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AFLP: Amplified Fragment Lenght Polymorphism (amplifikalt fragmentek hossz
polimorfizmusa)

ANOVA: Analysis of Variance (variancia analizis)

bp: bazispar

ca.: cirka (latin, jelentése: koriilbelul, mintegy)

CD: Triticum aestivum ssp. aestivum cv. ’Cappelle Desprez’

Ch: Triticum aestivum ssp. aestivum cv. ’Cheyenne’

cM: centimorgan

CS: Triticum aestivum ssp. aestivum cv. ’Chinese Spring’

DH: dihaploid

DNS: dezoxi-ribonukleinsav

DW: Dry Weight (szaraztomeg)

EDTA: Ethylene-diamine-tetra-acetic-acid (Etilén-diamin-tetraecetsav)

F/Fu: a kettes fotoszisztéma (PSII) maximalis kvantumhasznositasa (Fyariabie/Fmaximum)

H: Triticum aestivum ssp. aestivum cv. ’Hope’

ITMI: International Triticeae Mapping Initiative

LHCII: Light Harvesting Complex II (Il. fénygyfijt6 komplex)

LOD: Logarithm of Odds

LR: Likelihood Ratio

M: mol/dm’

MT: Metalothionein (metallotionein)

NT: Nulliszomés-tetraszomas

PC: Phytochelatine (fitokelatin)

PCR: Polymerase Chain Reaction (polimeraz lancreakcio)

PSII: Photosystem I1. (kettes fotoszisztéma)

QTL: Quantitave Trait Locus (mennyiségi jelleget meghatarozo 10kusz)

RAPD: Random Amplified Polymorphic DNA (véletlenszerfien amplifikalt polimorf DNS)

RFLP: Restriction Fragment Lenght Polymorphism (restrikcidsfragment hossz

polimorfizmus)

RH: Relative Humidity (relativ paratartalom)

RIL: Recombinant Inbred Line (rekombinans beltenyésztett vonal)

SCR(L): Single Chromosome Recombinant (Lines) (egy kromoszomara rekombinans

vonalak)
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SNP: Single Nucleotide Polymorphyism

SSR: Simple Sequence Repeat (egyszerii szekvencia ismétlddés, mikroszatellit)

TI: Tolerancia Index, az adott paraméter (pl. szaraztomeg) kezelt €s kontroll korilmények
kozott mért értékének a hanyadosa

Tsp: Triticum aestivum ssp. spelta (tonkoly)
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8. FUGGELEK

8.1. tablazat. A szubsztitucios sorozatok réztolerancia tesztelésénél alkalmazott iiltetési

rend a véletlen blokkelrendezési kisérletekben

8.1A. tablazat. Elsd ismétlés (kontroll L. és kezelt 1.):

CS Ch H CD |Ts B Cs Ch H CD |Ts B Cs Ch H

CD |Ts B Cs Ch H CD |Ts B Cs Ch H CD |Ts B

8.1B. tablazat. Masodik ismétlés (kontroll II. és kezelt I1.):

B B Ch Cs Ts H CD |CD |H B Ch Cs Ts CD |[Ch

Ts Ch B CD |Cs Cs Ch B Cs CD |H H Ts H Ts

8.1C. tablazat. Harmadik ismétlés (kontroll IIL. és kezelt I1L.):

Ts CD |B Ch Cs Ts Ts H Ch B B Ch CD |H B

H H Cs CD ([Ch B Cs CD |(Ch Ts Ts Cs CD |Cs H

Roviditések: Ch = *Cheyenne’, CD = *Cappelle Desprez’, B = "Bankuti1201°, Ts = Triticum spelta, H = "Hope’,
CS = Chinese Spring’.
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1. BEVEZETES ES CELKITUZES

A buza (Triticum aestivum L. ssp. aestivum) potencialis termoképességét a killonbozo
biotikus €s abiotikus stressztényezok jelentdsen csokkenthetik. Az abiotikus stressztényezdk
kozul a szarazsag, a hideg/fagy €s a sés kornyezet mellett egyre novekvd problémat okoz a
nehézfémek toxikus mértékli felhalmozddasa a talajban. A nehézfémek ugyan természetes
alkotorészei az okoszisztémanak, de feldusulasuk a talajban gyakran antropogén hatasok
kovetkezménye, mely a novények karosodasdhoz vezethet. A mezdgazdaséagilag fontos
novények szempontjabol a legkritikusabb az Al-, B-, Mn- és Cu-toxicitas eléfordulasa (Foy €s
mtsai., 1978; Foy, 1983a, b). A nehézfémszennyezett talajokon a terméscsokkenés elkertlése
vagy a talajok nehézfémtartalmanak csokkentésével, vagy nehézfémtolerans fajtak
eldallitasaval valosithatd meg. A novények altal felvett nehézfémek a taplaléklanc révén az
ember egészségét is veszélyeztethetik (Angelone €s Bini, 1992; Hough és mtsai., 2004), ezért
a takarmany vagy emberi taplalkozési célbol termesztett idealis nehézfémtolerans névény sem
a hajtasaban, sem a szemtermésében nem akkumulalja a toxikus mennyiségben a
nehézfémeket. A tolerans €s hajtas-nehézfémakkumulalé névényeknek a szennyezett talajok
olcso megtisztitasaban lehet nagy jelent8sége (phytoremediation) (Salt €s mtsai., 1998).

A gabonafélék szemtermésébdl készilt élelmiszerek az 0sszes eldallitott élelmiszer 50
%-at teszik ki, azonban a kozonséges buza szemtermése az optimalishoz képest nagyon kevés
esszencialis Fe-t €s Zn-t, valamint szintén kevés Cu-t és Mn-t tartalmaz (Salunkhe &s
Desphande, 1991). Igy bar a nehézfémszennyezett talajokon termesztett novényeknél a
fogyasztasra szant novényi részek nehézfémtartalmat alacsonyan kell tartani, azonban nem
szennyezett talajokon termesztett ndvények esetében bizonyos elemekbél (Fe, Mn, Cu, Zn) a
szemtermes asvanyielem-koncentraciojanak a novelése lenne kivanatos.

Tolerans és hajtasakkumulalo, ill. kedvezdbb asvanyielem Osszetételi genotipusok
azonositasara a génbankokban tarolt tobb ezer gabonagenotipus tesztelése nyujt lehetdséget.
Az ilyen tesztelések azonban hosszu 1d6t vesznek igénybe, mely tesztek genetikai markerek
alkalmazaséval jelentsen lerovidithetok. Ehhez olyan genetikai markereket kell azonositani,
melyek a szelektalni kivant jelleggel - pl. tolerancia-, vagy hajtas-nehézfémakkumulalo
karakter - kapcsoltan éroklédnek. Igy a késBbbiekben a genotipusok hosszas tesztelése helyett
elég csak az adott markert megvizsgalni, mely alapjan gyorsan megjosolhatd, hogy az adott
genotipus a kivant karaktert hordozza-e, vagy sem. A markerrel segitett szelekcio (MAS:
Marker Assisted Selection) révén jelent6sen lerdviditheté a megfelelé genotipusok
kivalogatasa, igaz, els® 1épésben az adott tulajdonsagot befolyasold lokuszokat — illetve a

kapcsoltan 6rokl6d6é markereket — azonositani kell.
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Gabonaféléknél az Al- (Gallego és Benito, 1997; Aniol, 2004) és B-tolerancia
(Jefferies és mtsai., 1999, 2000) genetikdja egy intenziven kutatott teriilet, ezzel szemben a
Cu-tolerancia genetikdjarél mindeddig kevés informacio all rendelkezésre. Munkank célja
ezért a buza réztolerancigjara hatast gyakorl6 kromoszémak és QTL-ek meghatarozasa volt.
Terveztik tovabba a hajtds Cu-, Fe-, Mn- és Zn-koncentracidkat befolyasold 16kuszok
azonositasat, és a réztolerans buzak gyakorlati felhasznalasi lehetdségének vizsgéalatat. A

fentiek elérése érdekében a kovetkez6 feladatok elvégzését tiiztiik ki célul:

1. Réztolerans ¢és érzékeny buzagenotipusok azonositdsa, a buza réztoleranciajanak
osszevetese a kozeli rokon gabonatajokkal.

2. Nagyszamu genotipus — térképezési populaciok — tesztelésére alkalmas vizsgalati rendszer
kidolgozésa.

3. Citogenetikai anyagok — pl. szubsztitucios sorozatok — réztolerancidjanak tesztelésével a

réztolerancia kromoszomalis lokalizacidjanak meghatarozasa, €s a kromoszomalis lokalizacid

ismeretében megfelelé6 genetikai anyagok — delécids, introgresszios, rekombindns
beltenyésztett vonalak, stb. — felhasznalasaval a réztoleranciat befolyasolo lokuszok
meghatarozasa.

4. Rekombinans vonalakon elvégzett hajtas Cu-tartalom vizsgélatokkal a hajtasba torténé Cu-
transzlokaciot befolydsold lokuszok azonositasa kontroll és rézkezelt talajon nevelt
novényeknél.

5. A humantaplalkozis szempontjabodl fontos mikroelemek — Fe, Mn, Zn — hajtas
koncentraciojat befolyasold lokuszok azonositasa kontroll, és rézkezelt talajon nevelt
novényeknél.

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

7. Erésig nevelt tolerans és érzékeny buzafajta agrondmiai jellegeinek értékelésével a
gyakorlati felhasznalas lehetdségének vizsgalata. A fentiek ismeretében vélaszt keresiink arra

------

eltavolitasara).



IRODALMI ATTEKINTES 3

2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A réz és a nehézfémek jelentdsége

Jelenleg elfogadott iranyelvek alapjan nehézfémeknek nevezzilk azokat a fémes
elemeket, melyek stirtisége 5 g/cm®-nél nagyobb, tovabba specifikus fémes tulajdonsagokat
mutatnak (jellegzetes elektromos vezetOképesség, komplexképz6 hajlam, ligandspecifitas, stb.
- Maywald és Weigel, 1997). Az ipar szinte minden terilletén nagy mennyiségben
felhasznaljak ezeket az elemeket, egyrészik ugyanakkor mind a névényi, allati €és emberi
szervezet szamara nélkillozhetetlen tapelem. Néhany nehézfém mint kornyezetszennyezd
anyag is az érdeklddés kozéppontjaba kerilt, killonosen azok a nem esszencidlis elemek,
melyek mar kis mennyiségben is toxikusak az él6 szervezetek szamara (Cd, Hg), illetve
felhalmozddva a szervezetben kronikus tineteket idézhetnek elé (Pb). Vizkulturdban és
nehézfémtartalmu szennyviziszapon nétt ndévények vizsgalata alapjan tobb szerzé is a Cu-t
tartja a novények szdmara legkarosabb nehézfémnek, megelézve toxikussag szempontjabol
még a Cd-ot is (Fernandes és Henriques, 1991; Smilde, 1981, Wong és Bradshaw, 1982;
Karataglis, 1987). A nehézfémek altal €16 szervezetekben kivaltott koros elvaltozasokkal jaro
szindromat nehézfémstressznek hivjuk.

