genotipusok) bevondasara.

Uj, kedvezdbb tulajdonsagot hordozéd allélvariansok hasznalatanak kiilondsen a
szarazsagtlirés fokozasaban lehet jelentds szerepe, hiszen a vilag szdmos pontjan szarazsagnak
jelentds mértékben kitett teriileteken folyik arpatermesztés, illetve a koriilményekhez igazodd
fajta eléallitas. gy ezen genotipusokban igen nagy, és jelentds részben még kihasznalatlan

genetikai potencial rejlik.
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3.7. Az arpa és mas gabonafélék vizhiany elleni védekezésének lehetdségei

A gazdasagi ¢€s ¢élelmezési szempontbdl a vilag legjelentdsebb haszonndvényei
termoteriiletének jelentds része szarazsag stressznek kiillonboz6 mértékben; idészakosan vagy
allanddan kitett teriileten talalhato.

Hazéank esetében a kontinentdlis éghajlat kovetkezményeként jelentds évjaratfliggd
csapadek eloszlasbeli kiilonbségek mutathatok ki. Ezt, a termésstabilitas szempontjabol eleve
kedvezOtlen hatast az utobbi években felerdsiteni latszik az altaldban a globalis klima
atalakulasnak tulajdonitott sz€lsOséges iddjarasi tényezOk, amelyek vilagszerte éreztetik
hatasukat (Deikman és mtsai. 2011).

A fenti okokbdl kdvetkezOen napjaink legnagyobb tudomanyos kihivasai k6zé tartozik
olyan novények eldallitdsa, melyek e tekintetben fokozott mértékii ellenallosaggal
rendelkeznek. A vilag erésen kontinentélis vagy félsivatagos éghajlatu vidékein a kifejezetten
szarazsagtird novényfajtdk nemesitése a cél, mig hazdnk egyre valtozékonyabba valo
¢ghajlatan olyan magas terméspotenciali genotipusok nemesitése indokolt, amelyek
vizhidnyra a lehet6 legkisebb terméskieséssel reagalnak.

A vilag gabonatermd teriileteinek tobbségén foldrajzi okok vagy gazdasagossagi
megfontolasok miatt nincs lehetdség a vizhidny mesterséges ontdzéssel torténd enyhitésére.
Ebbdl kovetkezden a klimavaltozas miatt egyre hektikusabba valo iddjarastol fliggd
csapad¢ekellatottsagot tekinthetjiik olyan adottsdgnak, melyet széleskoriien nem 4all
modunkban kozvetleniil befolyasolni. Ennek értelmében magasabb hozamok a nem 6nt6zhetd
teriileteken kizardlag a talaj vizkészletének magasabb hatdsfoku hasznositasaval érhetdk el.

Ezen cél megvalosulhat a talaj meglévd vizkészletének agrotechnikai eszkozokkel
torténd megdrzése Utjan. A szarazsagstressz elleni védekezés torténhet tobbek kozott
vizkimélo talajmiivelési technologidk, korabbi vetésidd, alacsonyabb t0szadm alkalmazaséaval
vagy a vetésforgd modositasa utjan.

A masik f0 irdnyvonal olyan fajtdk nemesitése, melyek kedvezObb fizioldgiai
paramétereik folytdn vizhianyos koriilmények kozott is versenyképes termésmennyiséget
képesek eldallitani. Ennek egyik lehetdsége a rovidebb tenyészidejii fajtdk alkalmazasa,
melyek nagyobb eséllyel képesek rovidebb életciklusukkal elkeriilni a legszarazabb periddust.
Ez a nemesitési iranyvonal azonban rendszerint kompromisszumhoz vezet a termOképességet
illetéen.

Az 1j, a rendelkezésre allé vizkészletet jobban hasznositd, a szarazsaggal szemben

fokozottabb ellenallosagot mutatd fajtak létrehozasa rendkiviil komplex feladat. Erdemes
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azonban az altalanos stressztlird képességen tul néhany fontos tulajdonsagot kiemelni, melyek
figyelembevétele, illetve a pontos idébeni monitorozdsa fontos szerepet tolthet be a
vizkészletekkel valo takarékosabb gazdalkodasban.

A szérazsagtolerancia szempontjabol alapvetd jelentdségii a rendelkezésre allo vizkészlet
hatékony felhasznalasa. A vizhasznositasi hatékonysdg (WUE = Water use efficiency) az
egységnyl szarazanyag létrehozasahoz sziikséges vizmennyiséget jelenti. Javitasaval
onmagaban is novelhetd a biomassza produkcié optimalis koriilmények €s vizhiany esetén is
(Condon ¢és mtsai. 2004).

Mivel azonban a gyakorlatban csupan valamely ndvényi rész (P1. szemtermés) rendelkezik
gazdasagi értékkel, ezért a rendelkezésre 4ll6 vizmennyiség hatékony felhasznilasa mellett
kiemelt jelentdséggel bir az egyes ndvényi szervek egymashoz viszonyitott ardnya is. A
harvest index (HI) a szemtermés ¢és a fold feletti részek tomegének hdnyadosaként irhato le.
Novelése eredményeként emelhetd a termés biomassza produkcion beliili részardnya, igy a

rendelkezésre 4116 viz- €s tdpanyagkészlet magasabb hanyada forditodik a termésképzésre.

3.8. Az arpa szarazsagtiirésében szerepet jatszo faktorok, génjeloltek

A génjelolteket expresszids mintazatok, QTL térképezési eredmények illetve élettani
funkciojuk alapjan valasztottuk ki. Elsdsorban az abiotikus stresszvalaszban szereplé géneket
tanulmanyoztuk. Vizsgalatba vontunk ezen kiviil olyan nagyhatdsi géneket is, melyek a
szarazsagtolerancia szempontjabol is pleiotrop hatassal rendelkezhetnek (Forster mtsai. 2000).
Ezen szempontok alapjan eddig az alabbi géneket vontuk vizsgalatba.

A széarazsag stressz elleni tolerancia kialakitdsban fontos szerep tulajdonithaté a HvA 1l
(Hordeum vulgare L. HvAl) génnek, amely egy LEA fehérjét kddol. Szerepét kiilonbozo
stresszhatasok, kozottiik vizhidny esetén is kimutattak tobb gabonafélében (buzéban és
rizsben) is (Sivamani ¢és mtsai. 2000; Rohila és mtsai. 2002). Az arpa szdrazsagtiirésében
betoltott funkcidjara transzgenikus vizsgéalatok (Bahieldin és mtsai. 2005) adatai, illetve
széarazsag stressz koriilmények kozott végzett QTL analizis eredményei (von Korff és mtsai.
2008) egyarant utalnak. A LEA fehérjecsaladba tartozo termésérésben szerepet jatsz6 dehidrin
gének emelkedett expresszidjat mutattak ki szdrazsagstressz alatt és mas stresszhatasok
kovetkezményeként is (Close 1997; Choi €s mtsai. 1999). Tobb ilyen gént azonositottak és
jellemeztek mar arpaban (Park €s mtsai. 2006; Rodriguez €s mtsai. 2005).
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A HvSRG6 (Hordeum vulgare L. stress responsive gene protein 6) gént Malatrasi €s
mtsai. (2002) azonositottdk arpaban. Szarazsagstressz alatt, illetve abszcizinsavval torténd
kezelés hatasara emelkedett expresszidjat mutattak ki drpa csirandvényekben. A gént az arpa
7H kromoszoémajanak azon részére térképezték, amely régioban talalhaté gének szerepet

jatszanak az ozmotikus stresztolerancia kialakitasaban.

A HvNHXI (Hordeum vulgare L. mRNA for sodium/proton antiporter) és a HvPI
(Hordeum vulgare L. mRNA for vacuolar proton-inorganic pyrophosphatase) gének
ozmotikus stresszhatasok esetén a homeosztazis fenntartasaban jatszanak szerepet (Shi €s
mtsai. 2002; Gaxiola és mtsai. 2001). Arpaban végzett ozmotikus stressz kisérletekben
kimutattdk mindkét gén transzkriptszintjének megemelkedését (Fukuda és mtsai. 2004). A4
buzabol atvitt TNHX1 és TVPI gének Arabidopsis-ban tulexpresszaltatott termékei a novény
szarazsag €s magas sokoncentracio okozta stresszhatasokkal szembeni ellendlloképességének

fokozddéasahoz vezettek (Brini €s mtsai. 2007).

A HvARHI1 (Hordeum vulgare L. gene for aldose reductase) gén terméke, az aldoz
reduktdz enzim a kiilonb6zd jellegli stressz hatdsok (Pl: kémiai, szarazsag) eredményeként
utjan (Bartels 2001, Oberschall €s mtasi 2000). Ennél fogva a vizhidny esetén az oxidativ
stressztolerancia kialakitasaban is fontos szerepe van. A HvARHI gén &rpa szarazsagstressz
toleranciajaban betoltott szerepét Bartels €s mtsai. (1991) bizonyitottak elsOként, kimutatva az

aldoz reduktaz enzim emelkedett jelenlétét deszikkacio esetén.

A HvDREBI1 (Hordeum vulgare L. subsp. vulgare dehydration responsive element
binding protein 1) gén egy, a szarazsagtlrés kialakitdsaban fontos szereppel rendelkezd
transzkripcios faktort kodol. Emelekedett génexpresszios szintjét kimutattak szarazsagstressz,
magas sokoncentracid €s alacsony homérséklet altal kivaltott stresszhatdsok esetén egyarant
(Xu és mtsai. 2009). Tultermeltetése Arabidopsis novényekben fokozott stresszel szembeni

ellenallosadgot eredményezett magas sdkoncentraciok esetén.

HvDRF1 (Hordeum vulgare L. dehydration-responsive factor-1) gén terméke az
ERF/AP2 csalad CBF (C-repeat binding factor)/DREB (Dehydration-responsive element-
binding factor) alcsaladjaba tartozik (Taketa ¢és mtsai 2008). Kimutattdk a HvAl gén
transzkripciojara gyakorolt aktivator hatasat (Xue és Lovridge 2004).
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4. Célkitiizés

1. Kutatasaink elsOdleges célja a szarazsagtlirésben potencidlisan szerepet
jatsz6 génjeloltek természetes variabilitasanak feltardsa volt az EcoTILLING
modszerrel egy szarazsagtiirés szempontjabol nagy genetikai variabilitast mutato, 96

genotipust tartalmazo arpa populacidoban.

2. A legfontosabbnak itélt, teljes hosszukban vizsgalt génjeldltek
allélvaridnsainak egyértelmli elkiilonitésére alkalmas konnyen detektalhatod
markerkészlet létrehozasa. A markerkombinacidk kivalasztasanal arra kivantunk
torekedni, hogy a genetikai markerek segitségével azokat a haplotipusokat is el

tudjuk kiiloniteni, amelyek aminosav szinten is kiilonbséget mutatnak.

3. A kifejlesztett markerkombinaciok hasznalhatdsaganak igazolasa a késdbbi
nemesitési alkalmazasuk eldsegitése céljabol. Ennek érdekében el kivantuk végezni
a teljes arpa genotipus kollekcid ismételt genotipizalasat a kifejlesztett allél

specifikus markerkombindciok segitségével.

4. A genetikailag vizsgalt arpa kollekcio részét képezd, 23 genotipusbol allo
torzskollekcid szarazsagtiiréssel kapcsolatos fenotipusos paramétereinek széleskorii
jellemzése kontroll és stressz kondiciok mellett pontosan kontrollalt, iiveghéazi

kortilmények kozott, a Komplex Stressz Diagnosztikai Rendszer alkalmazésa utjan.

5. Az egyes fiziologiai €s agrondmiai paraméterek kozott esetlegesen fennallo
korrelaciok feltarasa, illetve szdrazsag stressz hatasa nyoman jelentkezd eltérések
statisztikai elemzése a termOképesség, illetve a stressz tlirés javitasanak lehetdségeit

kutatva.
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5. Anyagok és modszerek

5.1. EcoTILLING analizis

EcoTILLING moédszer az alabbi f0bb 1épéseket foglalja magaban:

(1.) Az EcoTILLING technolégia elsé eleme egy kétlépéses PCR-reakcid. A templatul
mennyiségben keveriink egy, altalunk referencianak valasztott DNS-bOl. Ez utan kovetkezik a
célrégiot is magaban foglald génszakasz amplifikaciéja PCR reakcio segitségével olyan
moddon, hogy a termék méret lehetdleg ~500 bp €s ~1500 bp kozotti mérettartomanyba essen
az eredmények optimalis kiértékelhetdsége érdekében. Az ennél hosszabb génszakaszok
atfedd amplikonok segitségével vizsgalhatok. Annak érdekében, hogy a keletkezett
fragmentumokat késobb detektalni lehessen, fluoreszcensen jelolt nukleotidokat épitenek a
termékbe. Az amplifikacid soran alkalmazott primerek is jelolhetOk kiilonb6zd karakterti
fluoreszcens molekuldkkal, ezéltal az egyes fragmentumok késdbb megkiilonboztethetdve
valnak.

(2.) A reakci6 masodik eleme a heteroduplex képzés, mely egy melegitést kovetd
fokozatosan torténd lehiitést jelent, melynek eredményeként heteroduplex molekuldk
képzddnek a vizsgalt ¢€s a referenciaként szolgadldé DNS megfeleld szakaszainak
Osszekapcsolddasa nyoman.

(3.) A keletkezett DNS szal enzimatikus hasitdsa a keletkezett heteroduplex
molekuldkban meglévé nukleotid polimorfizmusok jelenléte miatt kialakuld mismatch
pozicidkban. Erre a célra, az egyszali DNS-re specifikus aktivitassal rendelkezé enzimek
hasznalhatok (PL: Cell-es és Endol-es endonukledz enzimek).

(4.) A keletkezett fragmentumok molekula méret szerinti elkiilonitése, és a termékek
fluoreszcens jelének detektdlasa. Ez a vizsgalat magas felbontast gél bazist, vagy kapillaris
szekvenalo késziileken végezheto.

(5.) A vizsgalt populacid egyes genotipusainak haplotipus kategoriakba torténd
besorolasa a keletkezett gélkép kiértékelési keretében taldlhatd hasitott fragmentumok altal
l1étrehozott mintazat vizudlis kiértékelése utjan.

(6.) Haplotipus kategodrianként egy—egy reprezentans ismételt amplifikdcioja, majd

mindkét (forward é€s reverz) iranybol torténd megszekvenalasa.
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(7.) A kapott szekvencidk tobbszoros illesztése utjan a polimorfizmusok helyének és

jellegének meghatarozasa.

5.1.1. Az EcoTILLING analizishez hasznalt arpa genotipus kollekcié dsszeallitasa

Az EcoTILLING analizishez els6 I€pésként egy 96 genotipust tartalmazo,
szérazsagtlirés szempontjabol varidbilis arpa kollekciot allitottunk Ossze. A vildg szamos
pontjarol gyujtottiink olyan genotipusokat, melyek az irodalmi adatok, illetve adatbanki
informaciok alapjan széarazsagtironek vagy éppen szenzitivnek tekintheték (6. éabra). A
koztermesztésben 1évo fajtdk mellett génbankokban megtalalhaté termesztett fajtakat,
okotipusokat és vad valtozatokat is vizsgalatba vontunk.

A kollekciot alkotd 96 arpa genotipus koziil 20 genotipust az European Barley
Database (Kniipffer, 1988) adatbankban taldlhatd szarazsagtiirésre vonatkozo adatok alapjan
valasztottunk ki. A Spanish Barley Core Collection (Igartua et al. 1998) génbankbdl tovabbi
7, széarazsag stressz esetén is magas termést nyajtd genotipust szereztiink be. Ezen kiviil 5
koztermesztésben 1év0, magas terméspotenciallal rendelkezd arpa fajtat is beillesztettiink a
kollekcioba. Tovabbi 11 olyan genotipust vontunk vizsgalatba, melyek az arpa stressz tliréssel
foglalkoz6 szakirodalom szerint szarazsagtiironek tekinthetok. A fennmaradé 53 genotipust
tartalmazo arpa genotipus gyijteményt Nils Stein (IPK, Gatersleben) bocsatotta a
rendelkezésiinkre. Ezt a kollekciot kordbban a mi szempontjainkhoz hasonldé megfontolasok
alapjan, a szarazsagtlirés és a foldrajzi szarmazéas szempontjabol variabilis modon allitotta

Ossze a német partner.

133 23 24
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6. abra: A genotipusok foldrajzi eredete.
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Ezek a varidnsok kiilonb6z0 foldrajzi helyrdl szarmaznak, ennél fogva széarazsagtiirés
szempontjabol nagyfoku variabilitast képviselnek. Az EcoTILLING vizsgalatba vont arpa
genotipusok szarmazasat a 6. dbra tartalmazza. A kollekcid 0sszeallitasanal arra torekedtiink,
hogy a vildg valamennyi jelentds arpa termdtdja reprezentalva legyen. Mivel a tavaszi arpa
fajtak vildgviszonylatban, f0ként a szarazsagnak kitett termdteriileteken szamszerli folényben

vannak az ¢szi arpakhoz képest ezért a genotipus kollekcidba is tobb tavaszi fajta keriilt.

Az EcoTILLING analizist technikai okokbo6l eredden 92 genotipus bevonasaval
hajtottuk végre; igy az eredeti kollekciobol az alabbi 4 genotipust hagytuk ki: #13b-ISR42-8,
#73b-SCA239, #83b-SCA118, #93-Keel. A vizsgalatba vont genotipusok felsorolasat és

legfontosabb tulajdonsagait az 1. tdblazat foglalja 6ssze.

1. tablazat: Arpa genotipus kollekcid

Sor- . Adatbanki Szirmazisi Szarmazasi Nov'e-' Soros- | Beszerzési Szarazsagtiirési
. Név rox hely , .. | kedési . . . L e x
szam azonosito A hely (régid) |, sag forras informacio
(orszag) tipus
#1 | Albacete AUS 400244 ESP EU [6) 6 AUS003 | Szarazsagtiird (AB)
#2 | BCC532 BCC 532 IND K-A T 6 N.S. -
#3 | Keystone BCC 888 CAN E-AM T 6 N.S. -
#4 | BCC732 BCC 732 NPL K-A T 6 N.S. -
#5 | Libra BCC 899 CHL D-AM T 2 N.S. -
Termés szarazsag
#6 | Zaida SBCC175 ESP EU T 2 SBCC esetén: nagyon
alacsony (AB)
#7 | AZ8501 PI 499692 USA E-AM 6] 6 BGROO01 Szarazsagtiiré (AB)
#8 | Hazen BCC 875 USA E-AM T 6 N.S. -
#9 | Almunia SBCC162 ESP EU 0] 6 SBCC Termés szdrazsig
esetén: magas (AB)
#10 | Kombyne BCC 893 USA E-AM T 6 N.S. -
#11 | Alpha SBCC168 ESP EU o) 2 SBCC ::;’:rfsaslir;f;’% AB)
#12 | BCC526 BCC 526 IND K-A T 6 N.S. -
#13a | Hexagonal 1G 38224 CHN K-A [§) 6 SYR002 Szarazsagtiiré (AB)
Szarazsag- és
. héstressz tolerans
#13b | ISR42-8 - ISR Ny-A T 6 M.K. (Mohammed és misai.
2004)
#14 | Barberousse SBCC163 FRA EU o) 6 SBCC Termés szérazsig
esetén: kozepes (AB)
#15 | Almunia SBCC162 ESP EU 6 SBCC Termés szdrazsig
esetén: magas (AB)
#16 | BCC192 BCC 192 SYR Ny-A T 2 N.S. -
Szarazsagtlird
#17 | Arabi Aswad JIC 20126 SYR Ny-A T 2 GBRO11 (Ceccarelli és Grando
2001)
#18 | Otis BCC 913 USA E-AM T 2 N.S. Szérazsagtiiré (AB)
#19 | Prilar 1G 17507 USA E-AM T 6 SYR002 | Szarazsagtiir (AB)
#20 | BCC195 BCC 195 SYR Ny-A T 2 N.S. -
#21 | Sacasco 1 BCC 927 PER D-AM T 6 N.S. -
#22 |FNC1 BCC 860 URY AM T 2 N.S. -
#23 | Chilga Arpa 1G 24765 CHN K-A 0 6 SYR002 | Szarazsagtiir (AB)
#24 g:;‘l'e‘y"h' HOR 12305 CHN K-A ) 6 DEUI46 | Szérazsigtiird (AB)
#25 | Pomo BCC 1450 FIN EU T 6 N.S. -
#26 | Tyra BCC 1418 DNK EU T 2 N.S. -
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Sor- . Adatbanki Szarmazisi Szarmazasi Nov'e-' Soros- | Beszerzési Szarazsagtiirési
. Név rox hely . .. | kedési . . . A
szam azonosito A hely (régid) |, sag forras informacio
(orszag) tipus
; Szarazsag érzékeny
#27 | Plaisant - FRA EU (6] 6 CRC (Volaire és mtsai.
2003)
#28 | Mette BCC 1396 SWE EU T 2 N.S. -
#29 | Gryf BCC 1385 POL EU T 2 N.S. -
#30 | Hunter BCC 1389 IRL EU T 2 N.S. -
#31 | Tellus BCC 1416 SWE EU T 2 N.S. -
#32_| Varunda BCC 1422 NLD EU T 2 N.S. -
#33_ Quiben-ras BCC 921 COL AM T 6 N.S. -
#34_| Blenheim BCC 1373 GBR EU T 2 N.S. -
#35_| Grit BCC 1384 DEU EU T 2 N.S. -
#36_| Golf BCC 1383 GBR EU T 2 N.S. -
#37 | Chia BCC844 COL D-AM T 6 N.S. -
w3g | VOWBTTA 1 Aus 400153 MEX E-AM o 6 AUS003 | SzarazsagtiirG (AB)
#39 gf;(OT'HA AUS 406893 SYR Ny-A %) 2 AUS003 |-
#40 {(03217,8'067" AUS 490165 SYR Ny-A T 2 AUS003 | Szérazsigtiird (AB)
, Szaraz viszonyokhoz
#41 | ER/APM AUS 407462 UNK Ny-A T 2 AUS003 | jol alkalmazkodik
(Diab és mtsai. 2004)
#42_| Perun BCC 1403 DEU EU T 2 N.S. -
. Termés szarazsag
#43 | CEBADA SBCC27 SPA EU (6] 6 SBCC esetén: nagyon magas
(AB)
#44_| PRIMUS BG-024389 USA E-AM T 6 BGRO01 | Szérazsagtiird (AB)
#as | 1CBTTOIO | Aus 490146 SYR Ny-A T 2 AUS003 | Szirazsigtiirs (AB)
#46 | Natasha BCC 1400 FRA EU 2 N.S. -
Szarazsagtiiré
447 | TOKAK AUS 404863 UNK Ny-A %) 2 AUS003 | (Altinkut és mitsai.
157/37
2001)
#48 | WI2291 AUS 490150 AUS AU T 2 AUS003 | Szérazsagtiird (AB)
#49 ﬁ?s'%”' AUS 490155 SYR Ny-A T 2 AUS003 | Szérazsigtiird (AB)
#50 | Volga BCC 1423 FRA EU T 2 N.S. -
#51 | SECO PI 508552 USA E-AM T 6 BGRO01 | Szarazsagtiird (AB)
#52_| Salome BCC 1411 DEU EU T 2 N.S. -
#53 | GK Rezi - HUN EU 0 6 CRC Hazénkban kozter-
mesztésben 1évo fajta
#54 | MK 42 BCC 1398 HUN EU T 2 N.S. -
#55 | Spartan BCC 1414 CZE EU T 2 N.S. -
#56 | Monlén SBCC166 SPA EU T 6 SBCC Termés szdrazsig
esetén: magas (AB)
#57 | Menuet BCC1395 NLD EU T 2 N.S. -
#sg | 101009 | Aus 490154 SYR Ny-A T 2 AUS003 | SzarazsagtiirG (AB)
#59 | RIBANE-03 | AUS 406450 SYR Ny-A T 6 AUS003 | Korabbi standard fajta
#60 | ARTA AUS 405831 UNK Ny-A T 2 AUS003 | Szdrazsigtiirg (Rong-
hua és mtsai. 2006)
#61 | Diamond BCC 852 CAN E-AM T 6 N.S. -
#62 | Unitan BCC 942 USA E-AM T 6 N.S. -
#63_| ZDM 8306 BCC 427 CHN K-A T 2 N.S. -
#64_| Beecher BCC 817 USA E-AM T 6 N.S. -
#65_ | Georgie BCC 1381 GBR EU T 2 N.S. -
Hazankban
#66 | Scarlett - - EU T 2 CRC koztermesztésben 1évo
fajta
#67 | BCC93 BCC 93 IRQ Ny-A T 2 N.S. -
. Hazankban
ueg | GX Setar- - HUN EU o) 2 CRC koztermesztésben 16v6
omega fajta
#69 | Atlas 68 BCC 814 USA E-AM T 6 N.S. -
#70 | Tadmor AUS 490164 UNK Ny-A T 2 AUS003 | Szérazsagtiird (AB)
#71_| Sissy BCC 1413 DEU EU T 2 N.S. -
#72_| Archer BCC 1428 GBR EU T 2 N.S. -
#73a | Compana BCC 847 USA E-AM T 2 N.S. Szarazsagtiiré (AB)
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Sor- . Adatbanki Szarmazisi Szarmazasi Nov'e-' Soros- | Beszerzési Szarazsagtiirési
. Név rox hely . .. | kedési . . . A
szam azonosito A hely (régid) |, sag forras informacio
(orszag) tipus
#73b | SCA239 - DEU EU T 2 M.K. -
#74 | ICB77-0091 AUS 490151 SYR Ny-A T 2 AUS003 Szarazsagtiiré (AB)
#75 | RIHANE-01 AUS 403027 SYR Ny-A T 2 AUS003 Standard fajta
#76 | Apex BCC 1367 DEU EU T 2 N.S. -
#77 | BCC527 BCC527 IND K-A T 6 N.S. -
#78 | Sorla BCC 1412 SWE EU T 2 N.S. -
#79 | Compana HOR 3928 USA E-AM T 2 DEUI46 | Szérazsagtiiré (AB)
#80 | Claret BCC 1378 GBR EU T 2 N.S. -
#81 | OLTE'S' AUS 490148 MEX E-AM T 2 AUS003 Szarazsagtiiré (AB)
#82 | Nancy BCC 1399 SWE EU T 2 N.S. -
#g3a | Yoy osadskd BCC 1541 UG EU T 2 NS. |-
#83b | SCA118 - DEU EU T 2 M.K. -
. Szarazsagtiiré
#84 | Arabi Abiad JIC 20125 SYR Ny-A T 2 GBRO11 (Ceccarelli és Grando
2001)
#85 | BCC745 OUN630 NPL K-A 6 N.S. -
#36 | Fengtien BCC 439 CHN K-A 6 NS. -
Black
. Szarazsagtiiré
#87 | ARDA BCC 1303 ITA EU O 2 DEU146 (Flagella és mtsai.
1998)
#88 | BCC197 BCC 197 SYR Ny-A T 2 N.S. -
#89 | Temp BCC 1459 RUS EU T 2 N.S. -
#oo | Golden BCC 1382 GBR EU 2 N.S. -
Promise
#91 | GK Habzé - HUN EU T 2 CRC Hazénkban kdzter-
mesztésben 1évo fajta
#92 | KH Michka - FRA EU T 2 CRC Hazénkban kdzter-
mesztésben 1évo fajta
#93 | Keel ; AUS AU T 2 MK. Szirazsagtiird (Guide

