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1. A TEMA ELOZMENYEI ES CELKITUZESEK

A réz kis mennyiségben minden ¢€l0 szervezet szamara esszencialis
mikrotdpelem, nagyobb mennyiségben azonban toxikus, gatolja a ndvények
novekedését és fejlodéset. A nehézfémszennyezett talajokon a terméscsokkenés
elkeriilése vagy a talajok nehézfémtartalméanak csokkentésével, vagy nehézfémtolerans
fajtak eldallitasaval valosithatd meg. A tolerans ¢€s hajtas-nehézfémakkumulalo
novényeknek a szennyezett talajok olcsdé megtisztitasdban (phytoremediation) lehet
nagy jelentdsége.

A gabonafélék szemtermésébdl késziilt élelmiszerek az 0Osszes eldallitott
¢lelmiszer 50 %-at teszik ki, azonban a kdzonséges buza szemtermése az optimalishoz
képest nagyon kevés esszencialis Fe-t és Zn-t, valamint szintén kevés Cu-t és Mn-t
tartalmaz. Igy bar a nehézfémszennyezett talajokon termesztett ndvényeknél a
fogyasztasra szant noveényi részek nehézfémtartalmat alacsonyan kell tartani, azonban
nem szennyezett talajokon termesztett novények esetében bizonyos elemekbdl (Fe,

A réztolerancia ¢€s toxicitds mechanizmusanak novényélettani vizsgalata
gabonaféléknél egy intenziven kutatott teriilet, azonban a toleranciaért felelés gének
lokalizaci0jarol csak sejtéseink vannak. Ezen gének térképezésével ill. a kapcsoltan
elhelyezked6 markerek azonositdsaval lehetdvé valhat réztolerans fajtdk molekularis
marker alapl szelekcidja, mely a tolerans fajtak eldallitasdban nyujthat segitséget.
Munkénk célja ezért a buza réztolerancidjara hatast gyakorld kromoszémak és
lokuszok (QTL-ek, Quantitative Trait Loci — mennyiségi jelleget meghatirozd
l6kuszok) meghatarozasa volt. Terveztilk tovabba a hajtds Cu-, Fe-, Mn- és Zn-
koncentraciokat befolyasold lokuszok azonositasat, és a réztolerans bizék gyakorlati
felhasznaldsi lehetdségének vizsgalatat. A fentiek elérése érdekében a kovetkezd

feladatok elvégzését tliztiik ki célul:

1. Réztolerans és érzékeny buzagenotipusok azonositdsa, a buza réztoleranciajanak
Osszevetése a kozeli rokon gabonafajokkal.

2. Nagyszamu genotipus gyors tesztelésére alkalmas vizsgalati rendszer kidolgozésa,
mely alkalmas térképezési populaciok, illetve génbanki anyagok stressztoleranciajanak

meghatarozasara.



3. Citogenetikai anyagok — pl. szubsztiticidos sorozatok — réztoleranciajanak
tesztelésével a réztolerancia kromoszomalis lokalizdcidjanak meghatdrozasa, ¢és a
kromoszomalis lokaliz4cio ismeretében megfeleld genetikai anyagok — delécids,
introgresszios, rekombinans beltenyésztett vonalak, stb. — felhasznalasaval a
réztoleranciat befolyasold lokuszok meghatarozésa.

4. Rekombindns vonalakon elvégzett hajtas Cu-tartalom vizsgéalatokkal a hajtasba
torténd Cu-transzlokaciot befolyasold 16kuszok azonositdsa kontroll és rézkezelt
talajon nevelt novényeknél, tovabba a humadantaplalkozds szempontjabol fontos
mikroelemek — Fe, Mn, Zn — hajtas koncentraciojat befolyasolo 16kuszok azonositasa
kontroll, és rézkezelt talajon nevelt novényeknél.

5. A rézkezelt novényeken elvégzett hajtas Cu-koncentracid vizsgalatok segitségevel
annak a meghatarozasa, hogy a bluza a nehézfémfelvétel korlatozasaval (elkeriilési-
stratégia), vagy a felvett tobblet nehézfém semlegesitésével (tolerancia-stratégia)
védekezik a réz toxikus hatasa ellen.