A réz az éllatok és az ember szamara fontos nyomelem, a novények szamara
esszencialis volta mar az 1930-as években bizonyitast nyert. Az él6 szervezetben ionként —
féleg Cu®" — valamint komplexekben fordul el8, ahol a Cu'-ion koordinacios szama 2 vagy 4,
a Cu*" ioné 4 vagy 6 lehet. Az embernél a Cu-anyagcsere orokletes zavara sulyos
megbetegedéseket okozhat (Daniel €s mtsai., 2004: hidny: Menkes-betegség; akkumulacio:
Wilson-kor). Rékos szovetekben is leirtdk a Cu-felhalmozodasat, és vizsgaljak a Cu-kelatalas,
mint lehetséges terapia szerepét (Daniel és mtsai., 2004). A Cu*’ ion a mikroorganizmusok
szamara er6s méreg (baktericid, fungicid hatas), igy pl. a réztartalmu vegyszereket

évszazadok oOta hasznaljak novényvéddszerként a szol6- és komldultetvényeken.

2.2. A réz és a talaj
2.2.1. Természetes talajok réztartalma

A novények a rezet szinte kizardlag a talajbol veszik fel, igy a Cu-toxicitast a talajok
magas Cu-tartalma idézheti elé6. A talajok réztartalma természetes €s mesterséges
(antropogén) forrasokbol szarmazhat. Antropogén hatdsoktdl mentes talajok réztartalmat

elsosorban a talajképz6 kodzetek €s asvanyok réztartalma szabja meg. A talaj réztartalma
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egyéb természetes folyamatok soran is valtozhat, igy pl. meteor becsapodasa altal - becslések
szerint 1000 t/nap nagysagrendben érik el a Fold légterét (Chemistry and the Atmosphere,

1966) -, vulkani tevékenység révén, valamint vizerozioval kimosott €s szallitott anyagok

kitlepedésével. A magyarorszagi természetes talajok réztartalma 3.2-38 mg/kg kozott valtozik
(Gybri, 1984).

Amennyiben a talaj réztartalma a 60-125 mg/kg-t eléri, a buzéanal a réz toxikus tiinetei
mar megjelenhetnek (Kabata-Pendias ¢és Pendias, 1984). Gorogorszag teriletén a
természetesen magas Cu-koncentracioju mezdgazdasagi miivelés alatt allo talajok réztartalma
800-1200 mg/kg-t is elérheti (Eleftheriou és Karataglis, 1989), de foltokban 3000 mg/kg
feletti értékek is eléfordulnak (Lanaras és mtsai., 1993). Altalanosan elmondhaté, hogy ahol

rézbanya van a kozelben, ott a magas réztartalmi alapkdzet miatt varhatdé a kozeli

szantofoldeken a Cu-tartalom fitotoxikus mérték{ eldfordulasa.

2.2.2. Antropogén hatasnak kitett talajok Cu-tartalma

Mesterséges — antropogén - forrasok kozott az ipar, a mezégazdasag €s a kozlekedés
altal kibocsajtott nehézfémszennyezés lehet szamottevd. Az ipari tevékenység altal
kibocsajtott Cu-szennyezés a tobbi nehézfémmel 6sszevetve is kimagaslo: a talajt ért 6sszes
emisszios fémterhelés mar a 80-as években elérte a Cu esetében a 954 ezer t/év mennyiséget,
mely a Pb esetében 796 ezer, a Cr esetében 896 ezer, mig a Hg esetében 8.3 ezer t/év
mennyiséget jelentett (Nriagu, 1988). A Cd esetében az éves emisszd mintegy 30 ezer t/év (Di
Toppi €és mtsai., 1999).

Ipari nehézfémszennyezés elsdsorban fémbéanyak, fémfeldolgozo, eldallitd &s
galvanizal6 tizemek, valamint héerémivek kornyezetében fordul eld. Ipari szennyezés miatti
Cu-fitotoxicitast tobb orszagban is dokumentaltak (Tchuldjian, 1978; Hazlett és mtsai., 1983;
Turner €s mtsai., 1993).

A kozlekedés okozta Cu-szennyezés — mely elsdsorban a fékbetétek valamint egyéb
sarlodo alkatrészek kopdsabol szarmazik — bar kimutathatdé az Ut néhdny méteres
kornyezetében (Kadar, 1993), azonban elhanyagolhatonak tekinthetdé az ipari ill.
mezdgazdasagi szennyezéshez képest.

MezOgazdasagi fémszennyezés a miitragyak, szervestragyak, meszezdanyagok és
novényvédodszerek alkotorészeként, valamint az Ont6zéviz szennyezéseként a talajba
kijuttatott szennyezés lehet (Csathd, 1994). Réztartalmu novényvéddszerek tartds hasznalata
is réztoxicitast valthat ki: sz616- és komloiltetvényeken az alkalmazott réztartalmi szerek

kovetkeztében a talajok réztartalma joval magasabb lehet, mint 100 mg/kg, komldultetvények
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talajaban 500 mg/kg feletti réztartalmat is kimutattak (Bachthaler és mtsai., 1974). Kozép-
Amerikaban az 50-es években huzamosabb ideig nagy rézadagokat hasznaltak
novényvédodszerként a bandniiltevényeken (Bornemissza, 1985), ahol a kevésbé mozgékony
réz a talaj felsd rétegében 200-1000 mg/kg mennyiségben halmozodott fel. Ezeknek a
terileteknek a természetes réztartalma 5-10 mg/kg (Mannix és Rodriguez, 1967). Ez a
kornyezetszennyez6 agrotechnikai gyakorlat Costa Rica és Guatemala banantermd vidékén
sok ezer hektar — egyébként jo mindségli — foldet tett tonkre. Réztoxicitast figyeltek meg
Floriddban (Reuther és Smith, 1954) és Franciaorszagban is (Delas, 1963), ahol nagy
mennyiségll réztartalmu kemikalat alkalmaztak citrom, banan és sz6l6 ultetvényeken. Az
ilyen terileteken az allokultirak szantofoldi novényekkel torténd felvaltasa salyos
problémakat eredményezhet, mivel gyokérzetik sajatossagai nem teszi lehetévé a toxikus

feltalaj elkertlését.

2.2.3. A réz sorsa a talajban

A talajképz6 kézet kémiai mallasaval keriilnek a mikroelemek a novények gyokerei
szamara felvehetd formédba, ami egyrészt a talajoldatban oldott, masrészt a talajkolloidok
feluletén adszorbealt formakat jelenti. Egy tipikus talajoldatban 10-20 kilénb6zd kation is
eléfordulhat, melyek kiillonb6z6 anorganikus és szerves ligandumokkal is reakcioba 1éphetnek
3-400 féle oldhatd, és kb. 80 kiillonféle szilard komplexet képezve (Sposito €s Bingham,
1981).

A talajban a réz ionként (féleg Cu®"), kilénbszé Cu (I, IT)-komplexekben, valamint
kelatalva is el6fordulhat. A felvehetd formak mennyiségét részben a talaj tulajdonsagai —

fizikai talajféleség, dasvdanyi Osszetétel, pH, szervesanyag tartalom, mésztartalom -, részben

pedig a mikroelem fizikai és kémiai sajatsagai — pl. a komplexképzd valamint adszorptiv
hajlama — szabjak meg (Stefanovics, 1995). A fémkomplexek stabilitdsa a fémion méretével
és toltésével van osszefiiggésben, a nehézfémionok esetében a sorrend a kovetkezé: Mn?" <
Fe*" < Co*" < Zn*" < Ni*" < Cu*" (Irving-Williams-sorrend). Az agyagasvanyokon vald
kotédés er8ssége a kation adszorpcids energidjatdl fiigg a kovetkezd sorrend szerint: Ca < Zn
< Co < Ni <Pb < Cu. A talajkolloidokhoz a réz kotddése pH=7-8 kozott a legerGsebb, mas
kation ekkor nem képes kiszoritani. A Cu-er0s komplexképzd €s adszorptiv hajlama miatt a
novények szamara hozzaférhetd, oldott Cu-mennyiség a talajoldatban alacsony, ami egyrészt
csokkenti a Cu-toxicitas kialakulasanak a lehetéségét, de ugyanakkor meggatolja a Cu-

kimosodasat a felszini talajrétegekb6l. Emiatt a felsd, mezdgazdasagilag fontos talajrétegben

mar a fizikai-kémiai tényez6k kismértékli valtozasa is novelheti a talajoldat
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nehézfémkoncentraciojat. A réz kelatkomplexként mozgékony formaban is jelen lehet a
talajoldatban, mely a névények szdmara szintén felvehet6. Kelatorok alkalmazésa igy szintén

fémtoxicitashoz vezethet.

2.2.4. A rézszennyezett talajok hasznositasa és megtisztitasa

A rézszennyezett talajok hasznositdsa vagy a talajok réztartalmanak csokkentésével,
vagy réztolerans fajtak el6allitasaval valdsithatd meg. A talaj megtisztitdsa a
szennyezOanyagoktol koltséges folyamat, fizikai-, kémiai- €s biologiai eljarasokat foglalhat
magaban. A szennyezett talajok és vizek remediaciojat novények segitségével is meg lehet
valositani, mivel a névények bizonyos elemeket, vegyuleteket nagy mennyiségben képesek
akkumulalni, ill. toxikus, kornyezetkarosité elemeket, vegylleteket metabolizalhatnak
kevésbé karos formakka alakitva azokat (Salt €s mtsai., 1998). A nehézfémek magasabbrendii
novényekben torténd biokoncentralasi folyamatanak megjelolésére Raskin vezette be a
Sphytoremediation” (fitoremediacid) fogalmat (Raskin €s mtsai., 1994), de a novények
segitségével torténd talajtisztitds lehetdségét a Cd esetében mar 25 éve felvetették
(Utsunomiya, 1980). A nehézfémek talajbol torténd eltavolitasat *fitoextrakcid’-nak nevezik,
mely a fitoremediacios technikak egy specialis esete (Salt és mtsai., 1998).

A fitoextrakciora alkalmas novény ideotipusa a kovetkezd (Marchiol €s mtsai., 2004):

1. az adott nehézfémet akkumulalni képes, lehetdleg a foldfeletti részében
az adott nehézfémmel szemben tolerans

gyorsan nd, és nagy a biomassza produkcigja

HowoN

konnyen termeszthetd €s gytjthetd

A legfontosabb kritérium, hogy a nagy biomassza produkcié €és a magas
fémkoncentracio egyiitt legyen meg a novényben (Chaney €s mtsai., 1998), de napjainkig
még nem ismert olyan vad vagy termesztett faj, mely mind két tulajdonsagot hordozna (Li €s
mtsai., 2003). A fitoextrakcios kutatasok jelentds hanyada a Cruciferae (keresztesviraguak)
csalad Brassica nemzetségére fokuszal, mivel tobb természetes fémakkumulaléd faj tartozik
ebbe a rokonsagi korbe (pl. Brassica napus (repce), B. juncea) (Kumar és mtsai., 1995; Ebbs
¢s Kochian, 1997), a kozelmultban méar transzgénikus repce novények fitoremediacios
képességét is vizsgaltak (Nie és mtsai., 2002).