és mtsai. 2008)

A tablazatban szereplo roviditések magyarazata:

Regio:

EU = Europa, E-AM = Eszak-Amerika, D-AM=Dél-Amerika, Ny-A = Nyugat Azsia, K-A = Kelet-Azsia, AU =

Ausztralia

Novekedési tipus:

O = 6szi, T = tavaszi

Beszerzési forras:

-AUS0003 = Winter Cereals Collection, Agricultural Research Centre, Tamwortd NSW 2340, Ausztralia
-BGRO001 = Institute of Plant Introduction and Genetic Resources 'K. Malkov', Sadovo, District Plovdiv,

Bulgaria

-DEU146 = Institute of Plant Genetics and Crop Research, Gatersleben, Németorszag
-GBRO11 = John Innes Centre, Norwich Research Park, Norwich, Norfolk NR4 7UH, Egyesiilt Kiralysag
-SYRO002 = Internat. Centre for Agricultural Research in Dry Areas, Aleppo, Sziria
-SBCC = Spanish Barley Core Collection, Estacion Experimental de Aula Dei, Zaragoza, Spanyolorszag

-CRC = Cereal Research Non-Profit Company, Szeged, Magyarorszag
-N.S. = Nils Stein, Institute of Plant Genetics and Crop Research, Gatersleben, Németorszag

-M.K. = Maria von Korff, Max Planck Institute for Plant Breeding Research, Cologne, Németorszag

Szarazsagtiirési informacio:

AB = adatbazisbol szarmazo informacio
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5.1.2. Genomialis DNS izolalas és minta elokészités

Az EcoTILLING analizis egyik alapfeltétele, hogy a templatként szolgaldé genomialis
DNS nagy tisztasagban ¢és kivalo mindségben alljon rendelkezésre. A genomialis DNS-t 10-
14 napos arpa csirandvényekbdl izolaltuk. A mintdkat (genotipusonként 50 mg ndvényi
minta) folyékony nitrogénben torténd fagyasztas utan szovet homogenizalo késziilék (Retsch
Mixer MM 301, F. Kurt Retsch GmbH&Co. KG) segitségével tartuk fel 2x1 percen keresztiil,
20/sec-os frekvencian. A mintdk felolvaddsa utan 300 pl feltdré puffert adtunk a
szovettormelékhez melynek Osszetétele a kovetkezd volt: 240 pul EB (10mM Tris/pH 8,0,
500mM NaCl, 50 mM EDTA) pufter ¢s 60 ul 10% SDS (w/v). A mintakat alapos keverés
utan 60°C-on, 60 percen at inkubaltuk, majd 4 °C-ra torténd lehiités utdn egy kicsapast
végeztiink 4 °C-ra hiitott 3 M-os K-Acetat (pH: 4,8)-tal, amelybdl 160 pl-t mértiink a
mintakhoz, ezutan 20 percre jégre helyeztik. A szovettormeléket ¢és a csapadékot
centrifugalassal iilepitettiik, majd elvégeztiik a feliiluszobol a DNS kicsapasat 2x térfogatnyi
96 %-os etanol hozzdadasaval. Ujabb centrifugalis utdn a kapott pelletet 2 alkalommal
mostuk 100 pul 70 %-os etanollal. Majd 20 perces 60 °C-on végzett szaritas utan a pelletet 100
pl TE1 (10 mM Tris-HCI, pH 8; 1 mM EDTA) pufferben oldottuk fel.

A mintdkban szennyezésként jelenlévé RNS tartalom eltavolitdsa érdekében RN-az
kezelést végeztiink 10 mg/ml-es RN-az oldatbol 0,1 pl/minta mennyiség hozzdadasaval.
Tovabbi tisztitasi 1épés sordn azonos térfogatnyi kloroform:izoamilalkohol (24:1) hozzdadasa
utan 1 percig kozepes intenzitassal Osszeraztuk a mintakat, majd a szerves és vizes fazis
szétvalasztasa érdekében lecentrifugaltuk a mintdkat. A lepipettazott feliilisz6 DNS tartalmat
2x térfogatnyi etanollal csaptuk ki, majd kétszeri mosas kovetkezett 70 %-os etanol-viz
eleggyel. Ezutan a kapott DNS-eket ismét 60 °C-on 20 percen at szaritottuk, majd TEI1
pufferben (vortexelés, 60 °C-os inkubalas 10 percig) oldottuk fel. A DNS torzsoldatokat TE1-
es (10 mM Tris-HCI1 pH 8; 1 mM EDTA) pufferben oldottuk vissza illetve taroltuk -20 °C-os
hémérsékleten a felhasznalasig.
elektroforézissel, illetve spektrofotometrias uton végeztiik NanoDrop 1000 spektrofotométer
hasznélataval. A torzsoldatok koncentracidjanak kiegyenlitése (100 ng/ul) utan
valamennyihez ekvimolaris mennyiségben kevertiink egy, altalunk referencianak valasztott
DNS-b6l, melyet a GK Rezi (#53) arpafajtabol izolaltunk. A mintdkbdl 1-1 pl-t hasznaltunk
fel templatként a PCR amplifik4cio soran.
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5.1.3. PCR amplifikacio, fluoreszcens jelolés

Az EcoTILLING technologia els6 eleme egy kétlépéses PCR-reakcio. Annak
érdekében, hogy a keletkezett fragmentumokat késobb detektalni tudjuk, fluoreszcensen jelolt
nukleotidokat épitettiink a termékbe.

A PCR reakcio soran a 12 pl 6ssztérfogatt reakcidelegyet az aldbbi komponensekbdl
allitottuk 0ssze: 1 pl referencia DNS-el ekvimolaris mennyiségben kevert genomialis DNS
(100 ng/pl); 1 pl, 20 pM-os koncentracioju, a forward és a reverz primert azonos
mennyiségben tartalmaz6 primer keverék (a primereket a vizsgalni kivant génjeloltek
szekvenciai alapjan terveztiik); 10 pl elére Osszeallitott MasterMix, amely a kovetkezd
OsszetevOket tartalmazta: 810 pl steril desztilalt viz; 125 pl 10x PCR puffer; 50 mM
MgCl;50 pl, 5 mM-os koncentraciojd dANTP mix (GeneCraft, K6ln, Németorszag), amelyhez
9:1 aranyban adtunk dTTP ¢és fluoreszcensen jelolt Flu-12-dUTP (GeneCraft, Koln,
Németorszag Germany) keverékét; 15 pul Taq DNS polimeraz [Roboklon DNS polimeraz
(katalogus szam: E2600) illetve GeneCraft DNS polimeraz enzim (katalogus szdm: GC-045-
1000 or GC-002-1000)].

A PCR reakcidk és az azt kovetd heteroduplex képzés kivitelezésére PTC-200 thermal
cycler (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) késziiléket hasznaltunk. A PCR reakciok
kezdeti denaturdcios Iépése soran a templdt DNS molekuldkat 94 °C-on 2 percen at
denaturaltuk.

A polimerizaciot 40 cikluson keresztiil hajtottuk vérge, a ciklusok a kovetkezd
1smétlddo 1épésekbdl tevodtek Gssze: denaturacio: 94 °C-on, 10 masodpercen at; annealing:
55 °C - 60 °C kozotti, a primerek tulajdonsagaitol fiiggd hdmérsékleten 30 masodpercen at;

extenzio: 72 °C-on, 1 — 3 percen at. A végsd extenzios 1épést 72 °C-on, 5 percen at folytattuk.

5.1.4. Heteroduplex képzés

A PCR-reakcid masodik eleme az un. heteroduplex képzés mely egy denaturalast
kovetd fokozatosan torténd lehiitést jelent. Eredményeként heteroduplex molekulak
képzddnek a wvizsgalt ¢€s a referenciaként szolgadldé DNS megfeleld szakaszainak
Osszekapcsolddasa nyoman.

A heteroduplex képzést megeloz0 PCR amplifikdcid eredményeként kapott

amplikonokat ismételten denaturaltuk 99 °C-on, 10 masodpercen keresztiil, majd a mintakat
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70 °C-os hdmérsékletre hiitottiik, ezutan egy lassti, fokozatosan torténd lehiitést (reannealing)
végeztiink, melynek soran 20 masodpercenként 0,3 °C-kal csokkentettilk a reakcioelegy
hémérsékletét 70 1épésen keresztiil a vizsgalt és a referencia DNS megfeleld szakaszainak

minél teljesebb €és pontosabb dsszekapcsolddésa érdekében.

5.1.5. Heteroduplex molekulak enzimes kezelése

A nukleotid polimorfizmusok jelenléte miatt kialakuldé mismatch pozicidkban
enzimatikus hasitast végeztiink a DNS szédlon. Erre a célra, az egyszali DNS-re specifikus
aktivitassal rendelkezd Cell-es (beszerzési forras: Georg Strompen, Potsdami Egyetem,
Németorszag) ¢és ENDO-1-es (Serial Genetics, Evry, Franciaorszag) enzimet hasznaltuk.

Az enzimreakcid pontos idétartamat minden esetben a keletkezett termék mennyisége
alapjan becsiiltik meg ugyanis az optimalisnal rovidebb ideig végzett hasitds kevesebb
fragmentumot eredményez, mig a tul sokaig zajlé reakcié a termék degradéaciojdhoz vezethet
a hasznalt enzim ismert exonukledz aktivitdsa miatt. A Cell-es enzim esetében a reakcidhoz
az enzim torzset 10 v/v%-os higitasban hasznaltuk (9 pl + 81 pl steril dddH,0O). Az
enzimoldatb6l mintanként 1 pl-t pipettaztunk a mintdkhoz. A kezelést 45 °C-on a
termékmennyiség alapjan megbecsiilt ideig (15 - 25 perc) végeztiik. A reakcio leallitdsa 2 pl
0,5 M-os EDTA oldat hozzaadasaval torténik. Az ENDO-1 es enzim estében a gyartod
utmutatéasa alapjan, illetve szintén az amplikon mennyiséget is figyelembe véve allitottuk be a

reakci6 koriilményeket.

5.1.6. Mintak tisztitasa, elokészitése

Az amplifikaci6 sordn keletkezett, majd a Cell-es illetve ENDO-1-es enzimmel
hasitott termék kicsapasat 20 pl izopropanol hozzdadasaval végeztiikk. A kicsapas
hatékonysaganak novelése érdekében 20 percre 4 °C -ra helyeztiik a mintdkat, majd
centrifugalassal kiiilepitettiikk a terméket. A feliiluszo eltdvolitdsa utan a terméket 20 ul 76
v/v%-0s etanol oldattal mostuk a detektalast zavard fluoreszcens jelolést tartalmazéd
komponensek lehetd legteljesebb eltavolitdsa érdekében. Majd PCR késziilékben 25 percen at
tartd, 45 °C-on végzett szaritas utan visszaoldottuk a terméket a mennyiségétdl fliggden 1,5 -

3 ul formamid pufferben (33 % formamid; 10 mM Tris; pH 7,5; 1 mM EDTA; 0,02 %
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bromfenol-kék). Ezutan minden nyolcadik mintdhoz hozzdadunk 0,6 pul TET markert a
kisérlet kiértékelésének megkonnyitése érdekében. A gélen torténd szétvalasztas eldtt PCR

készilékben 95 °C-on denaturaltuk a mintakat.

5.1.7. Termékek méret szerinti elkiilonitése, detektalas

A keletkezett hasitott fragmentumok molekulaméret szerinti elkiilonitését ABI 377-es
gél alaptl szekvenald késziiléken (Applied Biosystems, Lincoln, USA) végeztiikk. Mivel a
futtatasokhoz nem 4&llt rendelkezésre megfelelden detektalhato, fluoreszcensen jelolt
molekulatomeg standard, ezért magunk allitottunk eld, egy StAB/F elnevezésiit (7. abra),
mely 4 fluoreszcensen jeldlt fragmentumot tartalmaz (254 bp, 440 bp, 749 bp, 1326 bp), mely

megfelelden lefedte az altalunk detektalni kivant molekula méret tartomanyt.

- 1326 bp MASC01582

MPI79, C24
749 bp MPI79, Col

HyperLadder IV
(100-1000 bp)

Exi1

v StABIF v v v

~ 440 bp

-~ 254 bp

7. &bra: Gélen torténd fluoreszcens detektéalasra alkalmas molekulatomeg standard
fragmentumainak sematikus dsszefoglalésa.

A mintak poliakrilamid gélre torténd felvitelére 100 minta felviteli hellyel rendelkez6
membran fésit (LI-COR Biotechnology, Lincoln, USA) alkalmaztunk. Genotipusonként 0,5
pul mintat vittiink fel a 16 cm hosszi poliakrilamid gélre (6,5% KB Plus, LI-COR). A
gélelektroforézist ABI Prism 377 gél alapt szekvenald késziiléken végeztiik 1X-es higitasu
TBE pufferben a kovetkezd bedllitasok mellett (fesziiltség: 1400 V, aramerdsség: 60 mA,
homérseklet: 50 °C) az elvélasztani kivant amplikon méretétdl fliggéen 2-4 o6ran at. A
késziilékhez gyartott eredeti géltartd liveglapokat leroviditettiik 36 cm-rél 24 cm-re, igy

jelentdsen javitva a fragment elvalasztas mindségén.
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5.1.8. A génjeloltek kivalasztasa

A szarazsagtiirésben potencidlisan szerepet jatszo génjeloltek kivalasztasa soran

elsdsorban irodalmi adatokra tdmaszkodtunk. Sziikséges volt, hogy a vizsgaland6 lokuszrol

rendelkezésiinkre alljon szekvencia informécio, hiszen csak ez alapjan tervezhetok megfeleld

primerek. A génjelolteket expresszidos mintazatok, QTL térképezési eredmények illetve

¢lettani funkcidjuk alapjan valasztottuk ki.

Elsésorban az abiotikus stresszvalaszban szerepld géneket tanulmanyoztuk. Ezen

szempontok alapjan a 2. tdblazatban szerepld géneket vontuk vizsgélatba.

2. tablazat: Az EcoTILLING analizis soran vizsgalatba vont génjeloltek listaja

Elérheté

Sorszam Génjelolt neve, roviditése szekvencia Elhelyezkedése Szz‘lklroda!ml
. (s (lokusz) hivatkozas
informacio
Roncarti és mtsai. (1995)

Hordeum vulgare L. gene for -

L. aldose reductase, HvARH1 Genomiélis DNS 248360 Oberschall és mtsai.

(2000)

Hordeum vulgare L. stress Malatrasi &s misai

2. responsive gene protein 6, Genomialis DNS AJ300144 (2002) )
HvSRG6
Hordeum vulgare L. AP2

3. transcriptional activator gene, Genomialis DNS AY223807 Xu és Loveridge (2004)
HvDRF1
Hordeum vulgare L. HVALI - Bahieldin és mtsai.

4. gene, HvAl Genomialis DNS X78205 (2005)
Hordeum vulgare L.

5. dehydration responsive element mRNS DQ012941 Xu és mtsai. (2009)
binding protein 1, HYDREB1
Hordeum vulgare L. mRNA for

6. sodium/proton antiporter, mRNS AB089197 Fukuda és mtsai. (2004)
HvNHX1
Hordeum vulgare L. mRNA for

7. vacuolar proton-inorganic mRNS AB032839 Fukuda és mtsai. (2004)
pyrophosphatase, HVP1
Hordeum vulgare L. fungal

g, |pathogen induced mRNA for mRNS X16648 | Marzin & misai. (2008)
pathogen-related protein
HvPPRPX
NUD putative ethylene-

9. responsive transcription factor | Genomialis DNS AP009567 Taketa és mtsai. (2008)

HvNUD
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5.1.9. Primerek tervezése a célrégior

A vizsgalni kivant génszakaszok amplifikaciojat lehetdvé tevd primereket a
rendelkezésiinkre 4ll6 szekvencia informacidk (genomialis DNS illetve mRNS) alapjan
terveztilk. Az eredmények optimalis kiértékelhetdsége érdekében az amplikon méretnek
lehetdleg 500 és 1500 bp kozé kell esnie. Az elérheté genomidlis DNS szekvencidval
rendelkezd, és az emlitett intervallumot meghaladd hossziisagu génjeldltekre tobb (2-4),
egymassal atfedd amplikont terveztiink: HvARH1 gén (4 amplikon), HVSRG6 gén (4
amplikon), HYDRF1 gén (3 amplikon), HVAI gén (2 amplikon). Igy az EcoTILLING analizis
soran teljes egészében feltartuk az emlitett gének kodold ¢és nem kodold szakaszait illetve
promoter régidjukat. 1-1 primerpart terveztiink a célrégiora a HVNUD gén, illetve azon gének
(HVDREBI1, HVNHX1, HvPPRPX, HVPI) esetében ahol a vizsgalandé lokuszrol csupan
mRNS szekvencia volt elérhetd. A vizsgalatba vont 9 génre a Primer3 (Rozen and Skaletsky
2000) program segitségével Osszesen 18 génszakaszra terveztiink az amplifikaciot lehetové

tevo primereket (3. tablazat).

3. tablazat: Az EcoTILLING analizis soran hasznalt primerek listaja:

. . . . Amplikon hossz
Gen Primer szekvencia (5'-3') (adatbanki F;zekvencia alapjan)
HvARH1F-F: GAAACATTCCCATCGCAGAC 1205 bp
HvARH1F-R: TTTCCGAGCGAACCAGAG
HvARH1A-F: CTCCGATACTGCCCACTCC 863 bp
HVARH1 HvARH1A-R: AGGTTCTCCATCTCCTTCCAC
HvARH1B-F: GTGGAAGGAGATGGAGAACC 842 bp
HvARH1B-R: GTGAAGCCAGTATGAGTGTGG
HvARH1L-F: GTGCTCATCAAGTGGGCTCT 780 bp
HvARH1L-R: GCACCCTTCCGTTATTTGG
SRG60-F: TGATCCAAACATCACCCAGA 927 bp
SRG60-R: AGCAGAAGCAGGGATCTCAC
SRG61-F: TCATCCCTTCTGCTCATCTTC 945 bp
SRG6 SRG61-R: TGCGTTTTTCTTCTCCCTCT
SRG62-F: TACAGCAGCCCTCCACTTCT 933 bp
SRG62-R: CGCAATACAACAAACCACTACC
SRG63-F: TGTTCCTTTTCCCTTGTATGTG 821 bp
SRG63-R: GAGCAGGTATTCGTCTGAAGC
HvDRF1AA-F: CCGACTTTTCTTTCTCCCCTC 1059 bp
HvDRF1AA-R: TGACGACAGGATGCAACAAC
HVDRF1 HvDRF1P-F: ATTTCTCCTTGGGACCTGCT 1340 bp
HvDRF1P-R: GTTGGTTCACTTCTTTCCATCG
HvDRF1C-F: ATGCCCCTCTTGTGTTCATC 1252 bp
HvDRF1C-R: GGAATCACAACCCCTCAAAG
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. . . ' o Amplikon hossz
Gén Primer szekvencia (5'-3') (adatbanki F;zekvencia alapjan)

HVA1-F: GCCAATCTCCTCTCCACAAG 919 bp

HvA1 HVA1-R: CGAACGACCAAACACGACTA
HvA1L-F: GGCGAGACGGTGGTGAAC 709 bp
HvA1L-R: ACCATGCCTGCTAAGAATCG

HVDREB1 |HVDREB1-F: GCCAAGGGTTCCAAGAAAG 620 bp (kapott amplikon hossz: 620
HvDREB1-R: GCTTCCATTTTTACATCAGCA bp)

HvNHX1 HvNHX1-F: TGATGAGAGGAGCTGTGTCG 529 bp (kapott amplikon hossz: 904
HvNHX1-R: CGAAGCTGTAGCACCTCCTT bp)

HvP1 HVP1-F: TTTTGTGTGTGGCTGTTGGT 988 bp (kapott amplikon hossz:1374
HVP1-R: CCCGAGGTGTCCTTGAGAG bp)

HVPPRPX |HVPPRPX-F: GCTGAAGGAGGTGGAGACAA 358 bp (kapott amplikon hossz: 571
HvPPRPX-R: GGTCGTAGATGCGGTGCT bp)

HVNUD HvNUD-F: CATTCCGCAGAGAAACATCA 1034 bp
HvNUD-R: TGGAGAGATACTCGGCTGGT

5.1.10. Haplotipusok azonositasa

Az amplikonok enzimatikus hasitdsanak eredményeként keletkezé fragmentumok
méret szerinti elkiilonitését egymassal parhuzamosan, egy poliakrilamid gélen végeztiik. Az
igy keletkezett gélkép az adott amplikon hasitdsi mintazatat reprezentalja valamennyi vizsgalt
genotipus esetében.