6. Erésig nevelt tolerans és érzékeny buzafajta agrondmiai jellegeinek értékelésével a
gyakorlati felhasznalas lehetoségének vizsgalata. A fentiek ismeretében valaszt

kerestlink arra is, hogy a buza alkalmas Ilehet-e Cu-szennyezett talajok

------

2. ANYAGOK ES MODSZEREK
2.1. Novényi anyag

Rézérzékeny ¢és tolerdns buzafajtdk azonositdsa, illetve a buza ¢és
buzarokonfajok réztoleranciajanak Osszehasonlitdsa céljabol a Martonvasari Gabona
Génbankban tarolt 27 Triticinae szubtribuszba tartozd genotipus (8 Aegilops, 5 alakor,
6 kenyérbuza, 5 egyéb blza, 2 rozs és 1 tritikalé) réztoleranciajanak a tesztelését
veégeztik el.

A réztoleranciat befolydsoldé gének kromoszomadlis lokalizaciojanak
meghatarozasahoz a *Chinese Spring’/’Cappelle Desprez’ szubsztiticidkat hasznaltuk,
melyet eldkisérletek alapjan vélasztottunk ki a rendelkezésre &llo szubsztitucids
sorozatokbol.

A réztoleranciat befolyasold QTL-ek meghatirozasa céljabol 3 térképezési

populéacidt CITMI” buza térképezési populécid, *Chinese Spring(Cheyenne5SA)’ x *CS



(TspeltaSA)’ és *CS’ x ’CS(Ch5B)’), és a *CS’ — Aegilops tauschii 3D kromoszémara
introgresszios vonalakat vizsgaltuk.
A réztoleranciat befolydsolo gének fizikai térképezése céljabol a *’CS’ 5A és 5D

kromoszoma hosszu karjara delécids vonalak vizsgalatat is elvégeztiik.

2.2. Novénynevelés

A vad ¢és termesztett buizafajok vizsgalatat vizkulturas kisérletben, mig a tobbi
vizsgélatot talajos ndvénynevelési rendszerben végeztiik el. A vizkulturas rendszerben
a novényeket Hoagland-tapoldatban neveltiik, a Cu-koncentracié 107 M (kontroll) és
10* M (Cu-kezelés) volt, melyet el6kisérletek alapjan valasztottunk ki. A talajos
rendszerben a kontroll nem tartalmazott hozzaadott rezet, mig a Cu-kezeléshez 1000,
1250 és 1500 mg/kg Cu-koncentracidokat hasznaltunk, melyeket szintén eldkisérletek
alapjan hatdroztunk meg. A ndvényeket a csirdzast kovetd 2 ill. 3 hetes korig neveltiik
fitotronkamraban (MTA MgKi, Martonvasar), illetve iiveghdzban (IPK-Gatersleben,
Németorszag), amikor is lemértiik a gyokér- és hajtashosszakat, illetve meghataroztuk
a szaraztomeg értékeket. A tolerancia meértekének megallapitasdhoz az Un. Tolerancia
Indexet (TI) hasznaltuk, mely az adott mért paraméter (pl. szaraztomeg) kezelt és
kontroll koriilmények kozott mért értékének a hanyadosa. Uveghazban (IPK-
Gatersleben) az eldkisérlek alapjan érzékenynek és toleransnak talalt fajtdkat érésig is
felneveltiikk, ¢és meghatdroztuk a terméseredményeket. Minden kisérletet min. 3

1smétléssel, ismétlésenként és genotipusonként min. 4-6 novénnyel végeztiik el.

2.3. Fluoreszcencia indukcio és elemtartalmak mérése

A fluoreszcencia indukcios mérést PAM-2000 (Waltz, Effeltrich, Németorszag)
késziilekkel, 2 oOra sotétadaptalas utan végeztilk el a legfiatalabb, teljesen kifejlett
levélen. A Tolerancia Indexek kalkulalasdhoz az F,/F,, paramétert hasznaltuk fel. A
Cu-, Fe-, Mn- ¢és Zn-koncentraciokat atomabszorpcidos —spektrofotométerrel,

langatomizalassal hataroztuk meg.