A buza fitoremediacidra alkalmas novényektdl elvart kritériumoknak a termesztési

feltételek €s biomassza produkcido szempontjabol kivaléan megfelel, igy tolerans ¢&s
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akkumulalé genotipusok azonositdsa esetén idedlis novény lenne a szennyezett talajok
hasznositasara. A génbankokban tarolt tobb 1000 buza genotipus, illetve a szamos kozeli
rokon vad- és kultarfaj lehetdséget ad ilyen genotipusok azonositdsara, igy a buza

fitoremediacios célu felhasznaléasara reélis esély van.

2.3. A réz és a novényi tapelemek jelentésége a novények életében
2.3.1. Makro- és mikroelemek

Novényi szervezetekbdl gyakran 40-50 kémiai elemet is ki lehet mutatni, de ezek
kozul jelenleg csak 17 elemrdl elfogadott (C, H, O, N, K, Ca, Mg, P, S, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni,
Zn, B, Cl), hogy minden magasabbrendli novény optimalis fejlédéséhez nélkiilozhetetlen
(Welch, 1995; Taiz és Zeiger, 2002). Bizonyos novényfajok szamara egyéb elemek is
esszencidlisak lehetnek: a Co a N-kotd baktériumokkkal szimbiozisban €16 hiivelyesek
szamara (Asher, 1991); a Na a Cy-es ¢s CAM (Crassulaceae Acid Metabolism) névények
(Johnstone és mtsai., 1988); mig a Cd a tengeri kovamoszatok szamara (Lane és Morel,

2000). A Si-t — bar kedvezden befolyasolja a novények életfolyamatait -, altalanosan még

nem fogadjak el esszencialisnak (Asher, 1991). A 17 esszencialis elem kozil 9 tUn.
makrotapelem (C, H, O, N, K, Ca, Mg, P, S), melyek a novényi szévetekben 0.1 %-nal (1000
mg/kg) nagyobb mennyiségben fordulnak eld. A foként a vizbol €s szén-dioxidbol szarmazd
C, H és O-nel ellentétben a tobbi elemet a talajoldatbdl veszik fel a névények.

A mikroelemek mennyisége a novényi részekben altalaban kevesebb, mint 0.01 %
(100 mg/kg). Az esszencialis mikrotapelemek (Cu, Fe, Mn, Mo, Ni, Zn tovabba a félfémek
kozé tartozo B ¢és a nemfémes Cl) jelentdsége abban all, hogy mar egészen csekély
mennyiségben - enzimek alkotorészeként - dontd hatast fejtenek ki a novények fiziologiai
folyamataira, ugyanakkor nagyobb mennyiségben toxikus stressztényezoként szerepelhetnek.
A fentiek miatt a novények életében fémion-homeosztazis kiemelkedd szerepet tolt be. A
homeosztazis magaban foglalja a felvétel, szallitds, kelatdlas, kompartmentalizacio,

inaktivalas, és elosztas szabalyozasat is.

2.3.2. A réz szerepe a novények életében

A réz az egyik legfontosabb névényi mikrotapelem. A felvett réz - Cu®" vagy kelat —
csak kis része vizoldékony, mintegy 70 %-a kloroplaszt fehérjéihez kotott. Részt vesz a
fotoszintézisben (plasztocianin) és a légzésben (citokrom-c-oxiddz, alternativ oxiddz,
aszkorbinsav-oxiddz, polifenoldz) szerepet jatszé enzimek felépitésében. A Cu-Zn szuperoxid-

dizmutdz (CuZn-SOD) enzim alkotorészeként az oxidativ stressz elleni védekezésben is
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kozponti szerepet tolt be. A réz szerepet jatszik még a lignifikacioban, a betegségek elleni
rezisztencia kialakitasaban, valamint befolyadsolja a pollenek életképességét is (Bussler,

1981; Walker és Webb, 1981; Mortvedt €s mtsai., 1991). Reutilizalhaté tapelem.

2.3.3. A réz és az esszencialis tapelemek koncentracioja a buzaban

A novények — igy a buza — asvanyi Osszetételét szdmos kiilsd és belsd tényezd
befolyasolja (Kleese €s mtsai.,, 1968; Prohaszka, 1978). Figg a genotipustol, talajtipustol,
tragyazastdl, vizellatottsagtdl, 1ddjarasi korilményektdl, stb., és szovetenként ill. szervenként
is eltéré lehet (El Gindy és mtsai., 1957, Ghanbari és Mameesh, 1971). A tépelemek
koncentracioja a buzaban a tenyészidd folyaman allanddan, vagy kisebb ingadozasokkal
csokken (Lasztity, 1988). Az egyes novényi részek kozott az elemek megoszlasa az életkorral
valtozik, részaranyuk az egyes novényi szervek javara eltolodhat (Daigger €s mtsai., 1976;
Lasztity, 1988).

A réztartalom az "MV-8’ buzafajtanal a fold feletti részekben a tenyészidd folyaman
kozel allando (ca. 10 mg/kg, Lasztity, 1988), csak az érés folyaman csokken (5-6 mg/kg,
Lasztity, 1988). Eréskor a szemtermés Cu-tartalma az *MV-8’ fajtanal 5.3 mg/kg, mig a
szalma¢ 2.5 mg/kg volt (Lasztity, 1988). Az §szi buza Cu-tartalmara a kilonb6z6é mértéki
makroelem (NPK)-mitragyaddzisok sem voltak jelentds hatdssal, igy a buza rézfelvétele
els6sorban a fajta adottsagaitol, a talaj fizikai-kémiai tulajdonsagaitdl és Cu-tartalmatol figg

(Kadar és Lasztity, 1979).

2.4. A nehézfémek felvétele és szallitasa a novényekben
2.4.1. A réz felvétele a talajbol

Abszorpcidnak nevezzik azt a folyamatot, melynek soran a talaj asvanyi elemei a
talajbol az apoplazmatikus térbe, majd a plazmamembranon keresztiil a gyokérsejtek
belsejébe vevdnek fel. A talajoldatban a legtobb mikrotapelem mennyisége 107'° és 10° M
kozott van (Welch, 1995), a réz esetében ez az érték 10° - 10° M (McBride, 1981).

A talajoldat oldott ionjai az apoplazmatikus térbe egyszerii diffuzioval bejuthatnak. Itt
a sejtfal polimerek, pl. a poligalakturonsav negativ toltésli csoportjaihoz a kationok
reverzibilisen kotédhetnek, igy a sejtfal ioncseréloként raktarozhat nagy mennyiségli kationt.
Az egyes mérések szerint a sejtfal (apoplaszt tér) a novényi szovetek térfogatanak 5-20 %-at
teszi ki. Az ionok felvételében az els6 gatat a sejtmembran jelenti, melyen az atjutast
transzport- és csatornarendszerek segithetik. Mig az apoplazmatikus térbe a bejutas passziv

folyamat, addig a membranon val6 athaladas a legtobb esetben energiat igényel.
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A mikroelemek felvételénél a hajtoerd a gyokérsejt plazmamembranjan keresztiil
mindegyik ionfajtara kialakulo elektrokémiai potencialgradiens. Mivel a gyokérsejteknél a
membranpotencial a 120 -"'180 mV-os tartomanyba esik, ez fontos mozgatoja a kationok
felvételének, azonban az anionok abszorpcidjat megneheziti. Az anionok felvétele proton
kotranszporttal valésul meg, mig a semleges molekuldk felvételének hajtdereje a diffuzids
gradiens. A mikroelemek kozil a Mo és Cl anionként van jelen a talajoldatban, igy felvételik
aktiv transzporttal torténik. A B a legtobb talajban anionként és semleges molekulaként is
el6fordulhat, mely szdmara a membran viszonylag permedabilis (Stangoulis és mtsai., 2001). A
tobbi mikrotapelem (Fe, Zn, Cu, Mn, Ni) abszorpcigja foként kétértékli kation formajaban
torténik, de a nehézfémionok kelatkomplexként is felvevédhetnek.

A nehézfémionok kozil legrészletesebben a vas felvételét vizsgaltak, de az ott
megfigyelt szabalyszerliségek érvényesek a tobbi keétértékli nehézfémion felvételére is. Az
eddig tanulméanyozott novények vasfelvételi rendszerik alapjan 2 csoportba sorolhatok
(Romheld és Marschner, 1986), igy kiillonbséget tesziink a kétszikliek és a nem fiféle
egyszikliek vasfelvételi stratégija (I.-es stratégia), valamint a fliféle egyszikliek (Gramineae)
vasfelvételi stratégigja kozott (IL-es stratégia). A Il.-es vasfelvételi stratégiat alkalmazd
pazsitfiifélék gyokérzete alacsony molekulasulyu fémkelatképz6 aminosavszarmazékokat, -
fitoszideroforokat (phytosiderophore, PS) - szintetizal és valaszt ki a talajba, melyek képesek
amino- és karboxil-csoportjaikkal a Fe’™ vagy Fe’" ionokat — ill. a Cu®", Mn*", Ni*', Zn*"
valamint a Co’” ionokat is - specifikusan megkétni. A gyokerek azutan ezt a ferri-
fitosziderofor komplexet nagy specifitasu transzport proteinjeik segitségével mar fel tudjak
venni. Feltételezett Fe(Ill)-fitosziderofdr transzportert kukoricdban azonositottak vas(III)-
fitosziderofor felvételében mutans vonalak segitségével, melynek homologjait mar
Arabidopsis-ban 1s azonositottak (Curie €s mtsai., 2001). A citoplazméaban a felvett fém
disszocial a ligandrdl (kelatorrol), majd vagy tarolodik (phyto-ferritin) vagy a felhasznalas
helyére szallitodik Fe(1I)-specifikus fémkotd ligandumok — pl. nikocidnamin — segitségével. A
buza fitosziderofdrja a 2’-dezoximugineinsav (DMA). A mugineinsavak metioninbdl
szintetizal6dnak nikocidnaminon, mint koztiterméken keresztil (Kanazawa és mtsai., 1993;
Ohata ¢és mtsai., 1993). A fitosziderofor szintézis indukcidjat a vason kivil mas kétértéki
fémionok (Mn, Cu, Zn) hidnya is kivéltja. A mugineinsav szintézisben az arpa 4H (Mori €s

mtsai., 1989), valamint a rozs SR (Mori €s mtsai., 1990) kromoszéméja jatszik szerepet.
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2.4.2. A réz szallitisa a novényekben

A gyokér altal felvett asvanyi elemek els6sorban a transpiraciés aram ¢&s
gyokérnyomas segitségével a xilém elemekben szallitodnak a zold részekhez. A transpiracids
aram szerepét alatamasztja, hogy az abszcizinsav (ABA) indukalt sztomazarodés drasztikusan
csokkentette Brassica juncea-ban a hajtas Cd akkumulaciét (Salt €s mtsai., 1995).