A kiértékelési keret meghatdrozasa utan a gélkép kiértékelését PhotoFiltre 6.2.7
program szabadon letdlthetd verzidjanak (http://www.photofiltre.com/) hasznélata 1tjan
manudlisan végeztiik, egyenként megkeresve ¢és megjelolve a gélképen a hasitott
fragmentumokat. Az egyes hasitdsi mintdzatok egymassal vald Osszevetése Utjan a
genotipusokat haplotipus kategoridkba soroltuk.

Az egyes haplotipusok elkiilonitése utan haplotipus kategorianként egy-egy
reprezentans adott génszakaszat jeloletlen nukleotidokat haszndlva ismételten PCR reakcid
soran amplifikaltuk. Ezen kiviil az egyetlen haplotipus kategdriaba sem sorolhato, unikalis
genotipusok amplifikaciojat is elvégeztiik. A keletkezett termékeket tisztitottuk, majd mindkét
(forward ¢és reverz) irdnybol megszekvenaltattuk. A szekvenaldasokat a Bio Basic Inc. -el,
Markham, Kanada illetve esetenként a Szegedi Biologiai Kutatokdzpont szekvendlo
részlegében végeztettiik el.

A kapott szekvenalasi eredmények mindségének ellendrzését és vizualis kiértékelését
a Chromas 1.45 (McCarthy 1998) program segitségével hajtottuk végre. A szekvenalasok

eredményeit felhasznilva tOobbszords illesztést végeztink a CLC Free Workbench
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(www.clcbio.com) program haszndlata Utjan. Ez alapjan deriil ki a polimorfizmusok pontos
helye és jellege. A vizsgélataink eredményeként feltart szekvencia adatokat az NCBI
adatbazisaban 1s hozzaférhetévée tettiik az alabbi elérési szamokon: GU108387-GU108455.

5.2. Molekularis markerek kifejlesztése és a genotipus kollekcio genotipizalasa

5.2.1. Molekularis marker készlet

Az allélvariansok egyértelmli megkiilonboztetését lehetdvé tevd molekularis
markereket terveztiink azon gének (HvARH1, HvSRG6, HVDRF1 és HVAI) esetében, ahol
korabban mar a gén teljes szakaszdnak genetikai variabilitsat feltartuk az atfedé amplikonok
vizsgédlatat magaban foglaldé EcoTILLING vizsgalattal. Az elvégzett analizis
eredményeképpen ismertté valt a felsorolt gének szekvenciaja valamennyi vizsgalt genotipus
esetében, igy fény deriilt polimorfizmusok pontos szamara ¢s elhelyezkedésére. Ezeket az
adatokat tablazatban foglaltuk Ossze. Az adatokat attekintve valamennyi gén esetében
osszeallitottunk egy olyan polimorfizmus szettet, melyeket molekularis markerként

alkalmazva megallapithat6, hogy az adott genotipusban melyik all¢lvarians van jelen.

5.2.2. A genotipus kollekcié ismételt genotipizalasa

A markerek alkalmassdganak bizonyitdsa, illetve a korabban kapott adatok
megerdsitése céljabol elvégeztiik a teljes 92 genotipust tartalmazo arpa kollekcido molekularis
markerekkel torténd ujra genotipizalasat is. A genotipizdlashoz hasznalt primereket (4.
tablazat) az EcoTILLING analizis sordn kapott szekvencidk alapjan terveztiik, valamennyi
haplotipus bazissorrendjének figyelembevételével.

A molekularis markerekkel torténd genotipizalds sordn a polimorfizmus jellegétdl
fliggden tobbféle modszer alkalmazdsa valt sziikségessé. A fluoreszcens festékkel jelolt
molekuldk detektildsa valamennyi esetben az EcoTILLING-hez hasznalt szekvenator

berendezésen tortént.
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4. tablazat:

Az ismételt genotipizalas soran hasznalt primerek listaja

. . Vizsgalt polimorfizmus Kimutatasi
Gén Primer ", .
tipusa médszer
HvARH1-2I-F: GAGACCTCCATGGATTGCAG 2. InDel (74 bp / 64 bp) SSLP
HvARH1-2I-R: ATGTGCCCCTCCTCTAGTCC
HvARH1-7121S-F: GCTCGGAAATGACGATAGGA 7. InDel (88 bp / 83 bp) SSLP
HvARH1-7121S-R: GTGTCCACATGCCTGTATCC 21.8NP (GIT) SNaPshot
HvARH1-21S-S:
TTTTTTTTTTTTCGGAAATGACGATAGGATTATAT
HVARH{ | HVARH1-41S42S-F: CCTGGTTGGAAGAACGACAA | 44 o145 SNP ENDO1
HvARH1-41S42S-R: CGATATCACACCAGCAAGGTT
HvARH1-51S-F: AGAGGGGGACGAGTGTGAT 51. SNP (CCCG/CCGG) CAPS (Mspl)
HvARH1-51S-R: CACCGCTCACCTCATCTTTT
HvARH1-56S-F:GGGGAGGAGCTGTTCGTG
HvARH1-56S-R:GATGATGCATGGGAGCTCAG 56. SNP (T/G) SNAPshot
HvARH1-56S-S:
TTTTTTTCTGGGATCACGAGAACTGAGCT
SRG6-11-F: TGCAAACTTACCGAGCACAA 1. InDel (336 bp / 140 bp) SSLP
SRG6 SRG6-11-R: AGGAGAAGCAACGAGTGGAG
SRG6-4151-F: TCACTGCCTCTGCTAATCCA 4. InDel and 5. InDel SSLP
SRG6-415|-R: GACCAGTTTCAGCTGCTTCC (745 bp / 720 bp / 668 bp)
HvDRF1-11-F: CCATGACGGTAGATCGGAAG 1. InDel (286 bp / 283 bp) SSLP
HvDRF1-11-R: TCCCCAAATTCCTACAGCAC
HVDRF1 [}, bRF1-41155-F: TGAGCCATTGGAGCCTATCT 4. InDel (249 bp / 264 bp) SSLP
HvDRF1-4115S-R: AAGCCATCCAGGTACAGAGG 15. SNP (CCCG/CCGE) CAPS (Mspl)
HVA1-1I-F
HVA1 HVA1-11-R
HVA1-2I-F
HVA1-2I-R

A kivalasztott InDel-eket is magéaban foglald génszakaszokat fluoreszcens festék (Flu-
12-dUTP) beépitése mellett amplifikdltunk, majd a keletkezett, eltérd hosszusaga
fragmentumokat méretiik szerint elkiilonitettiik. Ezen reakciot duplex formaban is végeztiik,
igy egyszerre 2 InDel jelenléte is kimutathat6 volt SSLP markerek forméjaban.

Az in. CAPS (cleaved amplified polymorphic sequence) reakcio a keletkezett Flu-12-
dUTP-vel jelolt PCR-termék restrikcids endonukleazokkal torténd hasitdsdn alapszik. Jelen
esetben az Mspl (MBI Fermentas, Vilnius, Litvania) enzim szamara specifikus hasito helyet
tartalmazo SNP polimorfizmust magédban foglalé unikalis haplotipus kimutatasara szolgalt.

Bizonyos SNP-k kimutatisa céljabol a polimorfizmust koriilvevé génszakasz PCR
amplifikacidja utan keletkezd és a referenciaként valasztott haplotipusrol képz6dd amplikon
egylittes hevitése utjdn heteroduplex molekuldkat alakitottunk ki. Ezutin a keletkezd
illetve ENDOI

terméken enzimatikus hasitast végeztiink Cell enzimekkel,

igy a

polimorfizmusok jelenléte kdvetkeztében ismert méretli fragmentumok képzddtek.
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A SNapShot modszernél (Duplex SNaPshot assays; Applied Biosystems, Lincoln,
USA) a PCR reakcidhoz kozvetleniil az SNP mellé tervezett primert és fluoreszcens festékkel
jelolt dideoxi-nokleotidokat hasznaltunk (ToOrjék €s mtsai. 2003). A reakcid soran csupan
egyetlen nukleotiddal hosszabbodhat meg a primer, mégpedig csupan olyannal, mely az SNP-
t alkoté nukleotiddal bazispar kialakitasara képes. Az, hogy melyik nukleotid épiil be, a

gélképen a fluoreszcens festék altal okozott szinbdl dertil ki.

5.3. A genotipus-torzskollekcioé fenotipizalasa

Az EcoTILLING modszerrel feltart genotipusos eredmények mellet sziikségessé valt a
vizsgalt arpa vonalak széarazsagtolerancidjdnak meghatarozasa is. Kisérleteinket a Szegedi
Biologiai Kutatokozpont fejlesztésében, a Szegedi Gabonakutatd Nonfrofit Kft-vel kdzdsen
létrehozott Komplex Stressz Diagnosztikai Rendszer haszndlataval, tiveghazi koriilmények

kozott végeztiik.

5.3.1. A genotipus részkollekcio osszeallitasa

A szérazsagtolerancia mértékének tesztelése érdekében Osszeallitottunk egy 23 arpa
genotipusbodl allo torzskollekcidt, mely részét képezi az ECoTILLING analizishez hasznalt
tagabb genotipus kollekcionak. A genotipusok kivalasztisakor arra torekedtiink, hogy a
szarazsagtolerancia tekintetében magas variabilitdssal rendelkezzen a részkollekcio.

A genotipusok kivalasztdsa sordn egyarant figyelembe vettliink szarazsagtiirésre
vonatkoz6 irodalmi adatokat és adatbanki informaciokat, illetve sajat eldzetes fenotipizalasi
eredményeinket. Ezen szempontok alapjan az alabbi, az 1. tablazatban mar részletezett

genotipusokat vontuk vizsgélatba:

#1 - Albacete #49 - ICB78 - 0614-4AP #75 - RIHANE-01
#3 - Keystone #51 - SECO #79 - Compana

#7 - AZ8501 #56 - Monlon #81 - OLTE'S'

#8 - Hazen #58 - ICB79-0583-2AP #86 - Fengtien Black
#17 - Arabi Aswad #60 -ARTA #87 - ARDA

#18 - Otis #66 - Scarlett #91 - GK Habzo
#24 - Hex. Wh. Barley #70 - Tadmor #99 - SCA118

#48 - WI2291 #74 - ICB77-0091 #101 - SCA239
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5.3.2. Komplex Stressz Diagnosztikai Rendszer

A kivélasztott genotipusok szarazsagtolerancidjanak tesztelését a Gabonakutato
Nonprofit Kft. telephelyén taldlhaté Komplex Stressz Diagnosztikai Rendszer haszndlataval
végeztik el. A genotipusok fenotipusos €és agrondmiai paramétereinek tesztelése az
automatizalt rendszer segitségével pontosan szabalyozott koriilmények kozott tortént, kontroll

(optimalis vizellatas) és stressz (vizmegvonas) koriilmények kozott.

5.3.2.1. Kisérleti koriilmények

A kivetett 23 arpa genotipust a kelést kovetden hidegkamraban 6 °C-on, 4 héten at
vernalizaltuk, emellett a hidegkezelés hatdsara egymassal fejlodési fazis tekintetében
szinkronba keriiltek az eredetileg novekedés és habitus tekintetében is jelentdsen eltérd
genotipusok. Ezt kovezden a csirandvényeket neveld edényekbe iiltettiik at.

A talajt virdgfold és homok 1:1 arany( keverékébdl allitottuk eld. A ndvények
folyamatos tapanyagellatasat 4 g specialis, fokozatosan oldodo miitragya (Substral Osmocote)
talajhoz keverésével biztositottuk. Genotipusonként 10 novényt vizsgaltunk 5 ndvényt
opimalis vizellatas, tovabbi 5 novényt vizmegvonas mellett neveltiink. A kontroll ndvények
talajanak  vizkapacitasit 60 %-on tartottuk, a stressz hatast pedig 20 %-os
nedvességtartalommal idéztiik eld. Az ontozest €s a digitalis fényképezést hetente végeztiik a
teljes tenyésziddszak alatt. A tovabbi agrondmiai paraméterek meghatarozasat is elvégeztiik a

hetente torténd fenotipizalas soran illetve a betakaritast kovetden.

5.3.2.2. A novények vizfelhasznalasanak meghatarozasa

A Komplex Stressz Diagnosztikai Rendszer, ontozést végzd eleme egyrészt alkalmas
arra, hogy a fejloddé novények szamara a teljes tenyésziddszak alatt allando talajnedvességet
biztositson, masrészt folyamatosan regisztralja a novények vizfelhasznalasanak mértékeét is. A
novények kiiiltetésétdl kezdddden a szamitogéphez kapcsolt automata 6nt6z6 berendezéshez
tartozd mérleg (GSE model 350, 6000+1 g) segitségével hetente tomeg alapjan
meghatarozasra keriilt a novény altal felhasznalt vizmennyiség, melyet szamitdgép vezérelt
perisztaltikus pumpa (Gilson Minipuls 3) segitségével potoltunk. A novények azonositdsa

szintén automatikusan, a cserépre helyezett egyedi radiofrekvencias azonositd elemekkel (RF



proximity TAQG) tortént. Az egyes ndvényekhez tartozd vizfelhasznalasi adatok

automatikusan regisztralasra €s tarolasra keriiltek.

5.3.2.3. A pixel alapu zoldfeliilet jellemzése digitalis fotografiaval

A novények teljes ¢letciklusa soran bekovetkezd zoldfeliillet gyarapodast
folyamatosan, digitalis felvételek készitése és feldolgozdsa utjan kovettiik nyomon. A
novények azonositdsa szintén az egyedi radidfrekvencias azonositokkal tortént. Valamennyi
novényrdl hetente Olympus C-7070WZ digitalis fényképezdgép segitségével késziiltek
felvételek. A novényeket a cserép 32-33°-os elforgatasaval, 11 oldalnézeti sz6gbdl fotdztuk.

Az egyes novényekrdl készitett fényképek tarolasra, majd kiértékelésre keriiltek. A
szamitogépes analizis sordn a zoldfeliilet pixel alapu becslését a folyamatosan készitett
digitalis fotok zold szinti pixel pontjai alapjan végeztiik. A fold feletti z6ld ndvényi részek
feliiletének kiszamitasakor a tenyészedények felsé peremének atmérdjét hasznaltuk méretbeli

viszonyitasi alapként.

5.3.2.4. Levélhomérséklet meghatarozas

A novények transzspiracios aktivitasat levélhOmérseéklet mérésekkel jellemeztiik. A
tenyészidoszak alatt 2 alkalommal végeztik el a novények zaszlosleveleinek feliileti
hémérsékletének meghatarozasat magas érzékenységi (0,03 °C) hékamera (VarioSCAN 3021
ST) segitségével. Az els6 mérést a novények virdgzdsakor, a masodik mérést pedig a
szemfeltoltddés idején végeztik el. A mért értékeket a ndvényeket korilvevd levegd

hémérsékletéhez viszonyitottuk.
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6. Eredmények

6.1. A szarazsagtiirésben potencialisan szerepet jatsz6 gének természetes

variabilitasanak vizsgalata EcoTILLING modszerrel

6.1.1. A génjeloltekre tervezett amplikonok EcoTILLING vizsgalata

Arpa szarazsagtiiréssel foglalkozé irodalmi adatok alapjan az EcoTILLING
vizsgélathoz 9, a szdrazsagtiirésben potencidlisan szerepet jatsszo gént valasztottunk ki a

rendelkezésiinkre 4116 szakirodalmi adatok alapjan.

Els6 1épésként a kijelolt génszakaszok felszaporitasara alkalmas primereket terveztiink
a vizsgalando 10kuszrdl rendelkezésre allo szekvencia informéciok alapjan. A PCR-reakcio és
az azt kovetd heteroduplex képzés utan a nukleotid polimorfizmusok jelenléte miatt kialakulo
mismatch pozicidkban enzimatikus hasitast végeztiink a DNS szélon. Erre a célra, az egyszalu
DNS-re specifikus aktivitassal rendelkezd Cell-es és Endol-es enzimeket hasznaltuk. Végiil
elvégeztiik a hasitott fragmentumok molekulaméret szerinti elkiilonitését illetve a keletkezett

termékek detektalasat gél alapt szekvenald késziiléken.

A kivalasztott 9 gén EcoTILLING analizisét Osszesen 18 amplikon vizsgalata Utjan
végeztik el a teljes, 92 arpa genotipust tartalmazo kollekcion. Vizsgdlataink kezdeti
Iépésekeént elvégeztiik tobbek kozott a HYDREB1 (dehydration responsive element binding
abra a HVDREBI gén vizsgalt amplikonjanak EcoTILLING gélképét mutatja be a vizsgalt 92

genotipus esetében.
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8. abra: A HVDREBI gén EcoTILLING mintazata. A Cel-1 es enzimmel torténé kezelés
eredményeként a kiértékelési keretben minddssze 2 féle - hasitott fragmentumok nélkiili és hasitott
fragmentumokat tartalmazo - mintazatot azonositottunk.

6.1.2. Az azonositott haplotipusok szekvenalasa és a polimorfizmusok detektalasa

Az EcoTILLING mintazatok kiértékelése soran az azonos hasitott fragmentumokat
tartalmazd mintdkat haplotipus kategoridkba soroltuk. Majd kategorianként egy-egy
reprezentanst kivalasztva ismételt amplifikacidé utan a kiillonboz6é génvaridnsokat tartalmazo
mintdkat mindkét iranybol megszekvenaltattuk. A forward ¢és reverz szekvencidk
Osszehasonlitasa utan a haplotipus szekvencidk felhasznalasaval illesztést végeztiink, melynek
kiértékelése nyoman meghataroztuk az adott amplikonban eléfordulé polimorfizmusok pontos

elhelyezkedését illetve jellegét (9. abra).

HvDREB1-5A ATCTCCTCCTTCTCTTGTCTCAAATGCGC( G|ACAGCTGCGCTGCATCGGTCTGATGCCAAG

HvDREB1-4B ATCTCCTCCTTCTCTTGTCTCAAATGCGC( AACAGCTGCGCTGCATCGGTCTGATGCCAAG

1. SNP: guanin — adenin tranzicié

9. abra: A HYDREBI gén szekvenciainak illesztése.

A szekvencidk illesztése nyomdn kideriilt, hogy a kimutatott, kodold régioban

elhelyezkedd SNP polimorfizmus hétterében egy guanin - adenin csere, azaz purin bazisok
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kozotti tranzicid tortént. Jelen esetben példaul két szekvenalas elvégzésével ismertté valt mind
a 92 genotipus vizsgalt génszakaszanak bazissorrendje.
A 10. abra a haplotipusok azonositdsanak folyamatat szemlélteti a HvSRG6-0s génre

tervezett 3-as amplikon példajan keresztiil.

1000 2(]'00 3DIDU 4000

HvSRG6 genomialis DNS 4197

HvSRG6 cDNS e — —_— = == = = - — 1140

HvSRG6-1 amplikon 945
HvSRG6-2 amplikon

. 933
HvSRG6-3 amplikon <—> 821

Hasitasi mintazat: srg63 amplikon |

- mmhum.m....‘r;;...v...... v.......r....r.....n......q....... + 4 T Hasitott f ¢ K

I T [ 1 1| | | asitott fragmentumo

! ([} F M HIHEH B |

A ::} ' | !l (31 :H:H £ /

R (R ] (T i ,

i f!‘ T T (””’ { i i !'l I i i | Haplotipus 5 haplotipus
<] I U R B ITHEHIHR . frekvenciak potp

| ‘ S R | - kategéria

SREE3-A SAGE2ZEB SRGE2-B1 SAGEZBI SREE3C

92 genbotipus

10. abra: Az allélvariansok azonositasanak folyamata az ECOTILLING mddszerrel a HvSRG6 gén 3.
amplikonjaban. A Cel-1 es hasitas eredményeként kapott hasitott fragmentum mintazat alapjan a 92
genotipus 5 haplotipus kategoriaba volt sorolhato.

Kutatasaink soran 9 génjelolt EcoTILLING vizsgélatat végeztilk el Osszesen 18
amplikon analizise utjan /HvARHI gén (4 atfed6 amplikon), HvSRG6 gén (4 atfedd
amplikon), HvDRFI gén (3 atfedd amplikon), HvA 1l gén (2 atfed6é amplikon), HvDREBI gén
(1 amplikon), HvNHXI gén (1 amplikon), HvPl gén (1 amplikon), HvPPRPX gén (1
amplikon), HvNUD gén (1 amplikon)/. Az 571 bp és 1374 bp kozotti hosszusag
intervallumban elhelyezkedd amplikonok segitségével genotipusonként Osszesen mintegy
17000 bp hosszusagu génszakasz természetes variabilitdsat tartuk fel. Ebbdl kovetkezden
0sszesen mintegy 1,5 millid bp-nyi genomidlis szekvencia pontos bazissorrendje valt ismertté
az EcoTILLING analizis soran.

3 vizsgélt amplikon esetében (HVSRG6-0, HVAI-F, HvDRFI-AA) a nehezen
kiértékelhetd illetve hidnyos EcoTILLING mintazatok miatt nem lehetett minden genotipust

egyértelmiien haplotipus kategoriakba sorolni. A  bizonytalan esetekben tovabbi
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szekvenalasok elvégzésével allapitottuk meg a haplotipus kategoridkba nehezen besorolhatd
genotipusok pontos szekvenciajat. Azokban az esetekben mikor bizonyos genotipusok adott
génjérdl tobbszori probalkozas eredményeként sem keletkezett az EcoTILLING vizsgalat
elvégzéséhez sziikséges mennyiségli amplikon, ott a haplotipus frekvencidkat nem lehetett
pontosan megallapitani. Ezért a fent emlitett 3 amplikont kihagytuk az erre vonatkozo
statisztikai szamitasokbol.

Az statisztikailag elemzett 15 amplikonban az azonositott haplotipusok szama 2-t6l 7-
ig terjedt. Amplikononként atlagosan 4,5 haplotipus kategériat allitottunk fel. A 11. dbra
egyrészt a vizsgalt gének 15 amplikonjahoz tartozd, gyakorisdg szerint rangsorolt
haplotipusok eléforduldsanak atlagos gyakorisagat abrdzolja a genotipus kollekcidban.
Masrészt az n. haplotipussal rendelkezé amplikonok szamat hivatott megjeleniteni. A kapott
gélképek nyoman minden esetben legalabb két haplotipus kategoria jelenléte igazolddott. A

vizsgalt 15 amplikon tobbségében (13 amplikonban) legalabb 4 génvarians volt elkiilonithetd.

70 116
*15 015
60 - 14 + 14

13

50 1

40 7

30 7
*0 T6

20 7

I 3
101 T T2
0 A : : “ I [ N s

T T T
1.haplotipus 2.haplotipus 3.haplotipus 4.haplotipus 5.haplotipus 6.haplotipus 7.haplotipus

Haplotipus gyakorisag (db genotipus)
|
[=2=]
(gp) ewezs youoidwe gzeyjepual [essndnojdey “u zy

11. abra: A amplikonok egyes haplotipusainak atlagos gyakorisaga a genotipus kollekcidban, illetve az
n. haplotipussal rendelkezé amplikonok szama.

Az egyes haplotipus kategoridkba sorolhatd genotipusok aranyaban lényeges mértékii
eltérések figyelhetok meg. Ezen mutatd tekintetében példaul az amplikonok tobbségében
megtalalhatd 4 haplotipus kategoéria kozott nagysagrendi eltérés mutatkozott: mig a
legnagyobb gyakorisagot tiikr6z6 1. haplotipus kategoridba a vizsgalt 92 genotipusok koziil
atlagosan tobb mint 60 db tartozott; addig a gyakorisag szerinti 4. kategoéridba atlagosan alig 3

genotipus volt besorolhatd. A statisztika tanulsaga szerint a genotipus kollekcid vizsgalt
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génszakaszainak tobbségében mindossze 3 haplotipus volt kimutathat6 jelentds aranyban, a

tovabbi haplotipusok dontd tobbsége inkabb unikalisnak tekinthetd.