2.4. Mikroszatellit analizis
A °CS(Ch5A)’ x *CS(TspeltaSA)’, a ’CS’ x ’CS(Ch5B)’ populacidok egy

kromoszomara rekombinans vonalainak, valamint a CS’ 5AL ¢és 5DL delécids



vonalak genotipizalasat is elvégeztikk mikroszatellit (SSR) markerekkel. A
vizsgalathoz a teljes genomikus DNS-t izolaltuk Anderson és mtsai. (1992) modszere
alapjan. Az SSR analizishez felhaszndlt primer parokat Roder és mitsai. (1995)
fejlesztették ki, illetve allapitottdk meg a kromoszomalis lokalizacidjukat (Roder és

mtsai., 1998). Az SSR analizist Roder (1998) mddszere alapjan végeztiik el.

2.5. Kapcsoltsagi terkep elkészitése és QTL analizis

A kapcsoltsagi térképek elkészités¢hez a MAPMAKER programot (5B
kromoszoma), illetve a JoinMap 3.0 programot (5A, 5B kromoszéma) hasznaltuk.

A QTL analizis els6 1épéseként a fenotipusos adatok eloszlasat vizsgaltuk meg a
Statistica 6.0 szoftver segitségével, majd a single marker ANOVA modszerrel
meghataroztuk az egyes markerallélok ¢és adott fenotipusok megjelenése kozotti
kapcsoltsagot. Az ezt kovetd intervallum térképezést regresszids €s maximum
likelihood mddszerrel is elvégeztik a QTLCafe és a MapQTL 5 szoftverek

felhasznalasaval.

3. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

3.1. Réztolerans és érzékeny buzagenotipusok azonositasa, a buza réztoleranciajanak
osszevetése a kozeli rokon gabonafajokkal

Réz hatasara bekovetkezd novekedésgatlas, ill. a fluoreszcencia indukcids
(F/Fn) paraméterben bekovetkezd csokkenés alapjdn a 27 Triticinae szubtribuszba
tartozo genotipus kozil legtoleransabbnak a rozs (Secale) fajok mutatkoztak, mig a
legérzékenyebb genotipusokat a diploid A genomu fajok (7. monococcum — alakor)
kozott talaltuk. Bar a rozs genotipusok kordbban mar igazolt fémtolerans képessége
most is megmutatkozott, de réztlird képességliik a legtoleransabb buzafajtak
toleranciajat csak kismértékben haladta meg. Az Aegilops fajok kozott nem talaltunk
kiugroan tolerans genotipusokat. Az altalunk vizsgalt hexaploid genotipusok nagy
része viszonylag tolerdnsnak tekinthetd - legtoleransabb a *Chinese Spring’ fajta volt -,
mig a ’Bankutil201° kifejezetten érzékenynek tiint a tobblet réz karositd hatasival
szemben. A ’Chinese Spring’ fajta a késdbbieckben is a stabilan legtoleransabb

genotipusnak bizonyult, mig a ’Bankutil201° érzékeny kontrollfajtaként szerepelt a



tovabbi kisérletekben.