A gyokér altal abszorbealt ionok kozponti henger legkiilsd sejtsoraig az apoplasztikus
uton, egyszer(i diffuzioval is eljuthatnak, a sztélébe torténd belépéshez — az endodermisz
sejtek Caspary-csikjai miatt — azonban mindenképpen be kell jutniuk a citoplazmaba. Ezutan
a xilém parenchimdkig szimplazmas uton eljutott anyagoknak ki kell 1épnie az apoplaszt
térbe, majd be kell 1épnie a vizszallitoé elemekbe. Ionok esetében a tracheakba és tracheidakba
torténd belépés egyszeri diffuzidval is megtorténhet, de a passziv athaladas mellett az aktiv
transzportnak is szerepe van a xilém elemek feltoltésében, amit aldtdmaszt, hogy a xilém
parenchima sejtek membranja H' pumpékat, viz csatorndkat és kiilonbozé influx és efflux
ioncsatornakat tartalmaz (Maathuis és mtsai., 1997). Arpa xilém parenchima sejtekben K*
specifikus és nem-szelektiv csatorndkat is talaltak, melyeket a membran potencial és az
intracellularis Ca-koncentraci6 is regulalt (De Boer és Wegner, 1997). Mindezek arra utalnak,
hogy az ionok kidramldsa a parenchima sejtekbdl a xilém szallitéelemekig szigort kontroll
alatt all.

Fontos kérdés még, hogy az ionok — kiillonosen a szabad forméban reaktiv
nehézfémionok — milyen forméban széllitodnak. A jelenlegi elfogadott allaspont szerint a
nehézfémionok fémkotd ligandumokhoz kotodnek, €s a fémion-ligandum komplex szallitodik
a xilémben — illetve a floémben is.

A xilémben a novényfajok nagy részénél a pH 4.5 — 6.5 kozott véltozik (Marschner,
1995). A xilémnedv vizsgalatok alapjan altalanosan elfogadott, hogy a vas Fe-citrat, a réz Cu-
aminosav komplexként szallitodik (szdjaban ezek az aminosavak az aszparagin €s hisztidin;
paradicsomban a glutamin €s aszparagin), mig a Zn, Mn, Ca és Mg f6leg citromsavval €s
almasavval képez komplexet (White €s mtsai., 1981a, b, c¢). A szallitasi format az adott ion
oxidacios szama is befolyasolhatja: az Fe(Ill)-citromsav komplex 16 nagysagrenddel
stabilabb, mint az Fe(Il)-citromsav komplex (Tiffin, 1972), és az Fe(Ill) a mugineinsavval is
jelentdsen stabilabb komplexet képez (Sugiura és Nomoto, 1984).

A floémben a xilémmel szemben pozitiv hidrosztatikus nyomas van, valamint az
oldott anyagok koncentracidja is magasabb, mint a xilémben (féleg a szachardz és a K’ miatt).
A floémban komplexként torténd szallitast az alkalikus pH viszonyok (pH 7.5 — 8.5) és a

magas foszfat tartalom is alatamasztjdk, mivel magas pH-an a szabad nehézfémionok
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kicsapodnanak. Mori €s mtsai. (1991) kimutatta a rizs floémnedvben is a muginensavakat, €s
feltételezte, hogy az Fe teljes mennyisége Fe-mugineinsav komplexként van jelen.
Paradicsomban Scholz (1989) és Stephan €s Scholz (1993) igazoltak nikocianaminnak a Fe
floémtranszportjaban betoltott szerepét. A Cu féleg szerves savakhoz kotddve szallitodhat a
floémban (Welch, 1986, Loneragan, 1981): ezek lehetnek fitokelatinok, glutation, vagy
cisztein.

A szemtermésbe az dsvanyi elemek f6leg a floémen keresztiil széllitodnak (Pearson és
Rengel, 1995). A szemtermés telitddésekor (grain-filling, seed loading) amennyiben bizonyos
elemekbdl hiany all fenn, a levelekbdl remobilizalodhatnak egyes dsvanyi elemek (Pearson és

Rengel, 1994).

2.4.3. Nehézfém-transzporter fehérjék

A fémek felvételében és szallitasdban a transzporter fehérjék kozponti szerepet
toltenek be, mivel az ionok membranon valé szelektiv ill. aktiv atjutasat foként ezek a
fehérjék szabalyozzak. Ezek a sejtmembranhoz asszocialt fehérjék un. csatorna fehérjék
(channel), hordozok (carrier) és ionpumpak (pump) lehetnek (Taiz és Zeiger, 2002). Ezek a
transzport fehérjék nem csak a sejtmembranban, de a sejtorganellumok membranjaban is
megtalalhatok (vakuolum, Golgi-apparatus, kloroplaszt). A membrantranszport fehérjék
kiemelkedd szerepet jatszanak az ionok széllitasdban és sejten beltuli homeosztazisaban: az
egyes transzport fehérjéket kodold gének sejtenként, szovetenként eltérd expresszidja dontd
mértékben jarul hozza a kilonboz6 funkcioju sejtek kialakitasahoz, és a novényi sejtek nagy
diverzitdsahoz. Szerepiiket jelzi, hogy Arabidopsis thaliana-ban 849 gén — az 6sszes gén 4.8
%-a — kodol membrantranszport fehérjéket (Taiz és Zeiger, 2002). Az utdbbi években ugyan
tobb, a nehézfémek transzportjdban szerepet jatszo transzportfehérjét ill. génjét azonositottak

(1. abra), de buzanal még nem sikertlt nehézfémtranszportereket azonositani.
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Plasztisz Vakuolum Golgi ER
ATP ATP
Nramp3
Fe (II), Mn(IT)
cd (),
M) ECA1
Znm Ht ADP +Pi ADP + Pi
ZIP4 D —
ATP -ADP +Pi
PAA1 ~
Zn (I) Cd-PC Mn (D,
T A T appep 4D
ZAT ABC-type CAX2
(CDF)
]! ! 1] Ll 1] ]!
Sejtmembran
Ca (1), Zn(),  Fe(Il), Zn(Il), Fe(D),Cd{D, Ni(D)
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ZNT1

1. abra. Azonositott nehézfém-transzporterek. Hall és Williams (2003) cikke alapjan médositva. A Cu-

transzportereket piros szinnel jeloltiik.

2.4.4. A réz szallitasa a sejten beliil

A sejtbe torténd felvétel utan a nehézfémek a felhasznaléas helyére szallitodnak, mig a
folosleges mennyiség raktarozodhat. A széllitdst specialis  szallitofehérjék, tn.
metalochaperonok végzik, melyek egyrészt megakadalyozzak, hogy a fémionok a
citoplazmaban nemkivanatos kotéseket hozzanak l1étre, masrészt képesek felismerni a
célfehériét, és gyorsan atadni annak a fémiont (Arnesano és mtsai., 2002). Eleszt8ben
azonositottak egy Cu-metalochaperont, mely nélkiilozhetetlen a Cu-tartalma SOD enzim
aktivalasahoz (Culotta és mtsai., 1997). A chaperon kozvetlentl a Cu beépitésével aktivalja az
enzimet.

A Cu-ion tehat egy nagy affinitasu transzporter segitségével (pl. COPT1, Cu®" influx
fehérje) felvevddik a citoszolba, ahol kelatalodik egy Cu-chaperonnal. A Cu-chaperon vagy
specifikus Cu-pumpakhoz (vakudlum-membréan, Golgi-membrén, stb.) vagy egy citoszolos
Cu-tartalmu fehérjéhez szallitja. Amennyiben Cu-pumpékhoz szallitodik, a pumpéak
segitségével bekeriil a megfeleld organellumba, ahol kelatalas utan ismét a felhasznalas
helyére — a megfelelé Cu-tartalmu fehérjéhez - szallitddik, illetve raktarozodhat komplexként

is a késobbi felhasznalodasig.
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2.5. Nehézfémstressz — a réz toxikus hatasa
2.5.1. A réztoxicitas mechanizmusa és a tobblet réz hatasa a blizanovényre

A nehézfémionok vegyértékvaltd képességik kovetkeztében képesek reaktiv
oxigénszarmazékok keletkezését indukalni (Halliwell és Gutteridge, 1986). A Cu®*" magas
koncentracioban a Fenton-reakcioval (f6leg a kloroplasztban) katalizalhatja hidroxil gyokok
kialakulasat O,-b6l és H,0,-bbl, mely kozvetleniil karosithatja a fehérjéket (Fernandes ¢€s
Henriques, 1991). A nehézfémek képesek kotddni a fehérjék oxigén, nitrogén és kén
atomjaihoz (Nieboer és Richardson, 1980), a fehérjék szulfid csoportjdhoz (Uribe €s Stark,
1982), és inaktivalni ezaltal a cisztein tartalmi enzimeket. A tébblet Cu®" a
metaloproteinekben helyettesithet mas fémeket, mely a fémtartalmii enzimek kozvetlen
inaktivalasadhoz vezethet (Van Assche ¢és Clijsters, 1986). A Cd pl. bizonyitottan
helyettesitheti a Ca-t a calmodulinban, mely a calmodulin figgd foszfodiészteraz - igy a
jelatviteli utak - zavardhoz vezet (Rivetta és mtsai., 1997).

Ha a gyokér toleralo képessége tulterheltté valik, a Cu®” transzlokalodik a levelekhez,
ami a fotoszintetikus apparatus karosodasahoz vezethet. Az egyik legelsd kozvetlen hatas a
tilakoid membranok oxidativ karosodasa. A réznek a PSII-re gyakorolt kozvetlen hatasa, hogy
modosul a Q, és Qp kozotti elektrontranszfer (Ciscato €s mtsai., 1997). Csokken a klorofill-
a/b ardny, ami valoOszinlileg szintén a réz kozvetlen hatasanak eredménye az LHCII-re.
Kozvetett hatdsa a réznek, hogy a fotoszintetikus produktumok iranti igény csokkenése
kovetkeztében lelassul az elektrontranszport.

Réztobbletet tartalmazo talajokon termesztett buzandvényeken novekedésgatlast,
klorozist, a kloroplasztok ultrastrukturalis valtozasat, (Eleftheriou és Karataglis, 1989) és a
PSII hatékonysaganak a csokkenését (Lanaras és mtsai., 1993) figyelték meg. Sulyos esetben
jelentds termésveszteség 1ép fel, és a fertilitds is csokken (Moustakas €s mtsai., 1997). Az

eddigieket 6sszegezve a kovetkezOk allapithatok meg a réztoxicitas hatasmechanizmusardl:

1. A szabad rézionok el8szor a gyokérzet plazmamembranjat karositjak: a réz
oxidalja, ¢s keresztkotést alakit ki a membranfehérjék -SH csoportjai kozott,
megbontva igy a membranintegritast (De Vos és Schat, 1991).