Vizsgalataink soran a 92 genotipust tartalmazo arpa kollekcid 9 vizsgalt génjében
Osszesen 94 haplotipus kategoriat allitottunk fel, 46 InDel (Inszercidé/Delécio)-t és 185 SNP
(egy bazispart érintd polimorfizmus)-t detektaltunk. A feltart polimorfizmusok koziil 53 SNP
¢s 5 InDel helyezkedett el kodold régidban. Az exonikus szakaszokon detektalt SNP-k koziil
pedig 0Osszesen 22 okozott aminosav cserével jar6 mutaciot a génrdl keletkezd fehérje
termékben. A polimorfizmusok amplikonkénti valamint Osszegzett paramétereit az 3.

Osszefoglald tablazat tartalmazza.

5. tablazat: Az EcoTILLING vizsgalat eredményeinek 0sszefoglalasa.

Kodolé
régioban

Aminosav Osszes Kédolé
cserét okozo azonositott régidoban
SNP(db) InDel(db) talalhato InDel

Osszes
Amplikon azonositott

SNP(db) talalhato

SNP(db)

HVARH1-F 1 1 6 0
HVARH1-A 2 0 3 0

HvVARH1
HvARH1-B 3 1 3 0
HVARH1-L 4 2 8 0
HVSRG6-0 0 0 2 0
HVSRG6-1 0 0 3 0

HvSRG6
HVSRG6-2 4 1 1 0
HvSRG6-3 2 1 1 0
HVDRF1-AA 0 0 1 1
HvDRF1 HvDRF1-P 0 0 1 0
HVDRF1-C 9 8 2 1
HVA1-F 6 5 2 2

HvA1

HVA1-L 1 1 10 1
HvDREB1 HvDREB1 0 0 0 0
HvNHX1 HvNHX1 7 0 0 0
HVP1 HvP1 8 1 2 0
HvPPRPX | HvPPRPX 5 2 1 0
HvNUD HvNUD 1 0 1 1
Osszegzett érték: 185 53 22 46 5

* = atfedo amplikonokkal vizsgalt gének esetében tobb amplikonban is el6forduld ugyanazon
polimorfizmus jelenléte miatt a tablazatban masodikként szereplé amplikon polimorfizmus szamat
korrigaltuk.
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6.1.3. A polimorfizmusok gyakorisaganak alakulasa a vizsgalt amplikonokban

A detektalt polimorfizmusok koziil az SNP polimorfizmusok atlagosan 92,4 bp-onként
fordultak el6. A detektalt InDel polimorfizmusok pedig atlagosan 371,7 bp-onkénti
gyakorisaggal fordultak el6 az EcoTILLING analizissel vizsgalt amplikonokban (12. 4bra).

Atlagos érték E

HvNUD
HvPPRPX
HvP1
HvNHX1 —
HvDREB1 ]
HvA1-L
HvA1-F
HvDRF1-C
HvDRF1-P
HvDRF1-AA
HvSRG6-3
HvSRG6-2
HvSRG6-1
HvSRG6-0
HvARH1-L
HvARH1-B
HvARH1-A
HvARH1-F

Amplikon

0 250 500 750 1000 1250 1500
Polimorfizmus gyakorisag (bp/SNP; bp/inDel)

12. abra: Atlagos SNP gyakorisag (bp/SNP) (m), és az atlagos InDel gyakorisag (bp/InDel) (o) a
vizsgalt amplikonokban.

6.2. Konnyen detektalhato genetikai markerek kifejlesztése

Néhany altalunk fontosnak itélt, illetve a pontos genomidlis DNS szekvencia
birtokaban atfedd amplikonok tervezésével teljes hosszukban vizsgalt génre molekularis
markereket terveztiink. Az allélvaridnsok egyértelmi, €s egyszerii elkiilonitését lehetévé tevo
molekuldris markerek hasznalata nagyban segitheti a késdbbi expresszidos illetve
géntérképezési kisérletek elvégzését. Emellett a konnyen detektdlhatd molekularis markerek
felhasznalhatok lehetnek az arpa nemesités markeres tdmogatdsaban. A szdrazsagtiirés
szempontjabol funkciondlis allélvariansok ismeretében a kifejlesztett genetikai markerek
felhasznalhatok lehetnek a markerekre alapozott szelekcid soran a preferalt génvarians
nyomon kovetésében. A haplotipus szekvencidk ¢€s a feltart polimorfizmusok birtokdban olyan
marker-kombinaciokat konvertaltunk molekularis markerekké, amelyek alkalmasak a

populacidban eléforduld leggyakoribb haplotipusok detektaldsara illetve elkiilonitésére. A
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marker-kombinéciok kivalasztasa soran tligyeltiink arra, hogy a markerek az aminosav szinten
1s kiilonbséget mutatd haplotipusokat is el tudjak kiiloniteni.

Osszesen 4, a szarazsagtolerancia kialakitasiban irodalmi adatok alapjan jelentds
szereppel bird génre /HvARHI, HvAl, HvSRG6, HvDRF'1/ konnyen detektalhato, lehetdség
szerint elsOsorban fragment hosszusag eltérésen alapuldé SSLP markereket fejlesztettiink ki.
Ezek a markerek alkalmasak a fent emlitett gének Osszes ismert haplotipusanak egyértelmi

elkulonitésére.

6.2.1. Markerfejlesztés az aldéz-reduktaz (HvARHI) génre

Els6ként az aldoz-reduktdz enzim génjére (HvARHI) terveztink egyszerlien
detektalhatd genetikai markereket. Az alddz-reduktiz enzim a kiilonféle stresszhatdsok
eredményeként bekovetkezd lipid-peroxidaciotol védi a sejteket, elsésorban a lipid aldehidek
¢s szabad gyokok semlegesitésében jatszik szerepet. Az abiotikus stressz toleranciaban
betoltott jelentds szerepét irodalmi adatok tdmasztjak ald (Oberschall és mtsai. 2000; Hideg ¢€s
mtsai. 2003; Hegediis és mtsai. 2004; Turdczy €s mtsai. 2011).

Ezért 1s tartottuk fontosnak elvégezni a teljes gént €és nukleotid kdrnyezetét magaban
foglalo 3346 bp-nyi szekvencia EcoTILLING analizisét, mely soran fény deriilt a
polimorfizmusok pontos szdmara, elhelyezkedésére és jellegére. A HvARHI gén genomialis
szekvenciajara 4 amplikont terveztiink, amelyeket EcoTILLING vizsgalatba vontunk (13.
abra). gy teljes szekvencia informacioval rendelkeziink az exonikus, az intronikus illetve a
promoter régiorol egyardnt. A szekvencia analizis legfontosabb elemeit a 6. tablazat foglalja

0ssze.

HvARH1 genomialis DNS
HvARH1 cDNS e - - - -
HvARH1-F amplikon
HvARH1-A amplikon
HvARH1-B amplikon
HvARH1-L amplikon

13. abra: A HvARH1 gén teljes szekvenciajara tervezett 4 amplikon elhelyezkedése.

51



6. tablazat: A HvARHI gén teljes szekvenciajat lefedd amplikonok EcoTILLING eredményeinek
Osszefoglalasa.

Amplikon neve:

Amplikon hossza: 1205 bp 863 bp 842 bp 780 bp
Haplotipusok szama: 3 5 4 4
Osszes SNP: 18 17 12 9
Kodolé SNP: 1 2 3 4
Aminosav csere: 1 0 1 2
InDelek szama: 6 3 3 9
InDelek hossza (bp): 1, 10’;’ 1.2, 5,2,18 1,1, 1 1, 1’11’12’11’ 1,
Kodolé InDelek: 0 0 0 0

A kapott polimorfizmus informacidkat tablazatban foglaltuk 6ssze (7/a. tablazat). Az
adatokat attekintve kideriilt, hogy a 77 polimorfizmus (56 SNP ¢és 21 InDel) koziil csupan 7
vizsgalata alapjan egyértelmiien elkiilonithetd mind a 9 allélvarians, azaz eldonthetd, hogy az
adott ndvény genomja melyik allélvarianst tartalmazza. Osszesen 2 InDel és 5 SNP

polimorfizmust konvertaltunk at molekularis markerekkeé (7/b. tablazat).

7/a. tablazat: A HvARH1 gén szekvenciajaban azonositott polimorfizmusok 6sszefoglalo tablazata. A
molekularis markerekké atkonvertalt SNP (S) és InDel (I) polimorfizmusok narancssargan, az
aminosav cserét okozo mutaciok zolden keriiltek kiemelésre.

ATG start Aminosav o Allélvariansok
Polimorfizmus _ponth9z csere Genomlal_ls
VIszor]y_lt,ott tipusa szekvencia | HvARH- | HYARH- | HYARH- | HYARH- | HYARH- | HYARH- | HYARH- | HVARH-
pozicié Z1 z2 Z3 Z4 z5 26 z7 Z8
1.1 -846 - - - - - - C - -
1.8 -846 C C C C C C T C C
2.8 -745 - G G A G A A A G A
2.1 -744 - +10bp +9bp - +9bp - - - +9bp -
3.8 -686 A A G A G G G A G
4.8 -668 G G A G A A G G A
5.8 -649 G G A G A A G G A
6.S -631 C C G C G G G C G
7.8 -591 T T Cc T Cc Cc Cc T Cc
3.1 -558 C C C C C C - C C
8.8 -550 T T T T T T C T T
9.8 -509 G C C C Cc Cc Cc Cc Cc
10.S -508 G C C Cc Cc Cc Cc Cc Cc
11.8 -463 C C C C C C T C C
4.1 -404 C - - - - - - - -
12.8 -301 C G G G G G G G G
13.8 -300 G C C Cc Cc Cc Cc Cc Cc
14s -154 C C C C C C T C C
5.1 -135 - - - - - - CT - -
15.8 -126 T T T T T T C T T
16.S -93 T T G T G G G T G
6.IND -68 - - +6bp - +6bp +6bp +6bp - +6bp
17.8 -58 - A A G A G G A A G
18.S 148 TIA A A A A A A G A A
19.8 207 - A A Cc A Cc Cc Cc Cc Cc
20.S 222 G G A G A A A A G
21.8 269 G G G T G G G G G
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ATG start Aminosav o Allélvariansok
Polimorfizmus _ponth9z csere Genomlal_ls
VIszor]y_lt,ott tipusa szekvencia | HvARH- | HYARH- | HYARH- | HYARH- | HYARH- | HYARH- | HYARH- | HVARH-
pozicié Z1 z2 Z3 Z4 z5 26 z7 Z8
7.1 273 - CTGTA CTGTA - CTGTA - - - - CTGTA
22.8 299 - C C T C T T T T T
23.8 352 E/E G G A G A A A A G
24.S 370 - C C T C T T T T C
8.1 378 - - - TA - TA TA TA TA -
25.8 384 - C C A C A A C C C
26.S 385 - C C T C T T T T C
27.8 392 - A A G A G G G G A
9.1 402 - - - +18bp - +18bp +18bp +18bp +18bp -
28.S 422 - T T A T A A A A T
29.S 478 GIG A A G A G G G G A
30.S 549 - A A A A A A Cc Cc A
31.8 565 - T T G T G G G G T
32.8 786 - G G G G G G A A G
33.8 790 - G G G G G G A A G
34.8 800 - G G G G G G A A G
35.8 810 - C C T C T T C C T
36.S 1031 L/L T ? ? ? C Cc Cc Cc Cc
37.8 1054 P/P A A A A A A A A Cc
38.8 1074 - T T T T T T T T G
39.8 1099 - C C C C C T T T C
10.1 1132 - - - - - - - - - T
40.S 1136 - C C C C A C C C C
41.S 1240 1V A A A A G G G G G
42.8 1273 - G G G G A G G G A
43.8 1327 - T T T T C Cc Cc Cc Cc
11.1 1352 - - - - - - - - - T
44.5 1360 - G G G G G G G G C
45.8 1444 - T T T T C Cc Cc Cc Cc
46.S 1453 - C C C C C C C C G
12.1 1470 - G - - - - - - - -
47.8 1489 - G G G G A A A A G
48.S 1550 - C C C C C C C C T
49.8 1585 - G G G G G G G G T
50.S 1695 I T T T T T T T T Cc
51.8 1717 P/P C C C C C C C C G
13.1 1805 - - A A A A A A A A
14.1 1808 - - A A A A A A A A
52.8 1829 - G G G T T T T T
15.1 1886 - - C C C C C C C C
16.1 1890 - - AA AA AA AA AA AA AA AA
17.1 1911 - - A A A A A A A A
18.1 1953 - - A A A A A A A A
19.1 1976 - - T T T T T T T T
53.8 2136 - A A A A A A G G G
20.1 2221 - G - - - - - - - -
54.S 2297 R/IA C G G G G G G G G
55.8 2298 R/IA G C C C C C C Cc Cc
56.S 2327 - T T T T T T G G T
21.1 2363 - C C C C C C - - C

7/b. tablazat: Az egyes génvariansok elkiilonitésére kivalasztott polimorfizmusok egyes

génvariansokban jelenlévo valtozatainak attekinté 6sszefoglalasa

Génvarians | icer | sNp | mbel | sNP | sNP | snP | sNP
Genomialis | 10 bp G 5 bp A G C T
HvARH-Z1 9 bp G 5 bp A G ] T
HvARH-Z2 . G . A G ] T
HvARH-Z3 9 bp T 5 bp A G ] T
HvARH-Z4 G G A C T
HvARH-Z5 G G G ] T
HvARH-Z6 G G G C G
HvARH-Z7 9 bp G . G G C G
HvARH-Z8 G 5 bp G A G T
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6.2.2. Markerfejlesztés a HvSRG6, a HvDRF1 és a HvAl génre

Mindhéarom gén esetében eldzdleg a gén teljes hosszan atfedé amplikonok segitségével
EcoTILLING analizist hajtottunk végre a természetes genetikai variabilitas feltarasa
érdekében. Ennek eredményeként a vizsgalt génekben megtalalhaté polimorfizmusok
elhelyezkedésére és tipusara fény deriilt a 92 tagot szamlaldo genotipus kollekcidban. A
HvSRG6 gén esetében a génszakasz teljes hosszdban azonositott 56 polimorfizmus (49 SNP
¢s 5 InDel) koziil 3 InDel-t valasztottunk ki az egyes génvariansok elkiilonitése céljabol.
Detektalasukra elegend6 volt 2 SSLP marker alkalmazasa a példaként bemutatott HvSRG6
gén esetében (14. dbra). Az amplifikacidé sordn 2 primerpart hasznaltunk, melyek koziil az
egyik a 1. InDel, a mésik pedig a 4. és az 5. InDel amplifikaciojat €s vizsgalatat tette lehetdve.
A HvDRFI génre 3, a HvAI génre pedig szintén 2 informativ polimorfizmust konvertaltunk at
konnyen detektalhato SSLP markerekké, melyek lehetové tették valamennyi allélvarians
egyértelmli megkiilonboztetését. Az emlitett gének ismételt genotipizalasa soran hasznalt
primerek, valamint a molekularis markerekkel elkiilonithetd polimorfizmusok f6bb jellemzdi

az Anyagok és modszerek rész 5.2.2. felyezetében, a 4. tdblazatban keriiltek 6sszefoglalasra.

HvSRG6 genomialis DNS H
HvSRG6 ¢cDNS e
HvSRG6-0 amplikon als
HvSRG6-1 amplikon o
HvSRG6-2 amplikon st
HvSRGE-3 amplikon

Melkalarismarkarslc { Indel 4indel  5indel

(197 bp) (T7bp)  (25bp)

14. abra: 3 informativ polimorfizmus atkonvertalasa konnyen detektalhatd6 SSLP markerekké a
HvSRG6 gén esetében.

6.3. Molekularis markerekkel torténo ismételt genotipizalas

A teljes hosszukban vizsgalt génekre (HvARHI, HvSRG6, HvDRFI, HvAI)
kifejlesztett molekularis markerek segitségével elvégeztiik az EcoTILLING-hez hasznalt 92
genotipust tartalmazd arpa populacid Ujra genotipizalasat. Az ismételt genotipizalas soran a
detektalas az EcoTILLING-hez hasznalt gélbazisi szekvenald késziiléken tortént a

termékekbe épitett fluoreszcens jelolés segitségével. Céljaink kozott szerepelt, hogy a
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4

kifejlesztett molekuldris markerek detektalasa céljabol alkalmazott modszerek

a

polimorfizmusok jellegébdl kovetkezd lehetdségekhez képest minél kevesebb I€pésben

kivitelezhetdk, és ennél fogva konnyen reprodukalhatdék legyenek. A genotipizdlads soran

hasznalt f6bb modszereket a 15. abra foglalja 6ssze.

2 ““‘W “AHM ‘.‘m a...;......t
.““1‘% *’ * ?‘ ; 14 t 1. Indelek egyiittes kimutatasa

S HH s nm M B 8 B nnmn i 1 e duplex reakciéval:
2 ™ » = s BT L IR E R Amplikon hosszak: 2. Indel: 74 /
66 bp; 7. Indel: 88/ 83 bp

A r's - A A A - - - -
2. CAPS (cleaved amplified
polymorphic sequence) reakcio:
2 Az 51. unikalis haplotipust
H Sy S —— - tartalmazo genotipus kimutatasa
P ©5ich o aiess ot nand danangn ' Wi Mspl restrikciés endonukleaz

- enzimmel végzett hasitassal

I i1l i 1HES 3. SNP-k kimutatasa a
heteroduplex molekulak mismatch

{1....- b L : THE: -‘ _(_ poziciéjaban végzett ENDO-1
enzimes hasitassal

4. Osszetett SNP polimorfizmusok
. . i L = kimutatasa SNaPshot reakcidval,
WRHRE v nbdaede b b e - | A fluorszcensen kiilonb6z6 szinekkel
jelolt dideoxi- nukleotidok
segitségével

A=z06ld; C= fekete; G=kék; T=vOros

15. abra: A HvARHI gén molekularis markerekkel végzett ismételt genotipizalasa soran hasznalt
moddszerek

Az egyes genotipusokat a detektalt amplikonoknak, az InDel-ek jelenlététol fliggd

molekulamérete alapjan soroltuk haplotipus kategoriakba (16. abra).
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16. abra: A teljes arpa populacio a HvSRG6-os génre kifejlesztett SSLP marker készlet hasznalataval
végzett genotipizalasanak gélképe.

Az ismételt genotipizalas egyrészt a kifejlesztett haplotipus specifikus markerkészlet

tesztelésére szolgalt, masrészt lehetdség nyilt az EcoTILLING-gel mar vizsgalt genotipusok

haplotipus besorolasanak megerdsitésére is.

6.4. Variabilis arpa genotipus torzskollekciéo stressz reakciéjanak meghatarozasa és

széleskori fenotipusos jellemzése

Az EcoTILLING analizissel feltart genotipusos eredmények mellet sziikségessé valt a
vizsgalt arpa vonalak fenotipusos tulajdonsagainak, illetve fenndllo stressztiird képességének
tesztelése is vizmegvonas mellett.

A szérazsagtolerancia szintjének meghatarozasa érdekében Osszeallitottunk egy 23
genotipusbdl 4ll6 arpa torzskollekciot, mely részét képezi az EcoTILLING analizishez
hasznalt tagabb genotipus kollekcionak. Ezutan elvégeztiik a kivalasztott 23 arpa vonal (lasd.:
anyagok ¢és  moddszerek  5.3.1.) széleskori  fenotipusos  jellemzését, illetve
szarazsagtolerancidjanak tesztjét lveghdzi korilmények kozott Komplex Stressz

Diagnosztikai Rendszer hasznéalataval a Gabonakutatd kht.-vel egyiittmitkodésben (17. abra).
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17. abra: A Komplex Stressz Diagnosztikai Rendszerben vizsgalt arpa névények egy héttel a kiiiltetés
utan.

Digitalis fényképezés

[ —— <5
SZémit(’)gépeS DAmeasuremmer 20061211 |
analizis =

\/ ﬂﬂ|:‘> ,,Zo1d” pixel

Eredeti RGB kép

Hdokameras levélhémeérséklet
meghatarozas

18. abra: A Komplex Stressz Diagnosztikai Rendszer miikodésének sematikus rajza.

Vizsgalataink eredményeként a hagyomanyos, vizualisan illetve egyszerli mérések
elvégzésével is meghatarozhaté fenotipusos paraméterek mellett (PL: érésidd, a
termésmennyiség, vagy a harvest index) mellett tovabbi értékes kisérleti adatok is a
rendelkezésiinkre allnak a Komplex Stressz Diagnosztikai Rendszer alkalmazasanak
koszonhetden, melyek koziil csupan a legfontosabbak keriilnek az alabbiakban emlitésre

(Lasd: 18. abra).
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6.4.1. A zoldfeliilet pixel alapu becslése digitalis felvételek alapjan

A Komplex Stressz Diagnosztikai Rendszer félautomata stressz monitorozo
egységének részét képezo digitalis fényképezést végzo modul (19. abra) hasznalata 1utjan

minden névényrdl hetente, 11 sz0gbdl készitettiink nagy felbontasu digitalis felvételeket.

19. abra: A Komplex Stressz Diagnosztikai Rendszer digitalis fényképezést végz6 modulja hattérben a
vizsgalat alanyat képz6 novénnyel.

Az egyes novények azonositasa a cserepekre szerelt egyedi digitalis azonositd chip-ek
segitségével tortént. A cserepek mozgatasat, illetve a kiilonbozo nézetekbdl torténd
fényképezéshez sziikséges elforgatdsat szintén a modult vezérld szamitogép végezte a
fényképek elkészitésével koordindlt modon. A cserepek azonositasa nyoman az adott

névényhez tartozé digitalis fényképek tarolasa szintén automatizalt médon zajlott.

A novények relativ pixel alapu zold feliiletének meghatarozasa a digitalis fényképeken
talalhat6 z6ld szinli pixelek szama alapjan zajlott azzal a feltételezéssel, hogy ezek az adatok
ravilagitanak a z6ldtomeg nagysagokra is.

A relativ pixel szamot hasznaltuk, mint a zoldfeliilet jellemzdjét. A kisérlet idotartama
alatt rendszeresen rogzitett digitalis felvételek a kontroll és stressz koriilmények kozott nevelt
novények valamennyi fejlodési stddiumarol és a fejlédési dinamikajardl is széleskorii

adatokkal szolgalnak.
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A 20. abra felvétele a novények viragzasakor késziilt. A kép bal oldalan helyezkednek
el a stresszelt (20 %-os vizellatasu talaj) a kép jobb oldalan pedig a kontroll (optimalis: 60 %-
os vizellatasu talaj) novények. A vizmegvonas hatasara bekovetkezd zold biomassza

csokkenés jol lathato.

20. abra: A ndvények altal a viragzas idejére felhalmozott biomassza.

A 21. abra az egyes genotipusok optimalis vizellatds, illetve vizmegvonas mellett
nevelt ndvényeinek a virdgzas idején meghatarozott pixel alapu zoldfelilletének alakulasat
mutatja, ami informaciot jelent a biomassza produktumro6l.

A diagramon az egyes genotipusok a kontrollhoz viszonyitott relativ egység, %-ban
kifejezett pixel alapt zoldfeliiletének értékei alapjan keriiltek rangsorolasra. A rangsor elején
talalhatok a pixel alapu zoldfeliiletik magas hanyadat szarazsag stressz esetén is megorzo
genotipusok, mig a rangsor végén a jelentOs veszteséggel reagald arpa vonalak helyezkednek
el.