3.2. Nagyszamu genotipus tesztelésére alkalmas vizsgalati rendszer kidolgozdsa

A réztolerancia élettani vizsgalatdhoz a vizkulturds tesztek az altalanosan
elfogadottak, azonban nagyszamu genotipus — pl. térképezési populaciok, génbanki
anyagok — tesztelésére a modszer nem alkalmas. A fentiek miatt kidolgoztunk egy
talajos tesztelési rendszert, ahol szilard, elporitott CuSO, . 5 H,O-t kevertiink a
talajhoz. A réz-szulfatra azért esett a valasztdsunk, mert évszazadok Ota hasznaljak
novényvédOszerkeént (,,bordoi 1€”), és a sz010 valamint komloiiltetvények talajaba —
ahol allokultardk egyéves novényekkel torténd felvaltasa esetén a Cu-toxicitas valos
probléma — szintén ilyen formaba jut be. Bar irodalmi adatok alapjan a réz toxikus
hatdsa mar 60-125 mg/kg talaj Cu-koncentracional jelentkezik, azonban nekiink még
375 mg/kg talaj Cu-koncentracion sem sikeriilt a réztoxicitdsra utalo tlineteket
megfigyelni 2 hoénapos bluzandvényeken. A  kisérleteink alapjan a buza
réztolerancidjanak tesztelésére az 1000-1500 mg/kg Cu-koncentracié a megfeleld. 3 év
tapasztalata alapjan a leginformativabb az 1250 mg/kg Cu-koncentraci6. Ez a
koncentracié mar 2 hetes korban kihozza az egyes genotipusok tolerancidja kozotti
kiilonbségeket, ugyanakkor az €résig nevelt novények — genotipustol fliggden — még
képesek termést hozni. Az altalunk kidolgozott talajos tesztelési rendszerben kapott
eredmények 6 genotipus vizsgalata alapjan szoros korrelacidét mutattak a vizkultiras

kisérletekben kapott eredményekkel.

3.3. A réztoleranciaért felelos gének kromoszomalis lokalizaciojanak meghatarozasa,
illetve a réztoleranciat befolyasolo lokuszok azonositasa

A ’Chinese Spring’ (recipiens) / ’Cappelle Desprez’ (donor) szubsztiticios
sorozat tesztelése alapjan a buza réztolerancidjara a legnagyobb hatast a 7D, SA, 3D és
5D kromoszéma gyakorolta, az 5B és 6B kromoszoméak csak kis mértékben, bar
szignifikansan befolyésoltak a recipens sziild réztolerancidjat. Az 5-6s homeolog
csoport szerepét a blza/rozs szubsztiticiokkal elvégzett vizsgalataink is
alatdmasztottak.

QTL és delécios analizissel a Cu-toleranciat befolyasold nagy hatasu QTL-t

azonositottunk az 5D kromoszoma hosszl karjan, mig kisebb hatasu lokuszokat az



1AL, 2DS, 4AL, SAL, 5BL ¢és 7DS kromoszémakon. *CS’-Aegilops tauschii
introgresszios vonalak tesztelésével a 3DS kromoszéman is sikeriilt egy Cu-toleranciat
befolyasold 10kuszt azonositani. Mindezek a vizsgalatok — mas kutatdcsoportok

eredményeivel 6sszhangban - a Cu-tolerancia poligénikus kontrolljat timasztottak ala.

3.4. A hajtas Cu, Fe, Mn és Zn, valamint a hajtas Cu-akkumulaciot befolydsolo
l6kuszok azonositasa

Az ’Opata85’ x ’Synthetic’ CITMI’) buza térképezési populacion sikertilt hajtas
nehézfémtartalmakat befolydsold lokuszokat meghatirozni: a hajtas Mn- és Zn-
koncentraciokat befolyasold QTL-ek a 3BL és 3AL kromoszémakon lokalizalédtak. A

Zn-koncentraciokat Cu-kezelt koriilmények kozott a 7A kromoszoman elhelyezkedd

crer

........

IBL kromoszémén azonositottuk. Az SAL kromoszéméan meghatarozott lokusz a

hajtas Cu-akkumulaciot befolyasolta.

3.5. Az elemtartalom vizsgadlatok alapjan a buza Cu-toxicitdssal szembeni védekezési

Az ’Opata85’ x ’Synthetic’ (CITMI’) térképezési populacié rekombindns
vonalainak elemtartalom vizsgdlata megmutatta, hogy a tolerans vonalak kisebb
mértékben akkumulaljdk hajtasukban a rezet a Cu-szennyezett talajbol. Mindez arra
utal, hogy a buza Cu-tolerancidjdban a nehézfémfelvétel ill. a gyokérbdl hajtasba
torténd transzlokacid korlatozasa a védekezés alapja (elkeriilési vagy un. kizarési

stratégia).

