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Bevezetés

Jelenleg vilagszerte és hazankban is a szarazsag stressz az egyik
legjelentdsebb termés korlatozo tényezé a gabonafélék, igy az arpa esetében is.
Kovetkezésképpen a legfobb nemesitési célok kozé tartozik j, fokozottabb szarazsag
toleranciaval rendelkezd fajtak eldallitasa. A nemesités sikeressége nagymértékben
fiigg attol, hogy sikeriil-e megérteniink e komplex és kvantitativ jellegli tulajdonsag
kialakitasaban részt veve genetikai faktorokat.

A komplex tulajdonsagok, mint példaul a szarazsighoz torténd
alkalmazkodas fejlesztését eldsegitheti a genomikai és fenomikai megkdzelitések
integracidja. A meglévl természetes genetikai variabilitds meghatarozasa pedig
értékes informacioval szolgalhat a szarazsag tlirésben résztvevd gének funkcidjat
illetéen. Kutatasaink céljai kozott szerepelt az arpa szarazsag tiirésének hatterében allo
genetikai faktorok vizsgalata a fenomikai és genomikai megkozelitések egyesitésének
utjan. A genotipus-fenotipus asszociaciok egyiittes vizsgalata lehet6vé teheti a vizsgalt
kandidatus gének szarazsag toleranciaban bet6ltétt funkcidjanak megerdsitését.

Az arpa szarazsagtiirésben potencidlisan szerepet jatszo kandidatus gének
genomikai adatait a polimorfizmusok hatékony feltarasara alkalmas EcoTILLING
technologia hasznalata Gtjan nyertiik. A fenomikai adatsorokat tiveghazi koriilmények
kozott, Komplex Stressz Diagnosztikai Rendszer alkalmazasaval allitottuk elo.

Az EcoTILLING modszer egy nagy kapacitasa, viszonylag alacsony
koltséggel kivitelezheté eljaras, mely lehetdvé teszi a természetes populacidkban
megtalalhatd 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 pozicidk nukleaz enzimekkel torténé emésztése. A technologia alkalmazasa
utjan egyarant lehetévé valik a polimorfizmusok feltarasa, illetve a haplotipusok
elkiilonitése az azonositott egyedi haplotipusok szekvenalasa utjan.

Vizsgalatainkhoz a vilag szamos pontjarol gylijtétt 96 genotipust
/termesztett fajtakat, okotipusokat és vad valtozatokat/ is tartalmazo, a szarazsagtiirés
szempontjabol variabilis arpa kollekciot allitottunk Ossze. A kandidatus gének

kivalasztasa soran a szarazsagtiiréssel foglalkozo szakirodalmi adatokra (gén



expresszios illetve QTL térképezési vizsgalatok, transzgenikus kutatasok)
tamaszkodtunk.

Az EcoTILLING reakci6 magaban foglalta a vizsgalt génszakasz
fluoreszcens nukleotidok jelenlétében végzett PCR-amplifikaciojat. A  kapott
amplikonokat a heteroduplex 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. Végill az azonositott haplotipusokat forward és reverz iranybol is
megszekvenaltuk.

A morfologiai, fiziologiai tulajdonsagok, illetve a szarazsagtiiréssel
Osszefliggésbe hozhatd agrondmiai paraméterek vizsgalatat tobbek kozott digitalis
fényképezés ,illetve hokameras levélhdmérséklet meghatarozas alkalmazasaval egy
félautomata fenotipizalasra alkalmas eszkdz, a Komplex Stressz Diagnosztikai

Rendszer hasznalataval végeztiik el.

Célkitiizés

1. Elsddleges célunk volt az arpa szarazsag tlirésében potencialisan szerepet
jatsz6 kandidatus gének természetes genetikai variabilitasanak feltarasa az
EcoTILLING technoldgia, mint a polimorfizmusok azonositasara alkalmas

eszkoz alkalmazasa itjan.

2.  Konnyen detektalhaté genetikai markerek (potencialisan ,,génen beliili
markerek”) kifejlesztése az atfedd haplotipus szekvenciak birtokaban,
amelyek lehet6vé teszik a fobb, elsésorban aminosav szinten kiilonbséget

mutaté haplotipusok elkiilonitését.