A genotipusok rangsorban elfoglalt helye nem hatarozza meg Onmagaban és
sziikségszerlien a genotipus szarazsagtoleranciajanak szintjét, hiszen az alabbiakban emlitésre
keriild harvest indexbeli eltérés jelent6s hatassal lehet a termésmennyiség kialakuldsa
szempontjabol, azaz a biomassza tomegen beliili szemtermés aranya az egyes genotipusok ¢€s

kisérleti koriilmények vonatkozdsaban is akar jelentésen moédosithatja a biomassza tomeg
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valtozasabol adodo hatast. A szemtermés €s a pixel alapa zoldfeliilet kozotti korrelacid nem
tekinthet$ szignifikansnak, amelynek értéke: R*=0,2637. Az alacsony mértékii egyezés okai

kozott szerepelhet a vizsgalt genotipusok meglehetdsen eltérd habitusa.
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21. abra: A kisérletbe vont genotipusok relativ pixel alapu zoldfeliiletének alakulasa a viragzas idején
60 %-os (m) és 20 %-os vizellatas () mellett, illetve a pixel alapt zoldfeliilet alakulasa a
szarazsagstressz hatasara a kontroll %-aban kifejezve (#).

A genotipusok rangsorba allitdsanak eredményeként hasonl6 jelenség figyelheté meg,
mint a termés vonatkozasaban (lasd késobb). A rangsor elején elhelyezkedd genotipusok pixel
alapu zoldfeliiletiik nagy részét képesek szarazsag esetén is eldallitani.

Azonban, ha a pixel alapu zoldfeliileti adatokat abszolat értékben vizsgaljuk, akkor
lényegesen darnyaltabb képet kapunk a toleransnak tekinthet6 4arpa genotipusok
teljesitményérdl. Ugyanis ezek a vonalak a legtobb esetben kontroll koriilmények kozott is
csupan kozepes mennyiségii pixel alapa zoldfeliilet eldallitdsara képesek. Ez alol a jelen
kollekcioba tartozok koziil csupan egy genotipus, mégpedig egy kinai eredetli genotipus a

#86 (Fengtien Black) képez kivételt.
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A 22. abra egy, vizhiany esetén zoldtomegének nagy részének elvesztésével reagalod
(#56), illetve egy, a z0ldtomegének legnagyobb részét megdrzd (#86) genotipus relativ pixel

alapu zoldfeliiletbeni ndvekményét abrazolja az id6 fliggvényeben.
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22. abra: A zold pixelek alapjan szamitott, relativ egységben kifejezett pixel alapu zoldfeliilet
novekedési dinamikaja egy tolerans (#86) 60 %-os vizellatas - A -; 20 %-os vizellatas -e-; és egy
szenzitiv (#56) 60 %-os vizellatas ; 20 %-os vizellatas -« -; genotipus életciklusa soran.

Az Osszehasonlitott genotipusok kontroll koriilmények kozott mért biomassza
produkcidja mérsékelt eltérést mutat a tolerans genotipus javara. A stresszelt koriilmények
kozotti a pixel alapu zoldfeliilet produkciot abrazold gorbék azonban a két genotipus esetében
egyre markansabban elkiiloniilnek. A szarazsag sztressz hatdsa az idOben eldre haladva
hatvanyozottan jut érvényre a biomassza produkcidban is.

A pixelpontok alapjan torténd zdoldfelillet becslésr6l, mint nem invaziv, nagy
kapacitasu eljarasrol elmondhat6, hogy lehetdvé teszi a biomassza valtozasainak alaposabb
megismerését, illetve jol alkalmazhat6 a novekedési folyamat iddbeni nyomon kovetésére is.
Tovabbi elonyeként emlitendd, hogy az elkésziilt fényképek barmikor visszakereshetdk, egyes

fiziologiai paraméterek, stressztiinetek késobb is felmérhetdk, pontosithatok.
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6.4.2. A novénymagassag valtozasa a szarazsag stressz hatasara

A ndvénymagassag tekintetében az altalanosan tapasztalt stressz reakcid a magassag
jelentés mértékii csokkenése volt. Az optimdlis vizellatds mellett a 23 genotipus atlagos
magassaga (23. abra; A. abrarész) 82,8 cm volt, mely vizmegvonas hatasara 62,5 cm-re
csokkent. A stressz hatds kovetkezményeként tehat atlagosan 23,9 %-os ndovénymagassag
csOkkenés volt tapasztalhato.

A mért ndvénymagassag csokkenés nagymértékben genotipus fliggd volt (23. abra; B.
abrarész). A magassag csokkenés mértéke 7 % és 39 % kozott valtozott. A kontrollhoz
viszonyitott ndvénymagassag értékek figyelembevételével feldllitott genotipus rangsor és a
tovabbi emlitésre keriild meghatarozott érték kozott nem fedezhetd fel egyértelmii hasonlosag.
A mért ndvénymagassag ¢és a termésmennyiség értékek kontroll értékhez viszonyitott,
szazalékban kifejezett adatsorai kozott fennalldo korrelacio szdmitott értéke mindossze

R?=0,069.

100 100

80

60 —

40 —

Novénymagassag (cm)
Noévénymagassag a kontroll %-aban

20 —

G

60 %-os vizellatas 20 %-os vizellatas enotipus

23. abra: Vizmegvonas hatasa a novények magassaganak alakulasara. A:a 23 genotipus atlagaban
mért ndvénymagassag ¢értékek valtozasa a szarazsag stressz hatasara. B: az egyes genotipusok
magassagaban a vizmegvonas hatasara bekdvetkezd valtozas a kontroll szazalékaban kifejezve.

6.4.3. A transzspiracios aktivitas becslése a feliileti levélhdmérséklet mérésével

Kisérleteinknek koszonhetden részletes adatsorokkal rendelkeziink a levelek felileti

homérsékletérdl, mely kiértékelése utjan meghatarozhaté a genotipusoknak a vizmegvonas
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hatasara bekovetkezo transzspiracids aktivitas vesztése. Méréseinket egy magas érzékenységi
hékameraval (24. abra) végeztik, mely Iehetévé tette, hogy az eltér6 mértéka

transzspiraciobol fakado kisebb homérsékleti kiilonbségeket is detektalni tudjuk.

24. abra: A levélhémérséklet meghatarozas alkalmaval hasznalt VarioSCAN 3021 ST
hékamera.

A 25. 4bran egy, a homérsékleti skala fokozataihoz rendelt szinek segitségével
megjelenitett hokameras felvétel lathaté kontroll és stresszelt novényekrél. A mért
levélfeliileti hdmérsékelet adatokat minden esetben a levegé homérsékletéhez viszonyitottuk.

Az igy kapott At érték utal a vizsgalt levélfeliilet transzspiracios aktivitasara.

KONTROLL STRESSZELT

At=1.72 At =1.45

25. abra: Kontroll (60 %-os vizellatas) és stresszelt (20 %-os vizellatas) koriilmények kozott
fejl6doé novények leveleinek feliileti hdmérséklete a termésképzés idészakaban. Az egyes
szinarnyalatokhoz tartozd, °C —ban kifejezett homérsékleti értékeket a képek mellett elhelyezett
szinskala tartalmazza.
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A vizzel megfeleléen ellatott kontroll novény esetében mintegy 0,27 °C-kal
alacsonyabb levélhdmérsékletet mértiink a vizhianyos koriilmények kozott feljodd ndvényhez
viszonyitva.

A tesztelt arpa genotipusok transzspiracids aktivitdsat kifejezd levélfeliilet
hémérsékleti adatok a 26. dbran keriiltek egylittesen dbrazolasra. A tesztelt genotipusok a
kontroll és a stresszelt kondiciok esetén mért hdmérsékleti érték kiilonbsége alapjan, ndvekvo

sorrend szerint keriiltek rangsorolésra.
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26. abra: A vizsgalt genotipusok - A - kontroll (60 %-os vizellatas) és -A- stresszelt (20 %-os
vizellatas) koriilmények kozott mért levélhémérsékleti értékei.

A kisérlet alatt a referenciaként szolgald léghdmérséklet 18,56 °C volt. A kontroll
koriilmények kozott a genotipusok atlagos levélhomérséklete 17,01 °C; stresszelt
koriilmények kozott pedig 17,42 °C volt. A transzspiracids aktivitast tiikroz0 At érték Gsszes
genotipusra vetitett atlaga a kontroll novények esetében At = 1,55 °C, mig a vizhidnyos
koriilmények kozott €16 novények esetében At =1,14 °C volt.

A kontroll és stresszelt novények At értékei kozotti eltérés -0,41 °C volt a kontroll
novények javara, mely a vizmegvonas hatasanak tulajdonithato. A vizmegvonds tehat

alapvetden negativ hatdst fejtett ki a novények transzspiracios aktivitasara. A vizhidny esetén
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bekovetkezd transzspiracids aktivitdsvesztés mértéke tekintetében az egyes vizsgalt
genotipusok kozott jelentds kiilonbség volt tapasztalhatd. Az vizsgalt genotipusok eltérd
koriilmények kozott mért levélhOmérsékleti értékei kozotti eltérést a felvett trendvonalak
szemléltetik.

A genotipusok tobbsége esetében a kontroll ndvényeknek a sztomakon keresztiil zajlo
gazcserével Osszefliggésbe hozhatd parologtatasa jelentdsen feliillmulta a stresszelt ndvények
ugyanazon paraméterét. Azonban tobb genotipus (#8, #1, #75, #60, #18, #24, #49, #7)
esetében is a jelentds vizmegvonds ellenére is kozel azonos levélhdmérsékletet mértiink,
amely a gdzcsere nyildsokon keresztiil végbemend parologtatas kdzel azonos mértékére enged

kovetkeztetni stressz koriilmények kozott is.

Az eltérd levélhdmérsékleti értékekben megnyilvanuld gazcsere intenzitasnak az
metabolikus aktivitdssal valod Osszefliggésérdl fontos informacidkkal szolgdlhat a ndvények

vizgazdalkodasi és biomassza paramétereinek 0sszevetése (27. abra).

Viz felhasznalas (L); Pixel alapu zoldfeliilet {relativ
egység)
~
.—I
—»
3
Levelhomerseklet {*C)

#58 (60 %-os #58 (20 %-0s #99 (60 %-0s #99 (20 %-0s
vizellatottsag) vizellatottsag) vizellatottsag)  vizellatottsagy)

27. abra: A Alevélhomérséklet, a m pixel alapt zoldfeliilet, illetve a ® vizfelhasznalas értékek
egy magas (#99) és egy alacsony (#58) transzspiracios aktivitassal rendelkez6 genotipus esetében
kiilonb6zo (60- és 20 %-os) viz ellatottsagi szinteken. Az abra bal oldali skalajan a vizfelhasznalas,
literben ¢és a pixel alapt zoldfeliilet, relativ egységben kifejezett értékei talalhatok. A jobb oldali
skalan a levélhomérséklet értékek keriiltek abrazolasra (a tengely az értékeket forditott sorrendben
tartalmazza az alacsonyabb levélhomérséklet értékekhez tartozo fokozott transzsiracios aktivitas
szemléltetése érdekében).
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Az 0Osszehasonlitas elvégzésére a levélhdmérséklet vonatkozasdban eltérd reakciot
mutatd genotipusokat valasztottunk ki. Az #58-as genotipus esetében mind optimalis
vizellatas mellett, mind pedig vizmegvonds esetén viszonylag magas levélhOmérsékleti
értékeket mértiink (levélhdmérséklet 60 %-os vizellatas mellett: 17,34 °C; 20 %-os vizellatas
mellett: 18,02 °C). A #99-es genotipus esetében pedig mindkét vizellatasi szinten viszonylag
alacsony levélhomérsékleti értékeket mértiink (levélhdmérseklet 60 %-os vizellatas mellett:
16,20 °C; 20 %-os vizellatas mellett: 16,95 °C).

Mivel a fokozottabb légcsere  aktivitashoz  értelemszerlien alacsonyabb
levélhOmérsékleti értékek tartoznak ezért valtozadsok iranya ellentétes eldjeli a
levélhdmérséklet esetében, ezért ezek az értékek forditott (csokkend) skalan keriiltek
abrazolasra.

A levélhOmérséklet mellett &brazolt tovabbi paraméterekhez tartozo adatpontok
egymassal Osszhangban valtoztak a stressz kezelés hatdsara, mindkét genotipus esetében.
Tehat a magasabb levélhdmérsékleti értékekkel jellemezhetd kevésbé aktiv gazcserét végzo
novények vizfelhaszndlasa €s biomassza produktuma is alacsony szinten maradt. Az aktivabb
légeserét folytatd, tehat alacsonyabb levélhdmérsekleti értékekkel jellemezhetd ndvények
vizfelhasznaldsa ¢és felhalmozott biomassza tomege is magasabb szinten alakult, utalva a

fokozottabb légcserével 6sszefliggd magasabb anyagcsere aktivitasra is.

6.4.4. A termésmennyiség valtozasa a szarazsag stressz hatasara

Els6ként mindenképpen az agronomiai szempontbol legfontosabbnak tekinthetd
paraméter, a szemtermés érdemel emlitést. A szemtermés adatok cserepenként, azaz
novényenként keriiltek meghatarozasra. A 28. dbra az egyes genotipusok 60 %-os €s 20 %-os
vizellatas mellett mért terméseredményeit szemlélteti. A diagramon az egyes genotipusok a

kontrollhoz viszonyitott termésmennyisiik alapjan keriiltek rangsorolasra.
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28. abra. A szemtermés értékek valtozasa vizmegvonas hatasara a vizsgalt 23 arpa genotipus esetében
(5-5 novény atlagaban) 60 %-os vizellatas (m) és 20 %-os vizellatas (=) mellett, illetve a szemtermés
alakulasa a kontroll értékhez viszonyitva, %-ban kifejezve (A ).

A rangsor elején (I. kategdria) helyezkednek el azok a genotipusok, amelyek
viszonylag alacsony terméspotenciallal rendelkeznek, de széarazsagtoleranciajuk kivalo.
Gyakran megfigyelhetd, hogy képesek vizhiany esetén eldrehozni a virdgzast illetve az érést,
igy leroviditve ¢életciklusukat. Ebbe a csoportba jellemzdéen egzotikus, erds szarazsag
stressznek kitett termOhelyekrdl szarmazo arpa vonalak tartoznak. Az #1-es genotipus példaul
egy Albacete nevii spanyol tajfajta, melyet kifejezetten az orszdg szdrazabb régidiban
termesztenek. Ezen fajtdk habitusukat tekintve szdmos 0Osi bélyeget Oriznek. Alacsonyabb,
fiszerti felépitéssel, kis kaldsszal, viszonylag gyenge bokrosodasi képességgel, de az atlagnal
jobb biotikus- és abiotikus stressz rezisztenciaval rendelkez6 genotipusok tartoznak ide.

A rangsor végén (III. kategoria) helyezkednek el a szenzitivnek tekinthetd
genotipusok. Ezen fajtdk termesztési teriilete tobbnyire csapadékkal megfelelden ellatott
korzetekben talalhat6. Ebben a csoportban taldlhatdo példaul a Keystone (#3) nevii magas,
sotétzold vegetativ részekkel rendelkezd igen nagy asszimilacids feliiletet fejlesztd, kései
érésli kanadai intenziv genotipus. Jellemzden nagy zoldtomeggel rendelkezd, intenziv
termesztéstechnologiat (Pl.: ndvényvédelem, tdpanyagellatas) igényeld genotipusok tartoznak

ebbe a csoportba.

67



Az elsé két kategodriaval szemben az agrondomiai szempontbol ideédlisnak tekinthetd
tartomany kozépen (II. kategdria) helyezkedik el. Az ebbe a csoportba tartozd genotipusok
kedvezd korilmények kozott kihasznalva magas terméspotencialjukat versenyképes
mennyiségli termést adnak. Vizhidny esetén pedig képesek minden esetben optimalis szinten
miikodtetni az anyagcseréjiiket.

Mivel kordbban a genotipus kollekcid 0Osszeallitidsanal sajat eredményekkel nem
rendelkeztiink, csupan irodalmi adatokra tudtunk tadmaszkodni, annak érdekében, hogy a
Komplex Stressz Diagnosztikai Rendszeren tesztelt genotipus kollekcid szarazsag tolerancia
szempontjabol megfelelden varidbilis legyen. Az emlitett harom csoport egyiittes jelenléte
azonban utal arra is, hogy a fenotipizalasi torzskollekciot, illetve a korabban az EcoTILLING
analizishez hasznalt teljes genotipuskollekciot is megfeleléen allithattuk 6ssze, azaz alkalmas

a szarazsagtolerancia feltarasara iranyulod 0sszehasonlitd analizisek elvégzésére.

6.4.5. A novények vizhaztartasanak paraméterei

6.4.5.1. A vizfelvételi profilok rogzitése

A berendezés Ontozést végzo eleme alakalmas arra, hogy a fejlodd ndovények szamara
a teljes tenyésziddszak alatt 4llando talajnedvességet biztositson (29. &dbra). A szamitogep altal
vezérelt 0nt6zd elem automatikusan, tomeg alapjan potolja a novény altal felhasznalt
vizmennyiséget. Az egyedi radidfrekvencids chipekkel végzett azonositas utan regisztralja az
utanpotolt vizmennyiség értékeket valamennyi novény esetében. Ezen adatok Osszesitésébol
kalkulalhaté a novény adott idéponthoz kotddod illetve Gsszesitett viztelhaszndlasa is. Ezen
kiviil a berendezéshez kapcsolt szamitogép elvégzi a novények vizfelhasznalasanak
folyamatos regisztralasat €s az adatok tarolasat is. A vizfelvételi adatok a hetente végzett
ontozések alkalmaval kertiltek rogzitésre. A kisérletek jelenlegi elrendezésében nem vettiik

figyelembe a talajon keresztiil elparolgott viz mennyiségét.
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29. abra: A Komplex Stressz Diagnosztikai Rendszer, 6nt6zést végzo eleme miikddés kozben. A
novények ontdzését egy perisztaltikus pumpaval végzo szamitogép a szintén hozza kapcsolt mérleg
segitségével kalkulalja, és potolja a legutobbi 6ntézés dta a ndvény altal felvett vizmennyiséget.

6.4.5.2. A regisztralt vizfelhasznalasi profilok meghatarozasa

A teljes tenyésziddszak alatt regisztralt adatokbol meghatarozasra keriiltek az egyes
novények vizfelvételi profiljai. A 30. abra a tesztelt genotipusok atlagaban az id6
fliggvényében mért vizfelvételi gorbéket hivatott megjeleniteni kontroll ¢és stressz
koriilmények kozott. Az optimalis vizellatottsagu novények a teljes tenyészidoszak alatt 2285
ml vizet hasznaltak fel, az alacsony viz ellatottsagi szinten fejlodé ndvények teljes
vizfelhasznalasa ennek az értéknek csupan a 36 szazaléka: 822 ml volt. A kontrollként
szolgalo illetve a vizmegvondsnak kitett novények vizfelhasznalasanak idofiiggését leird
gorbék lefutasa trendjében hasonlonak mondhat6, meredekségében azonban jelentds eltérést
mutat. A novények fejlodésével a kontroll novények vizfelhasznalasi gorbéje fokozatosan
elvalik a stresszelt ndvények vizfogyasztasat leirdé gorbétol. A kontroll novények id6
fiiggvényében dinamikusan fokoz6dd vizfelhaszndldsanak hatterében valdszinileg a
magasabb felhalmoz6do biomassza felépitése majd fenntartdsa okan megnovekvo igények

fedezésére szolgald emelkedett vizigény all.
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30. abra: A genotipusok atlagaban meghatarozott, kumulalt vizfelhasznalasi profilok alakulasa 60 %-
os (m) és 20 %-os vizellatas (O0) mellett.

A 31. abra a vizmegvonas hatidsara bekovetkezd szemterméskiesés tekintetében
legtoleransabbnak (Albacete) ¢s legérzékenyebbnek (Arda) bizonyult arpa genotipus

vizfelvételi gorbéjét hivatott megjeleniteni.
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31. abra: Vizfelvételi profilok az id6 fliggvényében egy tolerans (Albacete) 20 %-os vizellatas -o-; 60
%-os vizellatas -e- és egy szenzitiv genotipus (Arda) 20 %-os vizellatas -A-; 60 %-os vizellatas - A -
esetében.
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A novények feljodésének kezdeti szakaszan (kb. az 1.-t6l a 8. hétig) az optimalis
vizellatottsdgi novényekre mérsekelt vizfelvétel volt jellemz0, a stresszelt ndvények esetében
ezen iddszak alatt nem tortént vizutanpotlas a kisérlet szempontjabol sziikséges, 20 %-os
talajnedvesség szint elérése érdekében.

Az intenziv fejlodés iddszakaban (kb. 8. és a 20. hét kozott) mind a tolerans mind pedig
a szenzitiv genotipus esetében a novények vizfelvétele nagyobb volt. Ez, a vizfelvételi gérbe
kozepén elhelyezkedd linearisnak tekinthetd szakasz mindkét genotipus esetében trendjében
hasonld, csupan meredekségbeli eltérés figyelhetd meg. Optimalis koriilmények kozott (60 %-
os vizellatas mellett) a szenzitiv (Arda) genotipus nagyobb vizsziikségletének fedezésére tobb
vizet hasznalt fel a szenzitiv genotipushoz viszonyitva. Ez vizfogyasztasbeli tobblet a
terméshozamaban is megmutatkozott (Lasd: 28. 4bra).

Vizmegvonas esetén viszont mindkét genotipus kdzel azonos mennyiségii vizet hasznalt
fel életfolyamatai miikodtetésének ellatasahoz. Azonban a genotipusok termésképzésének
hatékonysaga kozott mar jelentds mértékll eltérés mutatkozott, ugyanis a termés tekintetében
szarazsagtlironek mutatkozd genotipus (Albacete) kozel hasonld vizfelvétel mellett
lényegesen magasabb szemtermést produkalt.

A fentiek értelmében kijelenthetd tehat, hogy a vizfelvétel profil 6nmagaban nem
tilkrozi az adott genotipus szarazsag tolerancidjanak szintjét. Ennek a paraméternek az
ismerete tehat sziikséges, de nem elégséges feltétele egy genotipus szarazsagtoleranciajanak

megitélésehez.

6.4.5.3. Vizhasznositasi hatékonysag alakulasa a szarazsagstressz hatasara

Ahhoz, hogy a névény vizhasznositasarél megfeleld és a valosagot tiikkr6zd atfogod
képet kapjunk sziikséges volt meghatarozni a genotipusok vizhasznositdsi hatékonysagat.
Ezen paraméter pontos értelmezésére tobbféle definicid, meghatdrozasara pedig szamos
metodus létezik. Jelen esetben ez a paraméter az egységnyi viz felhasznéalasaval képzddott
szemtermést jelenti. A Komplex Stressz Diagnosztikai Rendszer hasznalatdnak koszonhetden
a novényenkénti teljes tenyészidOszak alatti vizfelhasznalas ¢€és a termésmennyiség
ismeretében viszonylag egyszertien kalkulalhato ez az érték.

A 32. abra az optimdlis vizellatds mellett nevelt kontroll novényekhez viszonyitott,
vizmegvonas hatasara bekovetkezd vizfelhasznaldsi hatékonysag valtozast szemlélteti %-os

értékben kifejezve.
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Mivel ez a paraméter nem mas, mint az eddig ismertetett két tulajdonsag (szemtermés;
vizfelhasznalads) értékének a hanyadosa, igy nem meglepd, hogy az egyes tulajdonsidgok
szerint felallitott rangsorok kozott hasonlosdgok fedezhetdk fel (tobbek kozott a rangsorban

elsé (Albacete) €s utolsé (Arda) pozicioban talalhatd genotipusok tekintetében).
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32. abra: A vizsgalt genotipusok vizhasznositasi hatékonysaganak alakulasa szarazsag stressz hatasara

6.4.6. A szemtermés és a vizhasznositasi hatékonysag kozotti korrelacio

A szemtermés ¢€s a vizhasznositasi hatékonysag vizmegvonds hatisara bekovetkezo
valtozasanak egyiittes kiértékelésével €s dbrazolasaval deriilt fény a két paraméter kozotti
Osszefliggésre. A két paraméter vizhidny esetén bekovetkezo alakuldsat a 33. abra szemlélteti,
mely a szemtermés €s a vizhasznositasi hatékonysag szdzalékban kifejezett értékei kozotti
jelentds mértéki korrelaciorol (R*=0,6596) tanuskodik.