3.6. Réztolerans buzak gyakorlati felhaszndldasa

Mind a buzarokonfajokkal, mind az ’ITMI’ buza térképezési populédcioval
elvégzett vizsgalatok azt mutattak, hogy a hajtasukban a rezet nagy mennyiségben
akkumuldlé genotipusoknak mind a tolerancidja, mind a biomasszaprodukcidja
alacsony, ezért fitoremedidciora nem alkalmasak. A Cu-kezelt talajon érésig nevelt

tolerans és érzékeny buza genotipusok vizsgalata azonban megmutatta, hogy a Cu-

ey



talajon is képes elfogadhatdé mennyiségli termést hozni. Mindez azt jelzi, hogy a
tolerans buzafajtak termesztésével rézszennyezett talajokon a termésveszteség valoban

csOkkentheto.

3.7. Uj genetikai térkép a biiza 5B kromoszémdjdra, és mikroszatellit markerek fizikai
térképezése

Uj nagyobb felbontasi genetikai térképet készitettiink a *Chinese Spring’ x
’Chinese Spring(Cheyenne5SB)’ térképezési populdciod genotipizalasdval mikroszatellit
markerekkel a buza 5B kromoszomajara. Az 10j térkép 23 markert tartalmaz, a
markerek kozotti atlagos tavolsag 7.50 cM. A térkép jO egyezést mutat a buza
konszenzus mikroszatellit térképpel (Somers és mtsai., 2004). *Chinese Spring’ SAL
delécios vonalakkal 11, mig az SDL delécios vonalak segitségével 18 mikroszatellit

crer

jelentdsen segithetik mas tulajdonsagok térképezését is a jovoben.

4. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK FELSOROLASA

1. Réztolerans buzagenotipus azonositdsa vizkulturas ¢€s talajos kisérletek alapjan
(Balint és mtsai., 2002, Balint és mtsai., 2003b).

2. Nagyszamu genotipus réztolerancidjanak tesztelésére alkalmas talajos tesztelési
rendszer kidolgozasa, melynek eredményei OsszevethetOk a vizkulturas kisérletek
eredményeivel (Balint és mtsai., 2003b).

3. A buza réztoleranciajat befolyasold kromoszoméak (Balint és mtsai.,, 2003a) és
l6kuszok azonositasa (részben mar publikdlt eredmények: Balint és mtsai., 2003c,
Balint és mtsai. 2004).

4. Hajtas Cu-, Fe-, Mn- és Zn-koncentraciokat befolydsold lokuszok azonositasa
blizaban (részben mar publikalt eredmények: Balint és mtsai., 2003; Balint és mtsai.
2004).

5. Uj genetikai térkép készitése a buza 5B kromoszomajara, és mikroszatellit markerek

térképezése az SA és 5D kromoszéman (nem publikalt eredmény).



5. AZ EREDMENYEK GYAKORLATI ALKALMAZHATOSAGA

Az éltalunk kidolgozott tesztelési rendszer nagyszamu  genotipus
réztolerancidjdnak gyors meghatarozasara alkalmas, mely felgyorsithatja a tolerans
vonalak kiemelését a génbanki anyagokbodl, jelentdsen segitve ezaltal a
nehézfémtolerans fajtak eldallitasat. Hasonldan segitheti a tolerans genotipusok
azonositdsat a nagy hatdsi QTL-ekkel kapcsoltan elhelyezkedd markerek
felhasznéldsa ismeretlen réztolerancidju genotipusok marker alapu szelekciojara. A
hajtas asvanyi Osszetételt befolyasold 16kuszokkal kapcsoltan elhelyezkedd markerek
meghatdrozdsa a magasabb hajtds — ¢és ezaltal magasabb szemtermés - asvanyi
Osszetételi genotipusok marker alapi szelekcidjadhoz nytjthat segitséget. Erdsen
rézszennyezett talajok megtisztitdsara a buza ugyan nem tlnik alkalmasnak, azonban
ezen talajok hasznositdsara a tolerans genotipusok még 1500 mg/kg talaj Cu-tartalom

esetén is felhasznalhatok.
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