3.  Egy arpa genotipus torzskollekcié szarazsagra adott valaszreakcidinak

jellemzése a morfologiai, fiziologiai ¢és agrondmiai paraméterek



monitorozdsa Utjan kontroll és stressz koriilmények kozott Komplex

Stressz Diagnosztikai Rendszer hasznalataval.

4.  Célul tiztik ki tovabba a tesztelt genotipusok fenotipikus stressz
paraméterek €s a szarazsagtiirésben szerepet jatszo génjeldltek azonositott
haplotipusainak Osszetétele kozotti kapcsolatok feltarasat. Célunk volt ezen
tilmenden egy, az arpa szarazsagtiirésének jellemzésére hasznalhatd
alapveté metodika kialakitasa a fenotipusos és haplotipusos eredmények

egylittes kiértékelése utjan.

Anyagok és modszerek

Novény anyag:
Az EcoTILLING vizsgalatok elvégzéséhez Osszeallitottunk egy 96 genotipusbol allo
tolerans és szenzitiv genotipusokat egyarant tartalmazd torzskollekciot. A

genotipusokat kiilonféle forrasbol gyiijtottitk dssze.

Génjeloltek kivalasztasa:
A génjeloltek kivalasztasa soran elsGsorban a szarazsagtiiréssel foglakozo
szakirodalmi adatokra tamaszkodtunk. Minden esetben sziikséges volt pontos

szekvencia informacio a primer tervezés érdekében.

Genomiilis DNS izol4cié:
A genomialis DNS-t 10-14 napos csirandvényekbdl izolaltuk. Az oldatok
koncentracidjanak kiegyenlitése utan valamennyi mintahoz ekvimolaris mennyiségben

hozzamértiink egy altalunk referencianak valasztott genotipus (GK Rezi) DNS-ébal.

Primer tervezés:
Az EcoTILLING vizsgalat soran hasznalt primereket a Primer3 szoftver segitségével

terveztiik az elérheté genomialis illetve mRNS szekvenciak alapjan.



PCR reakci6 és heteroduplex képzés:

Az EcoTILLING reakci6 elsd 1épése a célrégio amplifikacioja. A PCR reakcid soran
fluoreszcens festékkel jelolt nukleotidokat hasznaltunk. Az ezutan kovetkezd
heteroduplex képzés egy denaturacios és egy reannealing 1épés utan a mismatch
pozicidk egyszalu DNS specifikus nukleaz enzimekkel (Cell vagy ENDO-1) torténd

emésztését foglalja magaban.

Fragment detektalas:
A keletkezett hasitott fragmentumokat gél alapi szekvenator berendezésen

detektaltuk.

Haplotipusok azonositiasa és szekvenalas:
A kapott gélképek alapjan a vizsgalt genotipusokat elézetes haplotipus kategoriakba
soroltuk, majd kategérianként egy-egy mintat megszekvenaltattunk a

polimorfizmusok jelenlétének megerdsitése érdekében.

Ismételt genotipizalas:

Az ismételt genotipizaldas soran alkalmazott primereket a rendelkezésiinkre allo
haplotipus szekvencia informaciok alapjan terveztiik. A kivalasztott InDel-ek alapjan
a potencialisan funkcionalis haplotipusok elkiilonitésére alkalmas SSLP markereket
terveztiink. A kivalasztott SNP polimorfizmusokat CAPS reakcio, Cell és ENDO-1
enzimmel végzett hasitas, restrikciés endonukleazzal torténd emésztés, illetve

SNaPshot jelolés segitségével kiilonitettiik el.

A novények vizellatasa automatizalt ontozéssel:

A novényeket tartalmazo nevel$ edények tomege hetente keriilt meghatarozasra a
komputer altal vezérelt mérleg (GSE model 350, 6000+l g) segitségével. A
kijuttatandd 6nt6zOviz mennyiségét a szamitogép a tomeg alapjan automatikusan

kalkulalta, illetve potolta.



Digitalis fényképezés és biomassza meghatarozas:
A novényekr6l 11 kiilonboz6 oldalnézeti szogb6l, 32-33°-onkénti automatizalt
elforgatassal készitettiink felvételeket Olympus C-7070WZ digitalis fényképezogép

segitségével. A novények fejlddésének monitorozasat hetente végeztiik.

Levélhémérséklet meghatarozas:
A levelek evaporacios aktivitasat a léghomérséklethez viszonyitott levélhémérsékleti
értékek meghatarozasa utjan vizsgaltuk VarioSCAN 3021 ST magas érzékenységii

hékamera segitségével.