2. A membranszerkezet megvaltozasa a membran-asszocialt fehérjék
szerkezetének/miikodésének megvaltozasat okozza: gatolja a plazmalemmaban
lokalizalt ATP-azt (Serrano, 1990), mely igy gatolja a proton effluxot, valamint
a K'-felvétel zavarat okozza (Meharg, 1993). A K'-felvétel zavara a
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megvaltozott membranpermeabilitassal egyiitt a vizhaztartds zavarat okozza,
ami a megnyulasos novekedés gatlasdhoz vezet. A gyokérnovekedés gatlodik.

3. A réztoxicitas a legtobb esetben oxidativ stressz forméjaban is jelentkezik
(Stohs ¢és Bagchi, 1995), mely a biomembrant felépitd zsirsavak
peroxidéaciojanak mértékét fokozza, tovabbi zavarokat okozva a membrankotott
folyamatokban. Mivel a létrejott reaktiv oxigénszarmazékok minden
biomolekulat képesek karositani, igy a tobblet réz sulyos fizioldgiai
elvaltozasokat okoz a sejtben.

4. Mindezen hatasok kovetkeztében a membran szelektiv permedébilitasa csokken,
majd megsziinik, a Cu®" influx novekszik (Strange és Macnair, 1991). Mas
elemek felvételét megzavarja a réz.

5. A toxikus hatas a gyokeérbol attevodik a hajtasba, karosodik a fotoszintetikus
apparatus (Ciscato és mtsai., 1997), melynek elsédleges tiinete a fluoreszcencia
szint emelkedése, ill. a klorozis megjelenése.

6. Kis késéssel lezajlanak a hajtasban is a gyokérben mar koradbban elkezdddott
folyamatok: a hajtas megnyulas is gatlodik, Cu®" koncentraciotol figg
mértékben anyagcserezavarok 1épnek fel.

7. Az anyagcsere folyamatok egyensulya felborul, mely széls@séges esetben a

novény pusztuldsdhoz vezet.

2.5.2. Alapveté védekezési stratégiak a réz toxikus hatasa ellen

A nehézfémek toxikus hatasa elleni védekezés szempontjabol az altalanos stressz-
elmélet (Levitt, 1980) analogigjara két alapvetd stratégiat kulonboztethetink meg. A
védekezeési mechanizmusok egyik csoportjat az elkeriilési (kizarasi) stratégia, a masik
csoportjat a tolerancia stratégia jellemzi. Az elkertlési stratégiat a nehézfém felvétel
korlatozasaval - igy azok szovetekbol torténd kizardsaval - valositjdk meg a novények
(Taylor, 1987; Cumming, ¢s Taylor, 1990). A tolerancia stratégiat alkalmazok a nehézfémek
aminosavak, fehérjék, peptidek altali lekotésével képesek a nehézfémeket akkumulalni,

tarolni és immobilizalni (Verkleij és Schat, 1990).

Az elkeriilési-stratégidhoz a kovetkezd folyamatok tartoznak:
1. A fémek meg- ill. lekotése a sejtfalban (Turner, 1970; Turner €s Marshall, 1971; Turner €s
Marshall, 1972; Malone és mtsai., 1974; Lane és mtsai., 1978).
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2. A megvaltozott membranstruktirdknak koszonhetd megvaltozott membranpermeabilitas, és
redox-barrierek kialakitdsa a plazmamembranban (Green és mtsai., 1980, Xu ¢és
Patterson, 1985; Brown és DuPont, 1989; Cumming és Tomsett, 1992).

3. Fémkotd vegyuletek megnovelt szekrécidja, mely a nehézfémkomplexek extracellularis
csapadékképzodéséhez vezet (Coombes és mtsai., 1977; Taylor és Foy, 1985; Clarke ¢€s
mtsai., 1987).

4. Fémion-efflux pumpéak aktivalasa, fokozott mlkodése (Silver €s Misra, 1988; Nies ¢€s
Silver, 1989; Silver, 1996).

5. Gomba-névény szimbiozisokban a mikorrhizacio szerepe (Schitzendubel és Polle, 2002).

A tolerancia-stratégidhoz tartozo folyamatok a kovetkezok:
1. Intracellularisan lokalizalt vegyiiletek szintézise, melyek képesek megkotni a nehézfémeket
(pl. metallotioneinek, fitokelatinok €s egyéb szerves vegyuletek (Zenk, 1996).
2. Szubcellularis fémkompartmentalizaciot érint§ valtozasok (Chardonnens €s mtsai., 1999).
3. A sejt metabolizmus megvaltoztatasa, pl. alternativ anyagcsere utak aktivalasa révén,

oxidativ stressz elleni védekezés (Schiitzendiibel €s Polle, 2002).

A sejtszintli védekezési lehetdségeket a 2. abra mutatja meg.
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2. abra. Sejtszintli védekezési lehetdségek a nehézfémek karosito hatisa ellen. 1: A fémionok
extracellularis lekotése mikorrhizak segitségével; 2: Nehézfémek lekotése a sejtfalban, illetve a
rizoszféraban gyokér exudatumok segitségével; 3: Csokkentett influx a sejtmembranon keresztiil; 4: Aktiv
efflux az extracellularis térbe; 5: Kelatalas a citoszolban szerves ligandumok segitségével; 6: A
plazmamembran stresszokozta karosodasainak kijavitasa és védelme; 7: A PC-Cd komplex aktiv
transzportja a vakuélumba; 8: Fémionok akkumulalasa a vakuélumban (Hall, 2002 alapjan médositva).

Me?*: kétértékii fémion; MTs: metallotioneinek; PCs: fitokelatinok, HSPs: hésokk proteinek.

A réz oxidativ stressz kialakitasara képes, igy karos hatasanak toleralasaban az
antioxidativ védekezorendszernek is fontos szerepe lehet. A reaktiv oxigénszdrmazékokat
semlegesitd rendszernek enzimatikus (kataldz, peroxiddz, szuperoxid-dizmutdz) €s nem
enzimatikus (antioxidansok: aszkorbinsav (C-vitamin), B-karotin (A-vitamin), a-tokoferol (E-
vitamin), glutation (GSH/GSSG)) komponensei vannak (Noctor ¢€s Foyer, 1998; Asada,
1999). A stresszadaptaciot a poliaminok (putreszcin, spermidin, spermin) is befolyasolhatjak,
mivel fontos szerepet jatszanak a sejtek novekedési és fejlodési folyamataiban, valamint
résztvesznek a membranok é€s nukleinsavak integritdsanak megdrzésében stresszkorilmények
kozott (Galston €s Kaur-Sawhney, 1995). Akkumulacidjuk figyelhetd meg so, szarazsag, ho,

valamint oxidativ stressz esetén (Flores és Galston, 1982, Erdei és mtsai., 1990; Galiba ¢és
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mtsai., 1993).
Durum buzéaval végzett kisérletek megmutattdk, hogy a Ni- és szarazsagstresszre

+

érzékenyebb Adamello fajta a Cu®" és NaCl stresszre is érzékenyebb, mint a toleransabb
Ofanto fajta (Ciscato €s mtsai., 1997; Meneguzzo €s mtsai., 2000).

A nehézfémek altal kivaltott karos hatasok kivédésében a hdsokk fehérjék (Heat Shock
Proteins, HSPs) is szerepet jatszhatnak: fokozott expresszidjukat (HSP17) megfigyelték
magas Cu-tartalmu talajon nevelkedett Armeria maritima gyokerében (Neumann és mtsai.,
1995). Kis hdsokk fehérjék (pl. HSP17) expresszidjat killonbozé nehézfémekkel kezelt Silene
vulgaris és Lycopersicon peruvianum sejtkultarakban is megfigyelték (Wollgiehn ¢&s
Neumann, 1999), bar magas nehézfémtartalmu talajon nétt névényekben nem, vagy csak
nagyon kis mennyiségben expresszalddtak. Mindez arra utal, hogy a Silene vulgaris 6roklodo
fémtolerancidjaban a HSP-k nem, vagy csak kis szerepet jatszanak. Antitestekkel végzett
vizsgalatokkal a Cd-stressz indukalta HSP-ket a nukleuszban €s a sejtplazmaban lokalizaltak

(Neumann és mtsai., 1994). Ez azt jelenti, hogy a HSP-k a javito (repair) mechanizmusok

fokozéasaban, és a sejtmembran integritasanak meg6rzésében jatszhatnak szerepet (2. abra).

2.5.3. Nehézfémtoleranciaban specifikus szerepet jatszo fehérjék és szerves savak

2.5.3.1. Metallotioneinek (MTs)

A magasabbrenddi novényekben a kis molekulatomegli, magas cisztein tartalmu
fémkoté-fehérjék két nagy csoportja, a metallotioneinek (MTs) és a fitokelatinok (PCs)
fordulnak el6. A MT-k az élovilagban a prokari6taktol az emberig altalanosan el6fordulo
fehérjék (Kagi ¢és Kojima, 1987), kozponti szerepik van az egyedfejlédés soran az
esszencialis Zn- és Cu-ionok homeosztdzisanak szabalyozasaban, és a nem esszencialis
nehézfémek (Cd, Hg) detoxifikalasaban. Az els6ként azonositott MT-k két csoportba
sorolhatok:

MT 1. osztily: azok a polipeptidek tartoznak ide, melyekben a cisztein oldallancok helyzete
hasonld a 16 vesekéregb6l els6ként izolalt MT-khez. Elsésorban a Zn*' ionok
homeosztazisaban jatszanak szerepet, de igazoltak szerepiiket a Cd*” toleranciaban is
(Masters €s mtsai., 1994).

MT I1. osztily: élesztd tipusi MT-k, melyekben a cisztein oldallancok helyzete més, mint a
16 vesekéregbdl izolalt MT-ké. Ezek féleg Cu-ionokat kotik meg. A Cu-indukalhatéd
MT CUP1 (Saccharomyces cerevisiae) részt vesz a Cu-detoxifikacioban (Hamer és
mtsai.,, 1985). A cupl gén széttagolasa Cu-hiperérzékenységhez, mig a cupl

tulexpresszaltatasa fokozott Cu-tolerancidhoz vezet. Az MT 1.-ekhez hasonléan a Cd
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megkotését itt is igazoltdk. MT-Cd komplex kialakulasat leirtdk Schizosaccharomyces
pombe sejtekben, melyekben az S. cerevisiae MT-t expresszaltattdk (Yu €s mtsai.,

1994).

Az els6ként izolalt metallotioneinként leirt novényi fehérje az MT Il-szerii buza E.-
fehérje (F.MT gén: early cysteine-labelled) volt (Hofman €s mtsai., 1984; Lane és mtsai.,
1987), melynek expressziojat embriogén mikrospdraban, pollen embrioidokban és fejlédo
zigotikus embridkban lehet csak megfigyelni (Reynolds é€s Crawford, 1996). Szamos
novényben izolaltak mar MT géneket (Prasad, 1999; Rauser, 1999), és az 1. és II. osztalyu
MT-ktdl eltéré MT3 €s MT4 tipusokat is leirtak (Goldsbrough, 2000).