Ez a fontos Osszefliggés egyben megerdsiti vizhasznositasi hatékonysag
kiszadmitasahoz  sziikséges  mindkét  paraméter  pontos  meghatirozdsdnak  és

szamszerisitésének sziikségességét, ezaltal ramutatva a Komplex Stressz Diagnosztikai

Rendszer viz utanpotlast regisztralo elemének hasznalatabol fakado eldnydkre.
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33. abra: A vizhasznosito képesség és a termOképesség vizmegvonas hatasara bekdvetkezo valtozasa
kozotti Osszefliggés.

6.4.7. Tovabbi fontos mért paraméterek alakulasa szarazsag stressz hatasara

A  Komplex Stressz Diagnosztikai Rendszerben tesztelt genotipusok fobb
termésparamétereinek Osszesitése (34. dbra) nyomdn megallapithatd, hogy az altalanosan
tapasztalt stressz reakci6 az egyes mérhetd paraméterek értékeinek valtozé aranya és mértéki
visszaesése. Ez a csokkenés azonban genotipusonként mértékében €s az egyes fobb termés
paraméterek kozotti ardnyokban is jelentds eltéréseket mutat.

A vizmegvonas kovetkezményeként bizonyos genotipusok egyes
termésparamétereiben pozitiv iranya eltéréseket is tapasztaltunk a kontroll ndvényekhez
viszonyitva. A kontroll értékhez viszonyitott termésmennyiség alapjan felallitott rangsorral
(lasd: 28. 4bra) O0sszehasonlitva az abrat szembetiind, hogy a rangsor elsé harmadaban (I.)
talalhatd genotipusok (#1, #60, #86, #18, #66, #17, #101) esetében egy vagy tobb paraméter
vonatkozdsaban pozitiv iranyt valtozas allt be a szarazsag stressz kovetkeztében. Jelentdsnek
tekinthetd emelkedés elsdsorban a harvest index illetve az ezerszemsuly tekintetében

figyelhetd meg. Mindkét termésparaméter esetében mértiink 50 % koriili novekedést.
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34. abra: A mesterségesen elidézett szarazsagstressz hatisa a fobb agrondmiai paraméterek értékeire
a Komplex Stressz Diagnosztikai Rendszerben

6.4.7.1. A szarazsag stressz ezerszemsuly valtozasara kifejtett hatasara

Az ezerszemsuly a terméshozam mellett az egyik legfontosabb figyelembe vehetd
paraméter a gabonafélék esetében. A vizhidny ezen paraméterre gyakorolt hatisa altalaban
latvanyos, illetve kisérleti rendszertdl fliggetleniil konnyen meghatdrozhatd. A tesztelt 23
genotipus atlagaban (35/A. 4bra) vizsgalva az ezerszemsuly alakulasat csupan kismértéki,
majdnem hibahataron beliili csokkenés tapasztalhato. A 60 %-os vizellatas (42,92 g) és 20 %-
os vizellatds (42,17 g) esetén mért ezerszemsuly minddssze 1,75 %-os eltérést mutat a
kontroll ndvények javara.

Az egyes genotipusokra lebontott értékek (35/B. é&bra) azonban mar nagyobb
eltéréseket mutatnak egymdshoz viszonyitva. A vizsgalt genotipusok a szarazsagstresszre az
ezerszemsuly tekintetében eltéré valaszreakcidt mutattak. A kontroll ndvényekhez
viszonyitott, szdzalékban kifejezett értékek 77 % és 108 % kozott valtoznak. Bizonyos
genotipusok a jelentds termésdepresszid ellenére is ezerszemsuly novekedéssel reagaltak a
szérazsagstresszre. Azonban az egyes genotipusok ezerszemsuly értékeinek alakuldsaban a

tulajdonsag kialakuldsaban résztvevd genetikai faktorok mellett mas tényezdk is szerepet
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jatszhattak. Az ezerszemsuly csokkenése ellen hatd tobb genotipus esetében is tapasztalt
tényezé volt a megtermékenyiilési problémak miatt hidnyosan kitelt kalaszokbol adodé
csokkent szemszam. Az ezerszemsuly csokkenése irdnyaba pedig az egyes genotipusokra
jellemzdé bokrosodas miatti eltérd szamu sarjhajtasok jellemzéen kisebb ezerszemsulyu

termésének jelenléte hatott.
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35. abra: Vizmegvonas hatasa az ezerszemsuly értékének valtozasara. A:a 23 genotipus atlagaban
mért ezerszemsuly valtozasa a szarazsag stressz hatasara. B: az egyes genotipusok ezerszemsulyaban
vizmegvonas hatasara bekovetkez6 valtozasa a kontroll szazalékaban kifejezve.

6.4.7.2. A harvest index alakuldsa vizmegvonas esetén

A szarazsagstressz hatasara a biomassza produkcion beliil a szemtermés részardnyanak
alakulasa valtozatos képet mutatott (36. abra). A vizsgalt genotipusok egy részénél a
tapasztalt stresszreakcio a harvest index csokkenése volt.

Ezen genotipusoknal a vizhidny kovetkeztében kialakuld viz- és tapanyag felvételi
nehézségek hatasa a termésképzés tekintetében magasabb szinten nyilvanult meg, mint a
vegetativ részek esetében. Ez megfigyeléseink szerint els6sorban megtermékenytilési
problémakra, illetve a mar kialakult n6vényi szervek korai szeneszcencidjara vezethetd vissza.

A tesztelt genotipusok koziil 11 vonal harvest indexe a termésképzés szempontjabol
kedvez6 iranyban valtozott a vizmegvonds hatasara. Azaz a vizsgalt arpa vonalak kozel fele
csokkent tapanyag- ¢és vizfelvételi forrasok esetén is képes volt anyagcseréjének
optimalizalasa Utjan a kontroll viszonyoknak megfeleld, vagy azt meghalad6 aranya termeés

tomeg eldallitasara.
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Utébbi  reakciora latvanyos példat szolgaltatott a termésmennyiség ¢és a
vizhasznositasai hatékonysag szempontjabdl is kiemelkedd teljesitményt nyujto, #l
genotipusként szerepld, Albacete (#1) elnevezésli, Spanyolorszagban termesztett tajfajta,
amely a harvest index tekintetében is figyelemre méltdé eredményt produkalt. A szemtermés
foldfeletti részekhez viszonyitott aranyat vizmegvonas esetén mintegy 67 % -kal volt képes

novelni.
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36. abra: A szamitott harvest index kontrollhoz viszonyitott, %-ban kifejezett értékének alakulasa
szarazsagstressz hatasara a tesztelt 23 arpa genotipus esetében.

6.5. A fontosabb fiziologiai és agronémiai paraméterek kozotti korrelacio

A legfontosabbnak tekintett paraméter, a szemtermés illetve az azt kozvetleniil
meghatarozhat6 vagy szamitott fontosabb paraméterek kozotti 6sszefliggést jeleniti meg a 37.

abra.
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37. abra: A korrelacié mértéke a szemtermés és az egyes fiziologiai és agronomiai paraméterek kozott.
A termésparaméterekhez tartozo oszlopok felett a szamszerisitett korrelacio értékek keriiltek
feltiintetésre.

Korrelacié mértéke

Az adatok a vizsgalt 23 genotipus (230 novény) egyes értékeinek Osszesitésébol
sziilettek. A szamitdsok alapjaul az egyes paraméterek kontroll értékhez viszonyitott, a
széarazsag stressz hatdsara bekovetkezd valtozasai szolgaltak.

A termdképességgel Osszehasonlitva viszonylag magas korrelaciot talaltunk a harvest
index, a vizhasznositd képesség (WUE) valamint az ezerszemsuly tekintetében. Mig a
novénymagassag, a kaladszhossz, illetve a bokrosodds mértékének jelzészamaul szolgald

novényenkénti kaladszszam esetében nem volt kimutathato jelentds mértéki korrelacio.

6.6. Az EcoTILLING moddszerrel feltart haplotipus adatok illetve a szarazsagstressz

alatt mért fenotipusos paraméterek kozotti kapcsolat

A genotipusos €s fenotipusos adatok teljeskorii kiértékelését kovetden kapcsolatokat
kerestiink az EcoTILLING analizis Utjan feltart, a szdrazsag tolerancia kialakitasdban
potencialisan részt vev0 gének azonositott haplotipusai valamint a Komplex Stressz
Diagnosztikai Rendszerben meghatarozott, a szarazsagtiiréssel Osszefliggésbe hozhatd
fenotipusos tulajdonsagok kozott. A vizsgalt génjeloltek genetikai variabilitasi adatai
birtokaban a megkiséreltiik a széleskoriien meghatarozott fenotipusos, elsésorban agrondémiai
paraméterekhez rendelni az elkiilonitett haplotipusokat.

A genotipusos ¢és a fenotipusos adathalmazok Osszehasonlithatosagi feltételeinek

megteremtése €érdekében -fenotipizalasi kisérletbdl nyert adatok metrikus volta miatt-
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sziikségessé valt a vizsgalt genotipusok egyes meghatarozott paraméterek szerinti torténd
rangsorba allitasa illetve kategoriakba soroldsa. A fenotipus tekintetében is jellemzett
arpakollekcido méretét, valamint az egyes haplotipusok gyakran nagymértékben eltérd aranyat
figyelembe véve valamennyi esetben két (egy ,szenzitiv’ és egy ,tolerdns”) fenotipus
kategdridba soroltuk a vizsgalt genotipusokat. Ekozben tudatiban voltunk annak, hogy a

csoportositas bizonytalansaggal is terhelt.

6.6.1. A HvAI gén haplotipusainak és a pixel alapa zoldfeliilet kapcsolata

A HvAl-es gén esetében a 60 %-os és 20 %-os vizellatottsagi viszonyok kozott mért
pixel alapu zoldfeliilet eltérések alapjan rangsorolt genotipusokat értékelve talaltunk jelentds
mértékli haplotipus-fenotipus Osszefliggést (38. abra). A szenzitiv €s tolerdns genotipusokat
elkiilonitd valasztovonal kijelolését a stressz okozta gatlas mértéke alapjan végeztiik.
Amennyiben a csokkenés a kontroll értékhez viszonyitva 55 %-nal nagyobb volt, azt a
genotipust szenzitivnek tekintettiik. A rezisztens genotipusok esetében a vizmegvonas okozta
gatlas 55 %-nal kisebb volt a normal koriilmények kozott nevelt ndvényekhez hasonlitva. A
két kategoria elkiilonitésénél figyelembe vettilk a hatarvonal kozelében 1évO genotipusok
egyeb stressz paramétereit is. A HvAl gén EcoTILLING analizise eredményeként 5 unikalis
haplotipus (A-E) valt ismertté. Az A, a B és a C haplotipus mindkét csoportban megtalalhato.
Az E haplotipus csak a szenzitiv genotipusokban van jelen, 17 %-os gyakorisaggal, mig a D-
haplotipust hordozd genotipusok pixel alapu zoldfeliilet eredményeik alapjan minden esetben

a tolerans kategoriaba keriiltek. Ezen csoporton beliil a D-haplotipus aranya eléri a 45%-ot.

Szenzitiv genotipusok Tolerans genotipusok
E haplotipus E haplootipus
17% 0% A haplotipus

22%

D haplotipus
0%

S D haplotipus
ha A haplotipus 45%
: 49%

C haplotipus
17%

/B haplotipus
22%

B haplotipus :
17% C haplotipus
11%
38. dbra: A HvAl gén egyes haplotipusainak szazalékban kifejezett el6fordulasi gyakorisaga
a tesztelt arpa torzskollekeio tolerans és szenzitiv genotipusainak csoportjaban.
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Annak tisztazasa érdekében, hogy allhatnak-e szekvencia eltérések a kiillonbozd
haplotipus aranyok, illetve a kiilonb6z6 haplotipusokat hordoz6 genotipusok eltérd
stresszreakcidjanak hatterében, 0sszeallitottuk a HvAI gén haplotipus tablazatat (8. tablazat).
A HvAl gén 919 bp hosszusagt amplikonjaban elkiilonitett haplotipusok szekvenciaianak
Osszevetése nyoman 12 SNP valamint 2 InDel tipust polimorfizmus jelenlétére deriilt fény.
Mindkét InDel kodold régioban talalhatd. A 1.1 jelolésti, 33 bazispar hossziisagu génszakasz
csupan a szenzitiv genotipusokban kizardlagos eléfordulasu E haplotipusban deletalodott. A
2.1 jelolést 3 bazisparnyi szakasz pedig csak a tolerans genotipusok korében megtaldlhatdo D-
haplotipusban volt kimutathaté. Az 1.I mutacié 11 aminosavnyi fehérje szakasz kiesésével
jart, a 2.1 mutacido pedig 1 aminosav fehérje lancba épiilésével hozhatd kapcsolatba. A

detektalt 12 SNP koziil 6 talalhatd exonikus régioban, ezek koziil pedig 5 idézett el aminosav

cserével jard valtozast a génrdl keletkezd fehérje termékben.

8. tablazat: A HvAI génben azonositott haplotipusaiban megtalalhaté polimorfizmusokat és fébb
jellemzoiket tartalmazo attekint6 tablazat.

Szekvencia
(adatbazis)
A haplotipus
B haplotipus
C haplotipus
D haplotipus
E haplotipus
Nukleotid
csere
Exonlintron | | | | | | E E E E E E E E
Aminosav
csere

=)o oo o |2

GICIA| AG | GIC | T | CT | GIA | TG | GIC |33 bpd GIC | GiA | GIA | GIA |-ICCA

QD | QD | MMaa| QH | AT | TIT | AT | T

A génekhez tartozo haplotipus tablazatokban haszndlt roviditések:

Polimorfizmusok: S = SNP; I = InDel

Nukleotidok: A = adenin; C = citozin; G = guanin; T = timin

E = exon; I = intron

Aminosavak: A = alanin; R = arginin; N = aszparagin; D = aszparaginsav, C = cisztein; Q =

glutamin; E = glutaminsav, G = glicin; H = hisztidin; I = izoleucin; L = leucin,; K = lizin; M =
metionin; F = fenilalanin; P = prolin; S = serin; T = threonin;, W = triptofan; Y = tirozine; V = valin

6.6.2. A termés stabilitassal 6sszefiiggésbe hozhaté haplotipus-fenotipus kapcsolatok

A tesztelt  genotipusok  termésmennyiségébdl levezetett — szarazsagtiirését

legpontosabban kifejez0 paraméter a vizmegvonas esetén mért, a kontroll szazalékaban
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kifejezett termésmennyis€ég. Az ezen érték alapjdn rangsorba rendezett genotipusokat (39.
abra) szenzitiv illetve tolerdns kategoriakba soroltuk, melyek ko6zott a hatart a kontroll
értékhez viszonyitott szemtermes 45 %-os értékénél hiiztuk meg. A két kategoriaba igy kozel
azonos szamu genotipus keriilt. A kategoriak kozotti hatarvonal kijelolése a fent emlitett
praktikus okokbdl sziikséges volt, azonban mivel a genotipusok kozott e paraméterében
¢lesen elkiilonithetd hatar nincs, ezért a kategériahatarok kijelolésekor az atmenetet képezo

genotipusok mas stressz mutatoit is figyelembe vettiik.

Szenzitiv genotipusok Tolerans genotipusok

#87
#74
- #56
- #58
- #99
- #3
#79

#8
#48
#75
#49
#81
#51

#7
#70
#24
#101
#17
#66
#18
#86
#60

#1 T T T T T T T T

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90
Termés stabilitas (kontroll % -aban kifejezett termésmennyiség szarazsagstressz alatt)

Genotipus

39. abra: A tesztelt genotipusok termés-stabilitas szerint felallitott rangsora alapjan kialakitott
szarazsagtiirés vonatkozasaban ,,szenzitiv” €s ,,tolerans” kategoriak

Kovetkezd lépésként megvizsgaltuk a szarazsag érzékenységi kategdridkba sorolt
genotipusok EcoTILLING analizissel jellemzett, szarazsagtiirésben szerepet jatszo
génjeloltekben megtaldlhatd haplotipus aranyokat. A fenotipusosan tesztelt torzskollekcio
szenzitiv ¢és tolerans részkollekciojaban talalhaté haplotipus frekvencidkat 6sszehasonlitva két
génben (HvDRFI; HvNHXI) talaltunk szignifikdnsnak nevezhetd genotipus-fenotipus

kapcsolatot.
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6.6.2.1. A HvDRF1 gén haplotipus-termésstabilitas osszefiiggése

A HvDRFI gén C-amplikonjanak EcoTILLING analizissel, €s szekvenalassal
elkiilonitett haplotipusainak eléforduldsi gyakorisagdban jelentds eltérést tapasztaltunk a
fenotipusosan tesztelt arpa torzskollekcio tolerans €s szenzitiv genotipusai kozott (40. abra). A
polimorfizmus Osszetétel alapjan elkiilonitett 4 unikalis haplotipus kategoria (A, B, C és D
haplotipus) koziil a szenzitiv genotipusokban kettd fordult el6: az A haplotipus 70 %-os
gyakorisaggal, a C haplotipus pedig 30 %-os gyakorisagban volt kimutathatd. A B haplotipus
kizardlag a szarazsagtlrés tekintetében toleransnak itélt genotipus csoportban fordult eld,

mégpedig jelentdsnek tekinthetd, mintegy 36 %-o0s aranyban.

Szenzitiv genotipusok Tolerans genotipusok

C haplotipus
18%

C haplotipus
30%

B A haplotipus
B 46%

B haplotipus|
0%

¥ A haplotipus
70%

B haplotipus
36%

40. abra: A HvDRFI gén C-amplikon egyes haplotipusainak szazalékban kifejezett
elofordulasi gyakorisaga a tesztelt arpa torzskollekcio tolerans és szenzitiv genotipus csoportjaban.

A haplotipus aranyokban kimutathatott Iényeges eltérések hatterében meghtzdodo
genetikai faktorok koziil részben a gén vizsgalt szekvencia szakaszan detektalt
polimorfizmusok jelenlétébdl kovetkezd tényezdk is szerepet jatszhatnak.

A 9. tablazat a HvDRFI gén C-amplikonjdnak haplotipusaiban EcoTILLING
analizissel, és szekvenalassal detektalt polimorfizmusait tartalmazza. A fenotipusosan tesztelt
genotipusok 4 unikalis haplotipusaban 9 SNP-t valamint 2 InDel-t azonositottunk. A
polimorfizmusok koziil kodold régidban helyezkedett el 8 SNP és egy 1 InDel. A tesztelt
tozskollekcioban eléforduld A, B ¢és C haplotipusok polimorfizmus Osszetételét
Osszehasonlitva 3 olyan aminosav cserét okozd, tehat a fenotipus szintjén is megnyilvanulo

SNP polimorfizmus (9.S, 14S, 15S) is detektalhatd, amelyben a szarazsagtoleranciaban fontos
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szerepet betolté B haplotipus eltér mind az A mind pedig a C haplotipustél. A génrdl
keletkezd fehérje termékben a masik két eldforduld varidnssal Osszehasonlitva a B
haplotipusban a 9. SNP jelenléte miatt glutamin helyett arginin; a 14. SNP kovetkeztében
alanin helyett aszparaginsav; a 15. SNP polimorfizmus eredményeként pedig valin helyett
izoleucin fordul el6. A polimorfizmusok bioldgiai szerepének valdsziniiségét tovabb erdsiti a
9. és a 14. SNP esetében tortént kémiai karaktertiket tekintve hidrofil-bazikus illetve hidrofob-
savas karakterli aminosav cserék. Ezek a polimorfizmusok akar jelentds valtozasokat is
eloidézhetnek a génrdl keletkezd fehérjetermék térszerkezetében, illetve esetlegesen bioldgiai

funkcidjaban is.

9. tablazat: A HvDRF1 gén C-amplikonjaban azonositott haplotipusaiban megtalalhato
polimorfizmusokat és fobb jellemzdiket tartalmazo attekintd tablazat.

3.1 8.5 16.5

Szekv?n.cla A o
(adatbazis)
A haplotipus A, G
B haplotipus A G
C hapletipus . A, G
D hapleotipus | 15bp £ A

H CCCGAG
Nukleotid | ..o\ | wo | s | o | o | o7 | o | ca |comca| cror | cia
csere T,
Exonlintron | E E E E E E E E E E
Aminosav ARANT-

. DiG VR Wi ASS R/L Il AD Al

csere —IBGANT

6.6.2.2. A HvNHX1 gén haplotipus-termésstabilitas kapcsolata

HvNHXI gén haplotipusainak eléforduldsi gyakorisagéat tekintve szintén jelentOsnek
nevezhetd eltérések figyelhetok meg (41. abra) a termésstabilitdsuk szerint kiilonbozd
stressztiirési kategoriakba sorolt genotipusok kozott. A HvNHX1 gén varianasai koziil az A, a
B és az E haplotipus jelenléte mindkét csoportban hasonlé aranyban mutathat6 ki. Azonban C
haplotipus kizardlag a tolerans genotipusok korében van jelen, mégpedig jelentds, 27 %-os
aranyban, mig a D haplotipus pedig csak a szenzitiv arpa vonalakban fordul el 10 %-os

gyakorisaggal.
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Szenzitiv genotipusok Tolerans genotipusok

E haplotipus
E haplotipus D haplotipus  goy,
10% 0%
D haplotipus

10%

¢ haplotipusj C haplotipus
0% 27%
B haplotipus 5 A ha;SI?j/tlpus
10% a

A haplotipus
70% B haplotipus
9%

41. dbra: A HYNHX1 gén egyes haplotipusainak szazalékban kifejezett eléfordulasi
gyakorisaga a tesztelt arpa torzskollekeio tolerans és szenzitiv genotipus csoportjaban.

A HvNHXI gén 5 unikalis haplotipusat (A-E) megkiilonboztetd polimorfizmusokat a
10. tablazat tartalmazza. A 904 bp-nyi vizsgalt szekvencidban 11 SNP-t detektaltunk, melyek
koziil 7 helyezkedett el kodold régioban. Aminosav cserét okozd polimorfizmust nem

detektaltunk a HvNHX1 gén genomialis szekvencidjanak altalunk vizsgalt szakaszan.

10. tablazat: A HvNHXI génben azonositott haplotipusaiban megtalalhaté polimorfizmusokat és
fobb jellemzdiket tartalmazo attekintd tablazat.

1.8 2.8 3.5 | 4.8 58 | 65 | 7.8 85 | 95 | 108|118
Szekvencia c e |clc | T |71 ]|A]G®G
(adatbazis)
A haplotipus G T A C G C c T T A G
B haplotipus £ T A, T G A T C T A G
C haplotipus G T A, © G C C C T A T
D haplotipus | A C © © A © T C G A 5
E haplotipus G T A © G € © C T G G
Nukleotid Gia | TIC | aC | o |G| o | o | e | TG | A | G
csere
Exonlintron I I | E E E E E E E |
Aminosav PP Al /L 141 R/R PP 5i5
csere

6.6.3. A haplotipusok és a fenotipusos paraméterek asszociacios vizsgalata
Az esetlegesen fennalld tovabbi haplotipus—fenotipus kapcsolatok feltarasa érdekében
t-szeszten alapuld asszociacios vizsgalatot végeztiink az EcoTILLING mddszerrel azonositott

haplotipusok ¢€s az azokat hordozo arpa genotipusok meghatarozott fenotipusos paraméterei
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kozott. A t-teszt soran a kiilonbozd fenotipusos €s termésparaméterek vizmegvonas mellett

mért, a kontroll kériilményekhez viszonyitott, szdzalékban kifejezett értékeit vettiik alapul.