Haplotipus-fenotipus korrelaciok keresése:
Z061d biomassza tomeyg, illetve termésmennyiség valtozasi paraméterek alapjan
tolerans és szenzitiv genotipus kategoriakat alakitottunk ki, majd megvizsgaltuk az

egyes kategoriakon beliili haplotipus frekvenciakat.

Eredmények és értékelésiik

L Az alkalmazott technologia segitségével mintegy 1,5 millio bazisparnyi
szekvencia vizsgalata nyoman 94 egyedi allélvarianst 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 gyakorisaga 92 bp/SNP illetve 372 bp/InDel volt. Az amplikonok
vizsgalata soran az azonositott haplotipusok szama 2 és 7 kozé esett.

1L A haplotipus-szekvencidk birtokaban 4 kandidatus gén — Hordeum vulgare
AR-h gene for aldose reductase (HvARH1), Hordeum vulgare HVAI gene
(HvAl), Hordeum vulgare gene for stress responsive gene protein 6 (HvSRGO),
Hordeum vulgare AP2 transcriptional activator gene (HVDRF1) - esetében olyan
informativ polimorfizmusokat konvertaltunk at genetikai markerekké, melyek
altal elkulonithetok a valdsziniisithetden funkcionalis allélvariansok. Tovabba
ezek a konnyen detektalhatd genetikai markerek hasznosithatok kapcsoltsagi

térképezések soran illetve a markerekre alapozott szelekcioban.
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A szarazsagtolerancia mértékének és tovabbi fontos agrondémiai
tulajdonsagok komplex stressz diagnosztikai rendszerben torténd tesztelése
érdekében Osszeallitottunk egy 23 genotipust tartalmazo arpa torzskollekciot. A
morfologiai és fizioldgiai tulajdonsagok monitorozasat kontroll (60 %-os
vizellatottsag a teljes tenyészidd alatt) és stressz (20 %) kortilmények kozott
kiilonboz6 képalkoto eljarasok alkalmazasaval végeztik, mégpedig digitalis
fényképezés és hokameras képalkotasi eljaras alkalmazasaval.

Vizsgalataink soran jelentés mértékii korrelaciokat 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 a
hasznalatabol fakado elényokre hivhatjak fel a figyelmet.

A hoékameras mérések alkalmaval a szarazsag stressznek kitett novények
esetében magasabb levélhomérsékleti értékeket detektaltunk. A kivalasztott
genotipusok esetében a mért levélhémérséklet és a biomassza produkcid kozott
jelent6s Osszefliggés volt kimutathato.

A meghatarozott relativ zold biomassza tomeg alapjan a genotipusokat stressz
reakcidjuk szerint tolerans és szenzitiv kategoridkba soroltuk az biomassza
tomeg csokkenés 45 %-os értékét elkiilonité szintként valasztva. Az analizis
soran a tolerans és a szenzitiv kategoriakba tartozd genotipusok haplotipus
Osszetételében jelentds kiilonbségeket talaltunk a HvAl gén esetében. A
genotipusokat termésstabilitasuk szerinti rangsor alapjan szintén tolerans ¢és a
szenzitiv kategoriakba soroltuk a terméskiesés 55 %-os értékét kiiszobszintként
alapul véve. A tolerans illetve szenzitiv genotipusok haplotipus Osszetételét
Osszehasonlitva a HvDRFI és a HvNHXI gén esetében lényeges eltéréseket
talaltunk.

A haplotipusok és a fenotipusos paraméterek t-teszten alapuld asszociacios
vizsgalata sordan az arpa patogén gombak altal indukalt fehérjéjét kodold gén
(HvPPRPX) B-haplotipusa valamint a harvest index, az ezerszemsuly, a
vizhasznositasi hatékonysag és a szemtermés kozott pozitiv osszefliggést tartunk
fel.

A kisérleteink eredményeként rendelkezésre allo fenotipus és haplotipus

informaciokat tartalmazo adatsorok fontos kiindulasi pontjai lehetnek a



szarazsagtiirésben fontos szereppel rendelkezd génvariansok QTL illetve
asszociacios vizsgalatanak. A bemutatott vizsgalat megalapozhatja a fenotipusos
és a haplotipusos adatok egyiittes elemzésének alapvetd modszertanat az arpa

genotipus-fliggd szarazsagtiirésének vizsgalataban.
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