2.5.3.2. Fitokelatinok (PCs)

A peptidjellegh  fitokelatinokat (PC-k) a  Schizosaccharomyces  pombe
¢lesztdgombabol izolaltdk el6szor, €s az 1. és Il osztalyba tartozo MT-k funkcionalis
analogjanak tekinthet6k. Megtalalhatok gomba-, moszat-, valamint minden eddig vizsgalt
novényfajban (Gekeler és mtsai., 1989; Rauser, 1995). A PC-k szerkezeti rokonsagban allnak
az altalanosan elofordulo tripeptid glutationnal (GSH: y-Glu-Cys-Gly) és szerkezetiikre a
kovetkez6 altalanos képlet jellemz6: [(y-Glu-Cys),-Gly], ahol n=2-11 (Kondo €s mtsai., 1984;
Grill és mtsai., 1985; Jackson é€s mtsai, 1987). Szamos eltér0 szerkezetli valtozatot is
azonositottak, ahol Gly-helyén Ser, -B-Ala, -Glu all, illetve nem kapcsolédik a vazhoz
ligandum (Rauser, 1995; 1999).

Mind a gombakban, mind a magasabb rendi novényekben a Cd-PC komplexek a
vakuolumban akkumulalodnak. A PC-Cd komplex kialakulasat - Cd-tiolatként - kimutattak
(Strasdeit és mtsai,, 1991). A PC-nehézfém komplexek tonoplaszt membranon torténd
athaladast ABC-tipusu transzportfehérjék segitik (Tommasini és mtsai., 1998; Rea, 1999). A
citoplazmaban alacsony molekulasulyd PC-Cd komplexek fordulnak eld, melyek
transzportalodnak a vakuolumba, ahol nagy molekulasulya komplexek alakulnak ki S*
beépulésével (2. abra, Ortiz €s mtsai., 1995; Cobbett, 2000). A Cd mellett mas fémek PC
komplexét is kimutattdk, mint az Ag, Cu (Maitani és mtsai., 1996) és As (Schmoger €s mtsai.,
2000). A PCs szerepét a toxikus Cd detoxifikalasdban az Arabidopsis cadl muténssal
igazoltak, mely a vad tipusra jellemz6 GSH szint ellenére PC hianyos és Cd*" hiperszenzitiv
volt (Howden és mtsai., 1995). A CADI gént (AtPCSI) klonoztak (Ha és mtsai., 1999), és
megallapitottak, hogy a PC-szintazt kodolja.
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2.5.3.3. Egyéb intracellularis fémkotd ligandumok: szerves savak

A fémionok kotést tudnak kialakitani a szerves vegyuletek S-, N- és O-atomjaival, igy
a karbonsavak (R-COOH), illetve az aminosavak és peptidek potencidlis ligandumok
lehetnek. A citromsav (Lee €és mtsai., 1977), az almasav (Brooks €s mtsai., 1981), a hidroxi-
borostyank&sav (Brooks €s mtsai., 1981), az oxalsav (Lyon €s mtsai., 1969; Mathys, 1977) ¢és
a mustarolaj-glikozid (Mathys, 1977) méar régdta ismertek, mint novényi fémkotd
ligandumok. Ezek a szerves savak a kulonbozd fém-tolerancia mechanizmusok
kialakitasaban, a fémionok transzportjaban, vakudlumba torténd szallitasaban, raktarozasaban
és inaktivalasdban jatszanak szerepet (Rauser, 1999). Az akkumulalodott fémionok
legnagyobb intracellularis taroldja a névényeknél a vakuolum, ahol a szerves komplexképzd
ligandumok nagy koncentracidban fordulnak eld (Godbold és mtsai., 1984, Marschner, 1995).

A citromsavat tartjak a f6 Cd*"-kotd ligandumnak alacsony Cd*" koncentracioknal
(Wagner, 1993), de Ni-hiperakkumulalé novényeknél Ni*'-al is képez komplexet (Sagner és
mtsai., 1998), ill. részt vesz a Zn*" akkumulacioban és toleranciaban is (Mathys, 1977; Brooks
¢s mtsai., 1981; Godbold €s mtsai.,, 1984). A citromsavhoz hasonloan az almasavat is
citoszolikus Zn-kelatornak tartjdk a Zn-tolerans novényekben (Mathys, 1977). Brassica
Jjuncea-ban a Cd*" kotés rontgensugaras analizise azt mutatta, hogy a xilémben elsésorban az
O ¢és N-tartalmu ligandumokhoz, mig a gyokérben S-tartalmu (PCs) ligandumokhoz kotédik a
Cd (Salt és mtsai.,, 1995). Napjainkig a fémstressz hatdsara bekovetkezd szerves sav
koncentracio valtozas egyetlen jol dokumentalt esete az un. hisztidin-valasz (Krimer ¢&s
mtsai., 1996): Ni-stressz hatasara a Ni-hiperakkumulald Alyssum lesbiacum xilém nedvében
megemelkedik az aminosav tartalom, melyet a nem-hiperakkumuléalé Alyssum montanum-nal
nem figyeltek meg. Ez majdnem kizarolag a hisztidin tartalom novekedésének a
kovetkezménye volt, €s linearis fuggést figyeltek meg a xilém Ni €s hisztidin koncentracidja

kozott.

2.6. A gabonafélék réztoleranciajanak és mikroelem felvételének genetikai kontrollja
Gartside és McNeilly (1974) a termesztett ndvényeket vizsgalva megallapitotta, hogy
a réztolerancia eltér6 mértékili az agrondmiailag fontos novényekben. Bradshaw (idézve:
Manyowa ¢és Miller, 1991) a réztolerancia gének potencidlis forrdsaként a tarackbuzat
(Agropyron repens) jelolte meg, mely extrém modon toleransnak bizonyult a talaj magas

réztartalmaval szemben.
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A gabonafélék réztolerancidjanak genetikajarol attekintést Manyowa és Miller (1991)
munkéja ad: a Thinopyrum bessarabicum ¢s a rozs (Secale cereale) réztoleranciajanak
vizsgalata azt mutatta, hogy a toleranciaban szerepet jatszo gének elsGsorban a 2E° és 2R
kromoszéman lokalizakodnak (Manyowa, 1989). Kisebb, de fontos hatassal biré modositd
gének az SE°, SE°L/6E°L (Th. bessarabicum) és az SR (rozs) kromoszomén talalhatok.
Buzanal nagy hatast gyakorolt a réztoleranciara: SA, 4D és 7D ("Chinese Spring’/1. spelta
szubsztiticios sor) illetve SA, 7A és 7B ("Chinese Spring’/’Synthetic’ szubsztitiicios sor;
"Synthetic’: Triticum turgidum ssp. dicoccon x Aegilops tauschii amfiploid), mely vizsgalatok
az SA kromoszoma kiemelt szerepét tamasztjak ala (Manyowa, 1989).

Buza- Aegilops geniculata (UM genom) hibrid vonalak réztolerancidjanak vizsgalata
azt mutatta, hogy a 3U kromoszoma jatszik szerepet a tobblet réz toleralasaban (Landjeva és
mtsai., 1998).

Buza-rozs kromoszéma addicios vonalakkal végzett vizsgalatok alapjan a hajtas Mn-
¢s Fe-koncentraciokra szignifikdns hatast gyakorolt a 2R és 7R kromoszoma, a Zn-
koncentraciora az 1R, mig a hajtds Cu-koncentraciokra az SR kromoszoma (Schlegel és
Cakmak, 1997). A buza és kozeli rokonfajok Cu-tolerancidjaban ¢€s Cu-felvételében szerepet

jatszo kromoszomakat az 1. tablazat foglalja ossze.

1. tablazat. A Cu-stressz toleralasaban és a Cu-felvételben szerepet jatszo kromoszémak azonositasa rozs

¢és buiza fajoknal (Manyowa, 1989; Schlegel és Cakmak, 1997 munkai alapjan).
Jelleg Faj Kromoszomak

1 2 3 4 5 6 7

Cu-stressz ~ rozs 2R SR
biiza 5A TA
7B
4D 7D

Cu-felvétel  rozs 5R

Bar a réztoleranciara hatast gyakorol6 kromoszoémakat mar meghataroztak (Manyowa,
1989), azonban napjainkig még egyetlen réztoleranciat befolyasold gént vagy QTL-t sem
sikeriilt azonositani. Manyowa (1989) a réztolerancia vizsgélatai soran buza/rozs addiciokat,
valamint buza/szintetikus buza és buza/tonkolybuza szubsztituciokat hasznalt, igy buza/buza
szubsztituciok elemzésérdl sem all rendelkezésre kisérleti eredmény. Hasonlo a helyzet a Cu-

felvétellel kapcsolatban: Schlegel és Cakmak (1997) buza/rozs addicids vonalak segitségével
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ugyan a rozs SR kromoszéma Cu-felvételre gyakorolt hatasat igazolta, de QTL-eket, géneket

még e jelleg tekintetében sem azonositottak.

2.7. A réztolerancia genetikai és fizikai térképezésére alkalmas modszerek
2.7.1. Genetikai markerek

A genetikai marker olyan morfologiai tulajdonsag, fehérje, vagy DNS fragmentum,
mely alkalmas a novény valamilyen kilsé ill. belsé struktirdjanak vagy bioldgiai
folyamatanak a jelolésére. A novénynemesitdk a 60-as évek végéig elsdsorban morfologiai
markereket hasznaltak, majd a 70-es évektdl — a gélelektroforézis technika elterjedésével — a
biokémiai (1izoenzim) markerek felhasznélasa valt altalanossa. A 80-as években terjedtek el a
molekuldris markerek, amelyek fehérje és/vagy DNS szinten azonositjak a polimorfizmust.

A DNS markerek alkalmazasanak nagy eldnye, hogy nagyfoku variabilitast mutatnak,
és a kornyezet, illetve a génkolcsonhatasok nem befolyasoljak megjelenésitket. DNS
markerek (2. tablazat) lehetnek hibridizacié (RFLP), vagy PCR alapi markerek (pl. RAPD,
AFLP, SSR, SNP, stb.).