11. tablazat: A t-teszt soran feltart haplotipus-fenotipus asszociaciok részletes paraméterei

Tobbi Tobbi Atlagok

Haplotipus/ | p- [Haplotipus{Haplotius|Haplotipus Szignifikancial

Gén Szoras|haplotipus| haplotipus [Szoras|kiilonbsége
tulajdonsag |érték| hatas atlaga |egyedszamal mértéke

atlaga legyedszama (%)

B haplotipus

HvPPRPX ) 0,0054] Pozitiv 127,96 4 26,4 89,91 17 20,9 38,05 HHE
/harvest index
B haplotipus

HvPPRPX 0,0208] Pozitiv 113,09 4 18,2 | 93,99 17 12,6 5,56 **
/ezerszemsuly
B haplotipus

HvP1 vizhasznositasi0,0339| Pozitiv 189,91 4 75,3 | 123,42 16 45,7 29,66 **
hatékonysag
B haplotipus

HvPPRPX|vizhasznositasif0,0452] Pozitiv 185,18 4 74,8 | 123,37 17 46,4 5,56 **
hatékonysag
B haplotipus

HvPPRPX 0,0504] Pozitiv 62,24 4 232 | 44,23 17 13,6 19,10 *
/szemtermés
B haplotipus

HvDRF1C| 0,0713] Pozitiv 59,41 5 10,6 | 43,98 16 16,9 15,43
/szemtermés
B haplotipus

HvP1 0,1055] Pozitiv 60,25 4 21,8 | 44,63 16 15,1 15,63
/szemtermés

A szignifikancia mértéke: *** = nagyon szignifikans ** = szignifikans * = majdnem szignifikans
gy gn gn 1) gn

A haplotipusok ¢€s a fenotipusos paraméterek t-teszten alapuld asszociacids vizsgélata
soran az arpa patogén gombak altal indukalt fehérj¢jét kodolo gén (HvPPRPX) B-haplotipusa
valamint a harvest index, az ezerszemsuly, a vizhasznositdsi hatékonysdg és a szemtermés
kozott pozitiv Osszefliggést tartunk fel (11. tdblazat). Valamint a vakuolaris proton-
inorganikus pirofoszfataz fehérjét kodoldé gén (HvPI) B-haplotipusa €s a vizhasznositési

hatékonysag kozott volt kimutathatd szignifikans mértékii pozitiv hatas.

A HvPPRPX gén EcoTILLING analizissel feltart haplotipusait, és a benniik taldlhato
polimorfizmusokat foglalja 0Ossze a 12. téblazat. A vizsgalt genotipusok feltart
génszakaszaban 0sszesen 4 {0 haplotipus volt elkiilonithetd, melyekben dsszesen 1 InDel-t és
8 SNP-t detektaltunk, melyek koziil 5 helyezkedett el kodold régioban. Ezek koziil pedig 2
okozott aminosavcserével jar6 mutaciot a génrol keletkezd fehérjében.

A vizsgalt gén - tobb fenotipusos paraméter pozitiv iranyl valtozasaval is asszociaciot

mutatd - B-haplotipusdban talalhatdé polimorfizmusok koziil pedig Osszesen 3 db SNP
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polimorfizmus mutat eltérést az Gsszes tovabbi (A, C és D) haplotipustol, melyek koziil a 2.S
nevll SNP polimorfizmus aminosavcserét okozott. Ezen genetikai eltérések alapjan fenn all az
elméleti lehetdsége a génrdl keletkezett fehérje termék szerkezeti €s/vagy funkcionalis

kiilonbozdségének a tovabbi haplotipusokhoz viszonyitva.

12. tablazat: A HvPPRPX gén azonositott haplotipusaiban megtalalhatd polimorfizmusokat és fobb
jellemzoiket tartalmazo attekint6 tablazat.

18 | 25 | 38 | 48 | 5.8 | 6.8 1.1 7.5 | 858
Szekv?n.cla e o e » 7 T 7 ’ o
(adatbazis)
A haplotipus C €] A T T T G
B haplotipus G C © © C T c
C haplotipus C G A T T T G
D haplotipus ? G © T T © G G
Nukleotid Ci6 | GG | A | TIC | TIC | TG [4TATA| eia | GiC
csere
Exonlintron E E E | | E I | E
Aminosav L | k| M| - ClRR| - RV,
csere

A HvPI gén szekvenciajanak vizsgalata soran 7 unikalis haplotipus (A-E, U1, U3) volt
elkiilonithetd, melyek fobb jellemzdit a 13. tablazat tartalmazza. A vizsgalt szekvenciaban 18
SNP-t és 2 InDel-t detektaltunk, a polimorfizmusok koziil 12 SNP helyezkedett el kodold
régioban, melyek koziil a 7.S jeli SNP polimorfizmus aminosav cserével jar6 mutéciot
eredményezett. A génszakasz kodold régiojaban elhelyezkedd polimorfizmusokat attekintve
0sszesen 6 db kodolo régioban talalhatd SNP polimorfizmus (1.S, 3.5, 4.S, 6.S, 10.S, 12.S)
esetében figyelhet6k meg olyan nukleotid cserék, melyek a B-haplotipust a tovabbi detektalt
haplotipusok mindegyikétdl megkiilonboztetik.

13. tablazat: A HvPI gén azonositott haplotipusaiban megtalalhato polimorfizmusokat és fobb
jellemzoiket tartalmazo attekint tablazat.

Szekvencia
(adatbazis)

A haplotipus
B haplotipus G C G G C A
C haplotipus
D haplotipus
E haplotipus

> |=|=-PAa| = |2

U1 haplotipus GA

U3 haplotipus

Nukleotid
csere
Exonlintron E E E E E E | E E E E | E | | | | | | E
Aminosav
csere

GT | CiG cm T T T T G | AG | GIT | TIC | GIT | G | O | AIG | GA | CT | GIC | TIC | AG

Wi | BN L - - FIK I LWL | GG - - KK
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7. Az eredmények értékelése

7.1. Az EcoTILLING technologia alkalmazhatosaga a szarazsagtiirésben szerepet jatszo

génjeloltek vizsgalataban

A kvantitativ jellegi tulajdonsdgok, mint példaul a szarazsagtiirés kialakitasdban
szerepet jatszd faktorok vizsgdlata soran a tulajdonsag komplex jellege miatt szdmos gén ¢és
tobb kiilonboz0 tolerancia szintii genotipus egylittes bevonasara van sziikség.

Emellett a tobb genotipust tartalmazé populdcid nagyobb genetikai diverzitas
detektalasat teszi lehetdvé a kivalasztott génjeloltekben. A kiilonb6zd génvariansokat hordozo
genotipusok nagy szadma pedig emeli a szdrazsagtolerancia vonatkozasaban értékes
génvariansok azonositdsanak valosziniiségét is.

A genotipuskollekcio vizsgalt génszakaszainak tobbségében a statisztika tanulsaga
szerint (11. abra) minddssze 3 haplotipus volt kimutathaté jelentdés aranyban, a tovabbi
haplotipusok dontd tobbsége inkabb unikalisnak nevezhetd. Ezt figyelembe véve az unikalis
haplotipusokat tartalmaz6 genotipusok daltal hordozott, potencidlisan ¢értékes allélek

megtalalasanak valosziniisége jelentdsen csak nagyszamu genotipus bevonasaval lehetséges.

A kozelmultban kidolgozott EcoTILLING technologia (Comai €és mtsai. 2004) a fenti
cé¢lokra hatékonyan alkalmazhaté nagy ateresztoképességének koszonhetéen. Az altalunk
hasznalt EcoTILLING technolégia eldnye els6sorban abban keresendd, hogy a nagy
vizsgélhatd mintaszdm miatt nagyszdmu polimorfizmus detektalhatd viszonylag kis fajlagos
koltséggel, hiszen nem sziikséges valamennyi genotipus szekvenalasat elvégezni, ugyanis
elegendd, ha csupan haplotipus kategéridnként kiildiink egyet-egyet szekvenalasra.

A HvDREBI-es gén esetében példaul a csupan 2 haplotipus kategoria jelenlétébol
adddoan 2 szekvenalds elvégzésével megismerhettiik a jellegzetes haplotipusokat, amelyek
nagy megbizhatosaggal mind a 96 genotipus vizsgalt génszakaszat jellemezhetik.

Abban az esetben, ha a vizsgalt génrdl rendelkezésre all pontos (genomialis DNS)
szekvencia informacio, atfedé amplikonok segitségével feltdrhatdo a gén és teljes nukleotid
kornyezete. [gy tobbek kozott a promoter régioban esetlegesen megtalalhatdé genetikai
variabilitds, a cisz-elemek ismerete informacioval szolgdlhat a transzkripcio jellemzdivel

kapcsolatban.
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Kisérleteink sordn az Aaltalanosan alkalmazott fluoreszcens primer jelolés helyett
flureszcens festékkel jelolt nukleotidokat épitettiink a keletkezd amplikonokba. A primereken
alkalmazott kiilonb6z6 gerjesztési hullimhosszi festékkel torténd jelolés ugyan lehetové teszi
a keletkezett fragmentunok megkiilonboztetését, azonban tapasztalataink szerint jelentésen
rontja a PCR reakcio hatékonysagat. A beépitendd nukleotidokon végzett jelolés nem gatolja
jelentés mértékben az amplifikdcio hatékonysagat, novelve ez 4altal a modszer
eredményességét, illetve a nem  elhanyagolhatdo  arkiilonbségbdl adoddéan a

koltséghatékonysagot is.

7.2. Az EcoTILLING mddszerrel feltart genetikai variabilitas 6sszegzo6 elemzése

Kutatasaink elsddleges célja egyrészrél a szarazsagtlirésben potencidlisan szerepet
Jatsz6 génjeloltek természetes variabilitdsanak vizsgéalata volt az EcoTILLING moédszerrel.
Masrészt, ezzel parhuzamosan végeztiik a fenotipusos tulajdonsagok tesztjét egy Komplex
Stressz Diagnosztikai Rendszer segitségével. Tavlati céljaink kozott szerepelt a fenotipusos €s
a genotipusos adatok egyiittes kiértékelése a szarazsagtiirés szempontjabol funkciondlis
haplotipusok azonositasa céljabol.

Az EcoTILLING vizsgalatokhoz szdrazsagtiirés szempontjabdl nagy genetikai
variabilitdst mutatd, 96 genotipust tartalmazo6 arpa kolllekciot allitottunk 6ssze, amelyben a
széarazsagtirésben potencialisan szerepet jatszo génjeldltek génvariansainak/haplotipusainak
elkiilonitését végeztiik az EcoTILLING modszerrel. Arpa szarazsagtiiréssel foglalkozo
irodalmi adatok alapjan vizsgélatainkhoz 9 gént valasztottunk ki.

Vizsgalataink  eredményeként az EcoTILLING moddszer hatékonysaganak
koszonhetden mintegy 1,5 millid bazisparnyi szekvencia valt ismertté, a vizsgalt 9 gén 18
amplikonjaban Osszesen 94 haplotipust (allélvaridnst) kiilonitettiink el, 185 SNP-t és 46
InDel-t azonositottunk. A polimorfizmusok koziil 6sszesen 53 SNP és 5 InDel helyezkedett el
kodold régioban €s Gsszesen 22 okozott aminosav cserével jaré mutéaciot a génrdl keletkezd

fehérjében.

Az EcoTILLING technologia alkalmazdsaval tehdt nagyszdmua polimorfizmus
detektalhatd viszonylag alacsony fajlagos koltséggel, hiszen nem sziikséges valamennyi
genotipus szekvenalasat elvégezni, ugyanis elegendd, ha csupan haplotipus kategéridnként

kiildiink egyet-egyet szekvendalasra. Az EcoTILLING modszer tehdt kivaléan alkalmas a
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természetes populaciokban eléforduld polimorfizmusok gyors ¢és koltséghatékony
kimutatasara (Simsek ¢és Kacar 2010).

Az éaltalunk hasznalt EcoTILLING technologia eldénye tehat elsésorban abban
keresendd, hogy az elvégzendd szekvenalasok szama jelentdsen mértékben leredukalhato, igy
a természetes populacid tagjaiban megtalalhatdo polimorfizmusok detektalasdhoz sziikséges
fajlagos 1d6 ¢€s eszkoz raforditds nagymértékben lecsokkenthetd, tehat uj tdvlatok nyilhatnak
az egyszerre vizsgalt genotipusok szamat illetden is.

A polimorfizmusok eléfordulasi gyakorisaga a vizsgalt génszakaszok mentén az SNP
polimorfizmusok esetében 92,4 bp/SNP, az InDel-ek esetében pedig 371,7 bp/InDel volt. Az
arpa gének variabilitasat feltaré polimorfizmus gyakorisagi értékek meglehetdsen tdg hatarok
kozott valtoznak. Az arpa Isa génjében a feltart polimorfizmusok atlagos gyakorisaga 1
SNP/27 bp és 1 InDel/94 bp (Bundock és Henry 2004) volt; szamos, részben ismeretlen
funkcidju genomidlis régid atlagat tekintve a polimorfizmus gyakorisdg 1 SNP/78 bp, 1 InDel
/680 bp szinten alakult (Russell €s mtsai. 2004). Az abiotikus stresszvalaszban szereplé gének
SNP 0Osszetételét vizsgalva Rostoks és mtsai. (2005) 200 bp-os atlagos polimorfizmus
gyakorisagot talaltak. Osszességében elmondhatd, hogy eredményeink a szakirodalomban

fellelhetd tag hatarok kozott mozgod polimorfizmus gyakorisagi értékek kozé illenek.

7.3. A kifejlesztett markerkombinaciok hasznosithatésaga

Az altaluk legfontosabbnak itélt, illetve genomialis DNS szekvencia birtokdban atfedd
amplikonok segitségével teljes hosszukban vizsgalt gének esetében haplotipus specifikus
markerkészletet hoztunk 1étre. Ezek a molekularis eszk6z0k a hagyomanyos arpanemesités
soran a szelekcidban is felhaszndlhatok. Tesztelésiik érdekében elvégeztiik a teljes, 96 tagot

Osszesen 4 génre — Hordeum vulgare L. AR-h gene for aldose reductase (HvARH]I),
Hordeum vulgare L. HvAl gene (HvAl), Hordeum vulgare L. HvSRG6 gene for stress
responsive gene protein 6 (HVSRG6), Hordeum vulgare L. AP2 transcriptional activator gene
(HvDRF1) - konnyen detektalhatod, elsésorban fragment hosszasag eltérésen alapuld genetikai
markereket fejlesztettiink ki. Az emlitett gének allélikus variabilitasat a teljes génszakasz
mentén feltartuk az EcCoTILLING eljaréassal.

A haplotipus-szekvencidk €és polimorfizmusok birtokaban olyan marker-
kombinacidokat konvertdltunk genetikai markerekké, amelyek alkalmasak a populacidban

eléforduld leggyakoribb haplotipusok detektalasara, illetve -elkiilonitésére. A marker-
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kombinaciok kivalasztasanal tigyeltiink arra, hogy a markerek azokat a haplotipusokat is el
tudjak kiiloniteni, amelyek aminosav szinten is kiilonbséget mutattak.

A HvARHI gén teljes szekvencidiban 6sszesen 77 polimorfizmust (56 SNP-t és 21
InDel-t) azonositottunk. Hét polimorfizmusra tervezett markerek segitségével mind a 9
haplotipus elkiilonithetové valt. A HvSRG6 gén esetében példaul a gén teljes hosszaban
azonositott 56 polimorfizmus (49 SNP ¢és 5 InDel) koziil 3 InDel detektalasara 2 SSLP
markert alkalmaztunk. A HvDRFI génre 3, a HvAl génre pedig szintén 2 markert
fejlesztettiink ki.

Malatrasi ¢és mtsai. (2002) a HvSRG6-0s gén emelkedett expressziojat mutatta ki
szérazsag stressz illetve abszcizinsav kezelés hatdsara, mely eredmények arra engednek
kovetkeztetni, hogy a gén komoly szereppel birhat a szarazsagtiirés kialakitasaban.
Kisérleteink sordan a HvSRG6-0s gén promoter régidjaban egy 196 bp hosszisagi InDel-t
detektaltunk, amely esetlegesen fontos befolyassal birhat a génkifelyez6dés szempontjabol.

A kifejlesztett markerekkel a teljes arpa populacié ismételt genotipizalasat elvégeztiik.
Az EcoTILLING vizsgalattal meghatarozott haplotipus szekvencidk ismeretében kifejlesztett
konnyen detektalhato genetikai markerek kozvetleniil felhasznalhatok az arpa szérazsagtiirés
feltarasara iranyulo vizsgalatok, (Pl. QTL térképezés) illetve az arpa szarazsagtiirésre torténd

nemesitése soran a markerekre alapozott szelekcidban.

7.4. A stressz paraméterek alakulasabdl levonhat6 kovetkeztetések

A szarazsagtolerancia mértékének tesztelése érdekében Osszedllitottunk egy 23
genotipusbdl 4ll6 arpa torzskollekciot, mely részét képezi az EcoTILLING analizishez
hasznalt tagabb genotipus kollekcidonak. A kivalasztott 23 arpa vonal széleskori fenotipusos
jellemzését tiiveghdzi koriilmények kozott, Komplex Stressz Diagnosztikai Rendszer
hasznalataval, genotipusonként 5-5 kontroll, illetve stressztelt novénnyel végeztik el. A
vizsgalt genotipusok szamanak lesziikitését a kapacitds €s anyagi lehetdségek korlatozottsaga
tették sziikségessé. Ugyanakkor ezek a kisérletek nélkiilozhetetlenek voltak a rendszer
mitkodésének teszteléséhez.

A hagyomanyos, vizualisan ¢s mérésekkel meghatdrozhato fenotipusos tulajdonsagok
mellett, tovabbi értékes kisérleti adatok is a rendelkezésiinkre allnak a Komplex Stressz
Diagnosztikai Rendszernek koszonhetden.

Meghataroztuk tobbek kozott a novények teljes tenyészido alatti vizfogyasztasat, azaz

ismerjilk a genotipusok vizfelhasznalasi hatékonysagat. A kisérlet idGtartama alatt
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rendszeresen rogzitett digitalis felvételek a kontroll és stressz koriilmények kozott nevelt
novények valamennyi fejlodési stadiumardl és a fejléddési dinamikdjukrdl is informacidval
szolgalnak. Tovabba részletes adatsorral rendelkeziink a levelek feliileti hémérsékletérdl,
melyek kiértékelése utjan meghatdrozhaté a vizmegvonas hatasara bekovetkezd légcsere
aktivitas vesztés a genotipusok esetében. Munns ¢s mtsai (2010) szerint a nagy kapacitasu
fenotipizalasi rendszerek esetében a tomeg meghatarozdson alapuld Ontdzési rendszerek,
illetve a digitalis technoldgiat alkalmazd biomassza becslési technoldgidk kulcs szereppel
birnak.

Az arpa torzskollekcioban sikeriilt azonositanunk olyan, magas fokl rezisztenciaval
rendelkezd genotipusokat, amelyek tovabbi, a szarazsagtiirés genetikai hatterének feltarasat
célzo vizsgélatok alanyaiként szolgalhatnak. Ezen kiviil a kivalasztott szarazsagtiird
genotipusok keresztezési partnerként bevonhatok 1j, fokozott szarazsagtiiréssel rendelkezd
arpafajtak eldallitasat c€lz6 nemesitési programokba is.

A Triticeae tribusz fajainak kromoszoémai kdzott meglévé homeologia miatt (Feuillet
¢s Keller 2002) az altalunk feltart eredmények a tribuszba tartozd tovabbi fajokra is részben

érvényesek ¢€s felhasznalhatok lehetnek.

A kivélasztott szdrazsagtiirdé genotipusokat Dr. Palagyi Andrds arpanemesitd
kozremiikodeésével keresztezési partnerként felhasznaltuk egy nemesitési programban, mely a
magas termoképesség mellett fokozott szarazsagtiiréssel is rendelkezd arpafajtak eldallitasat
célozza. Eddigi vizsgélataink alapjan valoszinisithetd, hogy a tesztelt arpa vonalak kozott

tobb igéretes, a késObbiekben fajtajeloltnek is alkalmas genotipus van.

7.5. A fontosabb fiziologiai és agronomiai paraméterek kozotti kapcsolat, a

termoképesség javitasanak lehetdségei

A fokozott szarazsagtiiréssel rendelkezd fajtak eldallitasa sordn a szdrazsagtolerancia
rendkiviil komplex voltdbol addéddan szamos, a stressztliroképességgel, illetve a
termoképességgel Osszefliggésbe hozhatd agrondémiai paraméter egyidejii és megfelelden
sulyozott aranyu figyelembevételére van sziikség. A nemesitési tevékenységet nagyban
eldsegitheti, ha pontos adatok allnak rendelkezésre a tekintetben, hogy melyek a legfontosabb

figyelembeveendd paraméterek. Az eredmények statisztikai kiértékelése nyoman fény dertilt
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bizonyos adatsorok nagymértékii hasonldosagara, melyek fontos tdmpontként szolgalhatnak az
egyes tulajdonsagok fontossaganak megitélésében.

A stresszkezelés alatt mért és a kontroll értékhez viszonyitott adatok alapjan felallitott
genotipus rangsorok tobb esetben is lényeges megegyezést mutattak. A legfontosabb
agronémiai tulajdonsaggal, a termdképességgel a legmagasabb korrelaciot mutatd két
paraméter a harvest index (R*=0,75) és a vizhasznosito képesség (R*=0,66) volt.

A vizfelhasznalasi hatékonysag rendkiviil fontos paraméter, hiszen amennyiben egy
termohely vizellatasat - a csapadékellatottsagtol, mint jelenleg nem vagy alig befolyasolhat6
adottsagtol fliggden, illetve Ontdzés hianydban - adottnak tekintjiik, kizardlag a
vizfelhasznaldsi hatékonysag ndvelése utjan érhetd el tovabbi hozamndvekedés (Condon €s
mtsai. 2004; Chaves és mtsai. 2010). Skirycz és mtsai (2011) szerint a szdrazsag stresszel
szembeni tolerancidt vizsgalo kisérletek esetében az ontdzési protokollnak, azaz a kijuttatott
viz mennyiségének ¢és idobeni eloszlasanak nagy jelentdsége van. Kisérleteink soran 60- és 20
%-os talaj viztartalom mellett teszteltiik az arpa genotipusok szarazsagtiirését. Az alkalmazott
vizmegvonas hatasara a vizhianyos novények a kontroll novényekhez képest jelentds
novekedésbeni depressziot illetve terméskiesét mutattak (22. és 28. abra).

Abban az esetben, ha a termelés elsddleges célja csupan valamely novényi rész minél
nagyobb mennyiségben torténd eldallitasa, akkor az egyes ndvényi szervek aranyanak
megvaltoztatasa is lehet nemesitési cél. A gazdasagi jelentdséggel bird, és ilyen modon a
preferalt ndvényi szerv az arpa és altaldban a termesztett gabonafélék esetében a szemtermes.

A szemtomeg ¢€s a fold feletti részek tomeg ardnyanak kifejezésére elterjedten hasznalt
mérdszam pedig a harvest index, amely paraméter figyelembe vétele nagy fontossaggal bir a
gabonafélék szarazsagtiird képességének fokozasdban (Khakwani és mtsai. 2011). Ezen
egyszerlinek tlind termésparaméterek kiszamitdsa illetve egy ndvényre torténd levetitése
azonban szant6foldi, illetve kevésbé szabalyozott iiveghdzi koriilmények kozott szamos
nehézségbe litkozik. A Komplex Stressz Diagnosztikai Rendszer haszndlata utjan a harvest
index kiszdmitasanak alapjaul szolgald mindkét tényezordl rendkiviil pontos adatokat
kaphatunk. Hiszen a rendszer hasznalataval egy genotipust tobb ismétlésben, egyedi
novényenként, illetve térfogatra azonos tenyészteriileten kontrollalt vizellatds mellett
vizsgalunk.