Az elso teljes buza genetikai térképek RFLP markereket tartalmaztak (Chao és mtsai.,
1989; Devos ¢és Gale, 1993; Devos ¢és Gale, 1997), majd a PCR-alapi markerek
megjelenésével a RAPD (Williams és mtsai., 1990), AFLP (Vos ¢és mtsai., 1995) és SSR
(Roder €s mtsai., 1998; Pestsova és mtsai., 2001; Gupta ¢€s mtsai., 2002) markerekkel készitett
genetikai térképek valtak egyeduralkodéva. A PCR-alapu — els6sorban SSR — markerek a
legjobban hasznalhatok a novénynemesitésben (Gupta és Varshney, 2000), ahol tobb ezer
névény minél gyorsabb tesztelésére van sziikség a lehetd legkisebb koltségek mellett. Az SSR
markerek a korszerii kapillaris elektroforetikus technikdkkal kombindlva kivald alapot
nyujtanak a marker alapa szelekcié (Marker Assisted Selection — MAS) megvaldsitasara a

névénynemesitésben.
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2. tablazat. A jelenleg altalanosan hasznalt marker technikak 6sszehasonlitasa.
RFLP RAPD SSR AFLP SNP
Leényege Restrikcio DNS amplifikalas | Egyszerli szekvencia | Restrikcid Szekvencia
endonukleazzal, véletlenszeriien ismétlédések  PCR- | endonukleazzal, elemzés
Southern blott, | valasztott primerekkel [ reakcidja adapterek ligalasa,
hibridizacio PCR-reakeid szelektiv
primerekkel
Elgfordulds a Magas Nagyon magas Kozepes Nagyon magas Kozepes
genomban
Polimorfizmus tipusa | Bazisparcsere, Bazisparcsere, Viltozas az | Bazisparcsere, Bazisparcsere
inszercio, delécid inszercio, delécid ismétlodések inszercio, delécid
szamaban
Polimorfizmus szintje | Magas Kozepes Nagyon magas Kozepes Magas
Dominancia Kodominans Dominans Kodominans Dominans Dominans
(kiértékelés)
Egy probaval 1-2 5-10 1 100-150 1
analizdlhato lokuszok
szdma
Elbzetes  szekvencia | Nem szikséges Nem sziikséges Szikséges Nem sziikséges Szikséges
informdcio
Kifejlesztési koltség Magas Alacsony Magas Kozepes Magas
Vizgsgdlatonkeénti Kozepes Alacsony Kozepes Kozepes Magas
koltség
Ismeételhetdség Nagyon jo Tobbivel 6sszevetve | Nagyon jo Jo Nagyon jo
alacsony
Nehézség Eszkoz igényes Konnyt Konnyl Elsajatitani nehéz Nehéz

2.7.2. Mikroszatellit (SSR) markerek alkalmazasa

Minden eukaridta genom tartalmaz un. mikroszatellit (Litt and Luty, 1989) vagy

masnéven simple sequence repeat (SSR — Tautz és mtsai.,, 1986) szekvencidkat. A

mikroszatellitek 6 bp-nal rovidebb szekvencidk tandem ismétlddéseit tartalmazzak. A

mikroszatellitek analizéldsa a polimerdz lancreakcion (PCR) alapszik (Condit €s Hubbell,

1991; Akkaya és mtsai., 1992; Morgante €s Olivieri, 1993), a fébb lépések a kovetkezék

(Nagy, 1999):

1. A genomikus DNS fragmentalasa.

2. Rovid inszertméretll klontarak eléallitasa.

3. A repetitiv szekvencidkat tartalmazé klonok azonositasa €s kiemelése a genomikus

klontarbol.

4. A klénok szekvencigjanak meghatarozasa.
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5. Lokuszspecifikus PCR-primerek tervezése a mikroszatellit motivumokat hatarolo6 DNS
szakaszokra.

6. Az adott genomikus DNS-szakasz PCR-amplifikéacigja a primerek segitségével.

7. Az amplifikaciés termékek hosszpolimorfizmusanak analizise nagyfelbontasu szeparacios

technikak segitségével.

Az SSR markerek kifejlesztése i1ddigényes ¢&s koltséges: a mikroszatellit
szekvencidkhoz kifejlesztett primer-paroknak mindossze 30 %-a hasznalhaté genetikai
vizsgalatokhoz (Roder €s mtsai., 1995, Bryan és mtsai., 1997). Ezt azonban ellensulyozza,
hogy analizisik kivaloan reprodukélhato, a modszer gyors, €s konnyen elsajatithatdo. A
mikroszatelliteknél a polimorfizmus is nagyobb, mint az RFLP markerek esetében, tovabba az
SSR markerek talnyomo része kodominansan 6roklddik, és a legtobb esetben kromoszéma
specifikus is (Roder és mtsai., 1998). A kozeljovOben a markerek kovetkezd generacidja
(SNP, Single Nuclotide Polymorphism markerek) ugrasszerlien felgyorsithatja a

nagyfelbontasu térképek készitését (Koebner és Summers, 2003).

2.7.3. Térképezési populiciok

A genetikai térkép elkészitésének elengedhetetlen feltétele a megfeleld térképezési
populacio, ahol a szilléknek a térképezni kivant tulajdonsagban kilonbozniik kell.
Amennyiben az adott jelleget tobb nagyobb hatasi QTL is befolyasolja, érdemes olyan
populéaciot is letesztelni, ahol szil6k kozott nincs jelentds fenotipusos killonbség. A
rekombinans vonalakban ugyanis olyan 0 allélkombinaciok is kialakulhatnak, melyek a
sziil6i  formaktol szignifikansan eltéré fenotipusok megjelenéséhez  vezethetnek
(transzgressziv szegregacio). Minél tobb egyedbdl all a térképezési populdcio, annal
pontosabb lesz mind a kapcsoltsagi térkép, mind a QTL analizis. A legtobb térképezési
populacidt kozel homozigota sziilok keresztezésével allitjak eld.

Az F,, ¢és visszakeresztezett (Backcross, BC) populacidk konnyen hasznalhatok
onmegporzd fajoknal, eldallitasuk gyors, azonban alkalmazasukkal csak korlatozott szdmu
magot nyerhetiink, illetve nem tudjuk megismételni a kisérleteket.

Ha tobbszori fenotipus vizsgalatot szeretnénk végezni, stabilan fenntarthato térképezési
populacidkkal kell dolgoznunk. Ezek kozé tartoznak a dihaploid (Doubled Haploid, DH)
vonalakbol, a rekombinans beltenyésztett vonalakbol (Recombinant Inbred Lines, RIL), vagy
egy kromoszomara rekombinans vonalakbol (Single Chromosome Recombinant Lines, SCRL)

allo térképezési populaciok.
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A DH populécidk eldallitasa gyors (Snape €s mtsai., 1984 | Varshney és mtsai., 2004),
¢s az utodok mind homozigétdk a kilonbozd 1okuszokon. A dihaploid vonalakat a sziil6k
keresztezésébdl létrejott F; novények haploid gamétaibol szarmazd kromoszomak
megduplazasaval allitjak el6. A DH populaciokat genetikai térképek megszerkesztésére (pl.
arpa RFLP-térkép: Heun és mtsai., 1991; Graner és mtsai., 1991), és QTL-ek térképezésére is
felhasznaljak (pl. buza B-tolerancia: Jefferies és mtsai., 1999, 2000).

A RIL-eket hat-nyolc generacidn at tartd sorozatos Onbeporzassal allitjak eld, mely utan
az egyedek gyakorlatilag homozigdtak lesznek, és a kétféle szul6tdl szarmazd kromoszéma
szegmenteket mozaikszerlien hordozzdk (Mohan és mtsai.,, 1994). A RIL-ek hatranya, hogy
eléallitasuk idBigényes, €s a genom bizonyos régioi joval tovabb heterozigdtikusak maradnak,
mint azt korabban feltételezték (Varshney €s mtsai., 2004).

Ha el6zetes kisérletekbdl ismert, hogy a vizsgélt tulajdonsagot befolyasold gén(ek)
melyik kromoszoman helyezkednek el, a térképezéshez egy kromoszomara rekombindns
vonalakbol (SCRL) all6 térképezési populacio is hasznalhato. Ebben az esetben a térképezési
populécio sziilei egy kromoszoma kivételével azonosak, csak a vizsgalni kivant kromoszéma
szarmazik egy masik genotipusbol (pl. szild 1: ’Chinese Spring’, sziilé 2: ’Chinese
Spring’ (" CheyenneSB’) szubsztiticid). Az ilyen vonalakat Ggy teszik stabilan fenntarthatova,
hogy az F; novényt apai szuléként keresztezik egy monoszoémas vonallal, melynek a vizsgalni
kivant egyik kromoszomaja hianyzik (3. abra). Ezutan a 41 kromoszémaszamu genotipusokra
szelektalnak. Ezt az utodot onbeporozva a rekombindns kromoszémat megduplazzak, majd a
42-es kromoszomaszamu egyedeket kivalogatjak gyokércsucsbol torténd kromoszéma
szamlalassal. A 42 kromoszomat tartalmazo egyedeket felnevelik, és Onbeporzassal

szaporitjak (3. abra).
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'CS” X ’CS(Cheyenne5B)’
+ szubsztitiicio

F, X ’°CS(mono5BY

v

42 kromoszomas egyedek

41-es dnmegtermékenyités

40, 41 kromoszomas

AN

42 kromoszomas homozigota rekombinans vonalak

3. abra. Egy kromoszémara rekombinans térképezési populacié eldallitasanak sémaja.

2.7.4. Genetikai kapcsoltsagi térkép elkészitése

Genetikai térkép megszerkesztéséhez olyan szegregalo térképezési populdciora van
szitkséglink, ahol polimorf markerekkel az egyedek genotipusa meghatarozhatd. A
térképszerkesztéshez meg kell hatdrozni markerparonként a rekombinacios gyakorisagot,
amelybdl térképfuggvények (Kosambi, 1944; Haldane, 1919) segitségével a koztik levd
térképtavolsag kiszamithatd, majd harompontos térképezésekkel megallapithaté a markerek
egymashoz viszonyitott elhelyezkedése. A kozos markereket tartalmazd harompontos
térképek atfedéseivel kapjuk meg a kapcsoltsagi csoportokat, és a markerek sorrendjét. Ez az
eljaras meglehetésen bonyolult szamitasokat tartalmaz, specidlis szamitogépes programok
segitségével (MAPMAKER, JoinMap) azonban gyorsan és megbizhatdan elvégezhetdk.

A gabonafélék genomjai kozott nagy mértékli homoldgia figyelhetd meg (Gale és
Devos, 1998), igy az egyes genomokban kapott térképezési eredmények tampontul szolgalnak

mas genomokban torténd térképezésekhez.

2.7.5. Kvantitativ jellegek
2.7.5.1. Kvantitativ jellegek fogalma, térképezése

Mind az allatoknal, mind a noévényeknél az egyes 6roklott jellegek gyakran tobb gén
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altal befolyasoltak (poligénes 6roklédés). Az ilyen jelleg nagyszdmu egyeden vizsgéalva nem
hatarozottan elkiillontlé fenotipusokban, hanem folytonos eloszlasban jelenik meg (pl.
termésmennyiség, novénymagassag, stb.). Ezen jellegek kifejez0dését a kornyezet is
nagymértékben befolyasolhatja, igy a fenotipusos variabilitast a kornyezeti tényezdk is
okozhatjak.