Mivel vizhasznositdsi hatékonysdg meghatarozasdnak korabban mar taglalt okokbol
szintén kivalo eszkoze a Komplex Stressz Diagnosztikai Rendszer, igy kijelenthetd hogy az

agronomiai szempontbol elengedhetetleniil fontos, de természetes koriilmények kozott
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nehezen vizsgalhaté paraméterek meghatdrozasaban a rendszer bevezetésének kdszonhetden
U tavlatok nyilhatnak.

Ezek az egybevago eredmények egyrészt egymast megerdsitve novelik a fenotipizalasi
adatok  hitelességét, masrészt a  Komplex Stressz  Diagnosztikai  Rendszer

alkalmazhatosaganak bizonyitékaul szolgalhatnak.

7.6. Komplex Stressz Diagnosztikai Rendszer hasznalatabol fakadoé elonyok

A képalkotasi technoldgidkra alapozott fenomika, mint 0j diszciplina bontakozik ki az
¢lettudomanyok teriiletén (Houle és mtsai. 2011). A genomikai méddszerek tokéletesedével
egyidében fokozodik az igény a fenotipusos tulajdonsdgok mennyiségi jellemzdinek
nagypontossagu ismerete irant. A novények sem jelentenek kivételt ezen csucstechnoldgiai
fejlesztések soraban. A nemzetkozi tapasztalatok azt mutatjak, hogy igen magas koltséggel
alakitjak ki azokat a fenotipizalasi kapacitdsokat, amelyek nagyszamu noveény vizsgélatat
teszik lehetdvé. A fenotipizalasi koncepcid alap eleme, hogy nagy ateresztéképességet,
automatizalast feltételez. A Szegeden kialakitott Komplex Stressz Diagnosztikai Rendszer az
anyagi forrasok hidnyaban csak korlatozottan tud megfelelni a nemzetkozi elvarasoknak. Az
oreg lveghdzakban felépitett, csak részben automatizalt rendszer els6dlegesen, mint elsd
hazai kezdeményezés a novény fenotipizalds elinditdsat tekintette céljanak. A jelen
kisérletekben a kis genotipus szam kompromisszumot kovetel az eredmények

altalanositasakor.

Ugyanakkor a Komplex Stressz Diagnosztikai Rendszer alkalmazasa szamos tovabbi
elénnyel jar a szarazsdgtolerancia tesztelése soran. A rendszer fontos tulajdonsaga, hogy
pontosan szabdlyozott koriilményeket biztosit a fejlodé novények szamara, igy a kivant
stresszkoriilmények konnyen és gyorsan eldallithatok, illetve a kisérletek konnyen
reprodukélhatok.

A novények fejlddése folyamatosan nyomon kovethetd, illetve szdmos stressz
paraméter folyamatosan meghatarozhat6, mégpedig a novény karositasat kikiisz6bold, nem
invaziv médon.

A biomassza felhalmozddas idébeni lezajlasa az egyik legfontosabb, a ndvény stressz
allapotara utaldé paraméter (Golzarian és mtsai. 2011, Hartmann ¢és mtsai. 2011). Ezen

tulajdonsag nem invaziv, pixel analizis Gtjan toérténd tanulméanyozasa kulcs eleme lehet a
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hasonld kutatasoknak. Jelenlegi adataink a pixel alapt zoldfeliilet nagysagat mutatjak. Joggal
meriil fel az elvaras, hogy ezek alapjan keriiljon megéllapitasra a névények zdldbiomassza
tomege. Ennek érdekében kalibracios gorbék felvételére van sziikség. Ez meg is tortént az
altalunk hasznalt rendszer esetében, buza novények felhasznaldsaval. Vass Imre €s Sass
Laszl6 adatai szerint (42. abra, kozoletlen eredmény) a mért ndvénysuly és a zold pixel jol
illesztehetdk egymashoz. Ezek a mérések megerdsitik a pixel alapu zoldfeliilet becslések

hasznalhatosagat a stresszvalasz jellemzésére.

20} 4

Mert tomeg (g)

0.05 0.10 0.15 0.20

Normalizalt zéld pixelszam

42. abra: A pixel alapu zoldfeliilet és a mért biomassza tdmeg kozotti kalibracios gorbe.

A kontroll valamint stresszelt koriilmények kozott tartott genotipusok transzspiracios
aktivitasdnak levélhdémérséklet alapjan torténd meghatarozasa soran szignifikans, atlagosan
mintegy 0,41 °C-os levélhomérséklet eltérést detektaltunk. Tovabba jelentOs eltéréseket
tapasztaltunk a kiilonboz0 stressz tolerancia szinteket képviseld genotipusok kozott is
vizmegvonasos koriilmények kozott.

Az egyes genotipusok vizellatottsaganak valamint stressz tolerancidjanak
meghatarozdsaban fontos szerep juthat a vizualis felvételek készitésére ¢&s feliileti
levélhOmérséklet meghatarozasara egyiittesen képes rendszereknek (Moller €s mtsai. 2007).

Blum ¢s mtsai. (2009) szerint vizfelhasznalas €s a transzspirdcios aktivitas egylittes
figyelembevételével nyerhetiink pontos informaciot a gabonafélék vizhasznositasarol. Az
altalunk alkalmazott fenotipizalasi rendszer megteremti mindkét paraméter meghatarozasanak

lehetdségét.
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Mivel a szarazsagtolerancia kiterjedt genetikai hatterével 0Osszefliggésben a
fenotipusos megjelenése is igen sokrétli ezért a mért adatok €s meghatarozott paraméterek
lehetd legszélesebb kort figyelembe vételével kaphatunk megfeleld képet a vizsgalt ndvények
stressz tolerancidjanak mértékérol.

Ezen kiviil a rendszer hasznélataval egyidejileg jellemezhetjiilk az optimalis és a
stressz koriilmények kozott €l ndvények élettani paramétereit, igy nagy biztonsaggal
valaszthatok ki az agrondmiai szempontbdl idedlisnak tekinthetd genotipusok, melyek
kedvezd korilmények kozott kihasznalva magas terméspotencidljukat versenyképes
mennyiségll termést adnak, vizhidny esetén pedig képesek - minden esetben optimdlis szinten
miikodtetve az anyagcseréjiiket - kielégitd termést adni.

A szadrazsdg tolerancia megnyilvadnulasdnak komplexitasa miatt kiemelt szerep
tulajdonithatd a nagy ateresztd képességli, automatizalt fenotipizaldsi rendszerek
kifejlesztésének (Munns és mtsai. 2010; Berger €s mtsai. 2010). Az ilyen rendszerek esetében
fontos, hogy a novények vizellatdsanak pontos szabalyozasa (Skirycz és mtsai. 2011) mellett
modd nyiljon szdmos, a szarazsagtiiréssel osszefliggd, fent emlitett fenotipusos fiziologiai €s

agronomiai paraméter meghatdrozasara.

7.7. A haplotipus-fenotipus kapcsolatok kutatasanak jelentosége

Tévlati céljaink kozott szerepelt a genotipusos és fenotipusos tulajdonsagok
Osszefliggéseinek keresése a szarazsag tolerancia kialakitdsaban szerepet jatszo funkciondlis
génvaridnsok azonositasa céljabol. Ezért kutatdsaink soran megkiséreltiink potencialis
kapcsolatot kimutatni a vizsgéalatba vont genotipusok szdrazsagtoleranciaja €s a vizsgalt,
széarazsagtirésben potencialisan szerepet jatszo gének elkiilonitett haplotipusai kozott.

A fenotipusos €s genotipusos adatok egyiittes kiértékelése soran talalt osszefliggések
megerdsitik a genomikai és fenomikai modszerek egylittes alkalmazasdnak sziikségességét €s
fontossagat. A szdrazsagtiirés szempontjabol funkciondlis allélek szerepének igazolasahoz
azonban nagyobb (lehetéleg 100 db feletti genotipus) populdcion végzett asszociacios
vizsgélatra van sziikség. Erre a jelen vizsgélatainkban nem volt lehetdség, ezért csak a
jellemzdk kapcsolatardl tudunk informaciot adni.

Amennyiben az azonositott génjeldltek haplotipusai €s a szarazsagtiirésben tesztelt

fenotipusuk kozott asszociacidos kapcsolat meglétét akarjuk a jovoben igazolni, tovabbi
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kisérletekre van sziikség nagyobb genotipus minta bevonasaval. A kifejlesztett markereket
diagnosztikai eszkdzként lehet alkalmazni a nemesités sordn. Ezek a potencialisan ,,génen
beliili” markerek kozvetleniil felhasznalhatok az arpa szarazsagtiirés QTL térképezése soran,
valamint a markerre alapozott szelekcioban.

Befejezd konklazioként levonhatd, hogy akarcsak az ¢€lettudomanyok szamos mas
teriiletén, a szarazsagtiirésre iranyuld kutatasokban is a csucstehcnoldgidk hasznélata révén a
nagyfoku komplexitds elemei és azok Osszefliggései feltarhatok. A szarazsagtolerancia
természetérdl szerzett ismeretek az interdiszdiplinaris megkdzelitések eredményeinek

koszonhetden mind megbizhatobban segithetik a fajtacloallitdé nemesitést és ezzel

hozz4ajarulhatnak a fenntarhato fejlodés feltételeinek megteremtéséhez.
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8. Osszefoglalas

Jelenleg vilagszerte és hazankban is a szarazsagstressz az egyik legjelentdsebb termeés
korlatozod tényezd a gabonafélék, igy az arpa esetében is. Kovetkezésképpen a legfobb
nemesitési célok kozé tartozik 1j, fokozottabb szdrazsagtoleranciaval rendelkezd fajtak
eloallitdsa. A nemesités sikeressége nagymértékben fligg attol, hogy sikeriil-e megérteniink e
komplex €s kvantitativ jellegli tulajdonsag kialakitasaban részt vevd genetikai faktorokat.

A komplex tulajdonsagok, mint példaul a szarazsaghoz torténd alkalmazkodas
fejlesztését eldsegitheti a genomikai €s fenomikai megkdzelitések kombinacioja. A meglévo
természetes genetikai variabilitds meghatarozasa pedig értékes informacioval szolgalhat a
szérazsagtiirésben résztvevd gének funkcidjat illetden. A genotipus-fenotipus asszocidciok
egylittes vizsgalata lehetdveé teheti a vizsgalt génjeldltek szarazségtoleranciaban betoltott
funkcidjanak megerdsitését.

Az arpa széarazsagtiirésben potencialisan szerepet jatszo génjeldltek genomikai adatait
a polimorfizmusok hatékony feltarasara alkalmas EcoTILLING technoldgia haszndlata Gtjan
nyertiik. A fenomikai adatsorokat iiveghazi koriilmények kozott, Komplex Stressz
Diagnosztikai Rendszer alkalmazasaval allitottuk eld.

Az EcoTILLING modszer egy nagy kapacitast, viszonylag alacsony koltséggel
kivitelezhetd eljaras, mely lehetdvé teszi a természetes populacidkban megtalalhatod
polimorfizmusok hatékony detektalasat. A modszer a TILLING (Targeting Induced Local
Lesions IN Genomes) technologia egyik valtozata, amely bizonyos PCR Iépéseken alapszik,
ugymint heteroduplex kézés, valamint a kialakult mismatch poziciok nukleaz enzimekkel
torténd emésztése. A technologia alkalmazdsa 1tjan egyarant lehetévé valik a
polimorfizmusok feltardsa, illetve a haplotipusok elkiilonitése az azonositott egyedi
haplotipusok szekvendlasa utjan. Kutatdsaink céljai  kozott szerepelt az  arpa
szarazsagtlirésének hatterében allo genetikai faktorok vizsgalata a fenomikai és genomikai
megkozelitések egyesitésének utjan.

Az EcoTILLING reakci6 magaban foglalta a vizsgalt génszakasz fluoreszcens
képzés utan az egyszali DNS-re specifikus aktivitassal rendelkezd Cell-es endonukleazzal
emésztettiik a ,,mismatch” poziciokban, majd ABI 377-es szekvenald késziiléken kiilonitettiik
el a fragmentumokat molekulaméretiik szerint. Végiil az azonositott haplotipusokat forward ¢€s

reverz iranybol is megszekvenaltuk.
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Vizsgalatainkhoz a vilag szamos pontjardl gylijtott 96 genotipust /termesztett fajtakat,
Okotipusokat és vad valtozatokat/ is tartalmazo, szarazsagtiirés szempontjabol variabilis arpa
kollekciot allitottunk 6ssze. A génjeloltek kivalasztdsa soran a szarazsagtiiréssel foglalkozo
szakirodalmi adatokra (gén expresszios, illetve QTL térképezési vizsgalatok, transzgenikus
kutatasok) tamaszkodtunk.

Elsédleges célunk volt az arpa szarazsag tlirésében potencidlisan szerepet jatszo
génjeloltek természetes genetikai variabilitasanak feltarasa az EcoTILLING technoldgia, mint
a polimorfizmusok azonositasara alkalmas eszkoz alkalmazéasa utjan. Tovabbi céljaink kozott
szerepelt konnyen detektalhato genetikai markerek (potencidlisan ,,génen beliili markerek™)
kifejlesztése az atfedd haplotipus szekvencidk birtokaban, amelyek lehetdvé teszik a fobb,
elsésorban aminosav szinten kiilonbséget mutatd haplotipusok elkiilonitését.

Az alkalmazott technologia segitségével mintegy 1,5 millid6 bazisparnyi szekvencia
vizsgélata nyoman 94 egyedi allélvaridnst kiilonitettiink el a 9 génre tervezett 18 amplikon
elemzése utjan. Egy bazisparnyi eltérést (SNP) 185, inszercid/delécio-t (InDel) pedig 46
esetben azonositottunk, a polimorfizmusok atlagos gyakorisdga 1 SNP/92 bp illetve 1
InDel/372 bp volt. Az amplikonok vizsgalata soran az azonositott haplotipusok szdma 2 és 9
kozé esett.

Osszesen 4 gén — Hordeum vulgare L. AR-h gene for aldose reductase (HvARH]I),
Hordeum vulgare L. HVAI gene (HvAl), Hordeum vulgare L. HVvSRG6 gene for stress
responsive gene protein 6 (HvSRG6), Hordeum vulgare L. AP2 transcriptional activator gene
(HvDRFI) - esetében olyan informativ polimorfizmusokat konvertaltunk &t genetikai
markerekké, melyek altal elkiilonithetdk a valosziniisithetden funkcionalis allélvaridnsok.
Tovabba ezek a konnyen detektalhatd genetikai markerek hasznosithatok kapcsoltsagi
térképezések soran illetve a markerekre alapozott szelekcidban.

Kutatasaink tovabbi fontos eleme volt egy arpa genotipus torzskollekcid szdrazsagra
adott valaszreakcidinak jellemzése a morfologiai, fizioldgiai és agrondomiai paraméterek
monitorozasa utjan kontroll €s stresszelt koriilmények kozott Komplex Stressz Diagnosztikai
Rendszer haszndlataval. Célul tliztiikk ki tovabba a tesztelt genotipusok fenotipikus stressz
paraméterek és a szarazsagtlirésben szerepet jatszo génjeloltek azonositott haplotipusainak
Osszetétele kozotti kapcsolatok feltarasat. Célunk volt ezen tulmenden egy, az arpa
szarazsagtlirasének jellemzésére hasznalhato alapvetd metodika kialakitdsa a fenotipusos €s
haplotipusos eredmények egyiittes kiértékelése utjan.

A szarazsagtolerancia mértékének és tovabbi fontos agronomiai tulajdonsagok

Komplex Stressz Diagnosztikai Rendszerben torténd tesztelése érdekében dsszeallitottunk egy
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23 genotipust tartalmazd arpa torzskollekciot. A morfologiai €s fizioldgiai tulajdonsagok
monitorozasat kontroll (60 %-os vizellatottsag a teljes tenyészidd alatt) és stressz (20 %)
koriilmények kozott kiillonbozo képalkotd eljarasok alkalmazasaval végeztiik.

A morfoldgiai, fizioldgiai tulajdonsagok, illetve a szarazsagtiiréssel Osszefiiggésbe
hozhatd agrondémiai paraméterek vizsgalatat tobbek kozott digitalis fényképezés, illetve
hékameras levélhdmérséklet meghatarozas alkalmazasaval egy fél-automata fenotipizalasra
alkalmas eszkoz, a Komplex Stressz Diagnosztikai Rendszer hasznalataval végeztiik el.

Vizsgalataink soran jelentds mértékli korrelaciot talaltunk a vizsgalt genotipusok
termésmennyisége illetve tovabbi fontos agrondmiai paraméterei kozott, mint példaul a
harvest index, a vizhasznositd képesség és az ezerszemsuly. Ezen eredmények a Komplex
Stressz Diagnosztikai Rendszer hasznalatabol fakado eldnyokre hivhatjak fel a figyelmet.

A hokamerdas mérések alkalmaval a szdrazsag stressznek kitett novények esetében
magasabb levélhdmérsékleti értékeket detektaltunk. A kivalasztott genotipusok esetében a
mért levélhdmérséklet és a pixel alapu zoldfeliilet kozott kapesolatot lehetett kimutatni.

A meghatarozott pixel alapti zoldfeliilet alapjan a genotipusokat stressz reakcidjuk
szerint tolerdns €s szenzitiv kategoridkba soroltuk az csokkenés 45 %-os értékét elkiilonitd
szintként valasztva.

Az analizis sordn a tolerans €s a szenzitiv kategdridkba tartozd genotipusok haplotipus
Osszetételében jelentds kiillonbségeket talaltunk a HvAl gén esetében. A genotipusokat
termésstabilitdsuk szerinti rangsor alapjan szintén tolerans és a szenzitiv kategoridkba
soroltuk a terméskiesés 55 %-os értékét kiiszObszintként véve alapul. A tolerans, illetve
szenzitiv genotipusok haplotipus Osszetételét Gsszehasonlitva a HvDRFI és a HYNHXI gén
esetében lényeges eltéréseket talaltunk. A haplotipusok €s a fenotipusos paraméterek t-teszten
gén (HvPPRPX) B-haplotipusa valamint a harvest index, az ezerszemsuly, a vizhasznositasi
hatékonysag €s a szemtermés kozott pozitiv sszefliggést tartunk fel.

A kisérleteink eredményeként rendelkezésre allo fenotipus €s haplotipus informaciokat
tartalmazo adatsorok fontos kiinduldsi pontjai lehetnek a szarazsagtiirésben fontos szereppel

rendelkezd génvariansok QTL illetve asszociacids vizsgalatokkal torténd azonositasa soran.
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9. Summary

In the World and in Hungary the drought stress is a main factor limiting the yield of
cereals including barley. Accordingly the development of new barley varieties with improved
drought tolerance is one of the central breeding objectives. The probability of a successful
breeding for drought tolerance is largely dependent on the understanding and knowing of the
genetical factors that regulate this complex and highly quantitative trait.

Genetic improvement of complex traits such as drought adaptation can be advanced by
combination of genomic and phenomic approaches. The determination of natural genetic
variation in candidate genes can provide valuable information about gene function. Using
genotype-phenotype data can help the validation of the involvement of candidate genes in the
drought tolerance.

Genomic data were obtained from barley drought-related candidate genes using
EcoTILLING technology as a polimorphism discovery tool. Phenomic data were generated in
the greenhouse by the complex stress diagnostic system.

EcoTILLING is a high throughput, low cost technique for rapid discovery of
polymorphisms in natural populations. It is a variant of TILLING (Targeting Induced Local
Lesions IN Genomes) that is based on certain PCR steps, such as the formation of
heteroduplices and a nuclease cutting of the DNA mismatches. It allows both polymorphism
discovery and haplotyping through the sequencing of unique haplotypes. We aimed to
understand the genetic background of the drought tolerance of barley via the combination of
phenomic and genomic data.

The EcoTILLING reaction included a PCR amplification of targets with fluorescently
labeled nucleotides. After heteroduplex formation amplicons were digested in ,,mismatch”
positions by CEL1 single-strand specific endonuclease and screened on ABI PRISM 377
sequencer. Unique haplotypes were sequenced for each gene is both forward and reverse
direction.

We have established a set of 96 barley genotypes, which contains drought tolerant and
sensitive genotypes /cultivars, ecotypes and wild relatives/ collected worldwide. Candidate
genes were selected on the basis of studies dealing with drought tolerance (gene expression

and QTL mapping studies, transgenic approaches).
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In the one hand our main goal was the analysis of natural variation of drought-related
candidate genes in barley using the ECOTILLING technology as a polymorphism discovery
tool. We aimed to develop easily detectable genetic markers (potential ,,within gene marker”)
based on overlapping haplotype sequences, which allows distinguishing the main haplotypes
showing differences in amino acid sequence.

By using this method approximately 1.5 million basepairs in barley a total number of
94 verified unique haplotypes were identified in 18 amplicons designed for 9 genes. Overall,
185 single nucleotide polymorphisms (SNPs) and 46 insertions/deletions (InDels) were
detected with a mean of 1 SNP/92 bp and 1 InDel/372 bp genomic sequence. The number of
haplotypes identified for screened amplicons ranged from 2 to 9.

Based on overlapping haplotype sequences of four candidate genes — Hordeum
vulgare L. AR-h gene for aldose reductase (HvARHI), Hordeum vulgare L. HVAI gene
(HvAl), Hordeum vulgare L. HvSRG6 gene for stress responsive gene protein 6 (HvSRG6),
Hordeum vulgare L. AP2 transcriptional activator gene (HvDRFI) - informative poly-
morphisms were converted into genetic markers allowing the detection of the potential
functional haplotypes. In addition these easily detectable genetic markers are useful for
linkage mapping and Marker Assisted Selection.

In the other hand our main goal was the characterization of drought responses of
barley genotypes by monitoring a set of morphological and physiological and agronomical
traits under control and stress conditions using the complex stress diagnostic system in
greenhouse. We aimed to find potential links between phenotypic stress parameters and
identified haplotype composition in the drought-related candidate genes of the tested
genotypes. We have established a basic methodology for combination of phenotyping and
haplotyping data in characterization of drought responses of barley.

To test drought tolerance and agronomic parameters using a complex stress diagnostic
system we have established a subcollection of 23 barley genotypes. Morphological and
physiological traits was monitored under optimal (60 % water supply for the whole life cycle)
and stress (20 %) conditions. A semi-robotic work station was used for computer controlled
watering and digital or thermal imaging. By using imaging technologies such as digital
photography and thermal imaging we monitored the pixel-based green surface, growth rate
and transpirational activity of barley genotypes.

Morphological, physiological and drought tolerance-related agronomic parameters
were monitored by digital photography and thermal imaging using a semi-automated

phenotyping platform called complex stress diagnostic system.
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We found significant correlations between grain yield of the genotypes and other
important agronomic parameters such as harvest index, water use efficiency and thousand
grain weight. Thermal images showed warmer canopy temperature of drought-exposed plants,
in selected cases the actual leaf temperature could be related to pixel-based green surface.

Based on pixel-based green surface, the tested genotypes can be grouped by selection
of 45% yield loss as discriminative value between tolerant and sensitive stress responses.
Analysis of HvAI gene revealed significant differences in haplotype distribution between
tolerant and sensitive genotypes.

Based on grain yield stability, the genotypes were grouped by selection of 55% grain
yield loss as discriminative value between tolerant and sensitive drought stress responses.
Comparison of the haplotype composition of genotypes from the tolerant and sensitive groups
indicates an essential difference in case of HvDRFI and HvNHXI1 genes. The haplotype/trait
association analysis based on the t-test has revealed a positive effect of the haplotype B of the
gene encoding the barley fungal pathogen induced mRNA for pathogen-related protein
(HvPPRPX) on harvest index, thousand grain weight, water use efficiency and grain yield.

The phenotypic and haplotype dataset created in the frame of this study provides a
good starting point to design large scale QTL or association studies aiming to validate the

interesting candidate gene variants.
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