Az ilyen tulajdonsdgokat mennyiségi (kvantitativ) jellegeknek nevezziik, az e
jellegeket szabalyozd lokuszokat pedig mennyiségi jellegeket meghatarozd 16kuszoknak
(Quantative Trait Loci), roviden QTL-eknek nevezzitk. A mennyiségi jelleg kialakitdsaban
tobb QTL is részt vehet, legtobbszor egy — néhany nagy (major), és tobb, valtozd szamu kis
(minor) 16kusszal. Ha QTL-r6l besz€link, akkor ez alatt a kromoszéma egy adott, viszonylag
szlik régiojat értjuk, mely azonban tobb gént is magaban foglalhat.

Mennyiségi jellegek térképezésekor a vizsgalt populacid egyedeit kodominans
markerrel meghatarozott genotipusok alapjan két homozigdta csoportba soroljuk, majd
statisztikai modszerekkel vizsgaljuk, hogy milyen szoros a kapcsolat az egyes marker allélok
jelenléte és bizonyos fenotipusok megjelenése kozott. Szignifikans kapcesolat esetén az adott
marker nagy valoszinliséggel a vizsgalt fenotipust meghatarozo QTL kozelében helyezkedik
el.

A legegyszer(ibb modszer a QTL analizishez az Gn. single marker analizis (Sax, 1923;
Edwards és mtsai.,, 1987), amikor a fenotipusos adatok atlagat marker szerint képzett
csoportok alapjan hasonlitjuk 0ssze egyszerli variancia analizissel (single marker ANOVA)
vagy linearis regresszioval (single marker regression). A szignifikans kilonbség jelzi, hogy
az adott marker kapcsolt a vizsgalt tulajdonsagot befolyasolo génnel. A modszerrel azonban
nem lehet a QTL pozicidjat pontosan meghatarozni, csak azt, hogy melyik markerrel kapcsolt
legszorosabban. A modszer hibaja kis markerslriségli térképeknél jelentkezik: kis hatas
esetén nem lehet eldonteni, hogy valdban egy szorosan kapcsolt, kis hatasa QTL-r6l van szo,
vagy egy tavolabbi, nagy hatasurol. A tobbszoros, kapesoltan elhelyezkedd QTL-ek gyakran
nem detektalhatok.

Az elébb emlitett hianyossagok jo részét kisziiri az intervallum térképezési modszer,
mellyel mar pontosabban meg lehet hatdrozni a QTL-ek pozicidjat. A modszer a single
marker modszerektdl eltéréen nem egyedi marker l6kuszokat, hanem a vizsgalt QTL-t
szegélyezd marker parokat ( flanking markers”) vizsgal. Az intervallum térképezésnél
alapvetden 2 megkozelitést hasznalnak: a regressziés moddszert (ezt nevezik egyszerii

intervallum térképezésnek — Simple Interval Mapping (SIM), Haley and Knott, 1992), és a
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maximum-likelihood modszert (maximum-valoszindség modszer, altalaban ezt nevezik
Interval Mapping-nak (IM), Lander és Botstein, 1989).

A regresszids modszer esetében a szignifikancia tesztelése az un. Likelihood ratio test
(LRT) segitségével torténik. Ilyen térképezés — az elméleti hattér ismeretében - végrehajthato
a legtobb statisztikai szoftverrel, specidlis szamitogépes programokkal (PLABQTL), illetve
on-line alkalmazasokkal az interneten (QTL Cafe).

A maximum-likelihood modell alkalmazasa esetén a QTL szignifikancigjanak

tesztelésére a LOD-értéket hasznaljak, mely a ,,Logarithm of Odds -t jelenti:

LOD=lg(feltételezett QTL meglétének maximalis valoszinlisége / a feltételezett QTL

hianyanak maximalis valosziniisége)

LOD=2 tehat azt jelenti, hogy 10°=100-szor nagyobb annak a valoszinfisége, hogy az
adott pozicioban QTL van, mint annak a valoszintisége, hogy nincs. A regressziés modszerrel
kapott QTL-ek hatasa €s pozicioja altalaban kozel azonos a maximum-likelihood modszerrel
kapott eredményekkel (Haley és Knott, 1992), ugyanakkor a regressziés modszer jéval
kevésbé szamitas-igényes. A maximum-likelihood moédszer talan egyetlen hatranya, hogy
csak specialis szamitdgépes szoftverekkel lehet kivitelezni (MAPMAKER/QTL, MapQTL),
azonban az igy kapott eredményeket megbizhatobbnak tartjak, mint a regresszios modszerrel
kapottakat.

Az egyszerl intervallum térképezés a QTL-ek nagy pontossagl becslését teszi lehetéve,
amennyiben a populaciéo nem tartalmaz egynél tobb, az adott jelleget befolyasolé QTL-t a
vizsgalt intervallumban. Ahhoz, hogy egy populacidon egyszerre tobb szegregaldé QTL-t
analizdljunk nagy pontossaggal, Osszetett intervallum térképezést (Composite Interval
Mapping (CIM) vagy Multiple QTL Model-Mapping (MOM-Mapping), Jansen, 1993; Jansen,
1994; Jansen €s Stam, 1994; Zeng, 1994) kell alkalmaznunk. Ez a modszer az egyedi QTL-ek
intervallum térképezéssel vald azonositasabol, €s a vizsgalt intervallumon kivil talalhatd
markerekkel torténd regresszids analizisbdl all. Jelenleg tobb szoftver is elérhetd, melyek
segitségével a CIM analizis pontosan, €s gyorsan végrehajthato (QTL Cartographer, QGENE,
MapQTL).

A nagyobb hatasi QTL-ek detektalasanak hatékonysagat noveli az un. ,selective
genotyping” (szelektiv genotipizalas) modszer alkalmazédsa (Lander és Botstein, 1989). A
lényege, hogy a genotipusos értékelést (és a QTL analizist) nem a teljes populacion, hanem a

fenotipusos adatok fiiggvényében csak azokon a genotipusokon végezziik el, amelyek a



IRODALMI ATTEKINTES 28

vizsgalt jelleg tekintetében a szélsé értékeket képviselik. Igy csak a legkisebb ill. legnagyobb
fenotipusos értékili vonalak genotipizalasat végezzik el (ezeknek a legnagyobb az informacio
értéke szamunkra), majd ezeken a vonalakon végziink QTL analizist. Hasonlo egyszertisitést
tartalmaz az un. ,,bulk segregant analysis” (BSA, csoport szegregalds elemzése, Michelmore
és mtsai., 1991), melyet f6ként PCR-alapi markerek segitségével végeznek el. A fenotipusos
értékelés utan két csoportra osztjak a genotipusokat: kis értékli részre €s nagy értékli részre. A
genotipizalas soran olyan markert keresnek, mely elkilontlten — tGlnyomorészt — csak az
egyik ill. csak a masik , bulk’-ban (csoportban) van jelen. Ez a modszer olyan jellegeket
befolyasold6 QTL-ek detektalasara alkalmas, ahol 1-2 nagy hatasa QTL-t keresiink (pl.
betegségrezisztencia).

A QTL-ek pontos helyét sajnos viszonylag kis precizitdssal lehet meghatarozni. Egy
adott QTL , konfidencia intervalluma” (az a tartomany, amelyen belil a QTL barhol
elé6fordulhat) a maximum likelihood moédszerrel altalanosan 15-20 cM-os régiot fed le (Lee,
1995). Ez a pontossag a marker alapu szelekciohoz még megfeleld, azonban a térkép alapu
klénozast (map-based cloning) mér csak nehezen teszi lehetévé. A pontossag javitdsan tobb
marker alkalmazasa nem, csak tobb rekombinans vonal felhasznalasa javit (Kearsey €s

Farquhar, 1998).

2.7.5.2. LOD-szignifikancia kiiszobérték meghatarozasara alkalmas modszerek

A QTL analizis soran alapvetden két hiba fordulhat eld: amikor hamis (fals positive)
QTL-t detektalunk (ez az un. Type I error), illetve amikor a létez6 QTL-t nem tudjuk
detektalni (7ype II error). A kisérlet megfelel6 megtervezése mellett a megfeleld statisztikai
madszerek segithetnek ezen hibak kiktiszobolésében.

A QTL analizis alapfeltevései kozé tartozik, hogy a vizsgalt vonalak reprezentivak a
teljes populacidra nézve, illetve a vizsgalt jelleg - QTL-r6l, mennyiségi jellegrol 1évén szo -
eloszlasa a normalishoz kozeli. Amennyiben az eloszlas eltér a normalistdl, ill. a mintak nem
reprezentativak a teljes populacidra - melynek oka els@sorban a tul kevés vizsgélatba vont
rekombinans vonal lehet - a teszt statisztika tulbecsiili a kapott eredmény megbizhatosagat.

A fentiek miatt a mért mennyiségi adatok normalis eloszlastdl valé eltérése, valamint a
minta méret (vizsgalt egyedek szama) és a térképezett markerek szama egyarant befolyasolja
a teszt statisztikat, és igy végs® soron meghatarozza a LOD-kiiszobértéket, melyet az
intervallum térképezés soran a szignifikans QTL detektalasdhoz hasznalnunk kell.
Altalanossagban a 2.5 - 3.5 (1 %-os megbizhatosag) ill. 1.5 - 2.5 (5 %-os megbizhatosag)
feletti LOD értéket tekintik elég nagynak ahhoz, hogy a talalt QTL hatas valodi legyen. LOD
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> 2.0 esetén kis (minor), mig LOD > 3.0 esetén nagy (major) QTL-r6l beszélink (Borner és
mtsai., 2002).

A QTL szignifikancia kiiszobérték megallapitasahoz mind analitikus (becslést,
megkozelitést alkalmazd), mind empirikus (tapasztalati, a kapott adatok permutacidjara €pulo)
madszerek felhasznalhatok.

Analitikus modszerek: A Rebai és mtsai (1994) altal leirt, kozelitéssel kapott
kiiszobértékek a legmegfelelébbek a kozepes stirliségli térképek esetében (egy marker 10 vagy
tobb cM-onként), mig a tobbi mddszer (Lander és Botstein, 1989; Feingold és mtsai., 1993;
Dupuis, 1994) nagysirliségli térképek esetében megfeleld.

Empirikus-modszer: A LOD érték szignifikancia kiiszobértékének meghatarozasdhoz a
permutéacids teszt is hasznadlhaté (Churchill és Doerge, 1994). A modszer Iényege, hogy
nagyszamu ismétléssel (Un. iteraciokkal) a maximum LOD érték gyakorisagi eloszlasat
meghatarozzak. Minden egyes ismétlésben a fenotipusos adatokat véletlenszerien rendelik az
egyes genotipusokhoz, amelyet minden lépésben egy intervallum térképezés kovet. A
véletlenszerlien elrendezett adatokbol kapott maximalis LOD-értékek megmutatjak, hogy
mekkora a valdszintisége, hogy véletlen (fals positive) QTL-t azonositsunk. Az altalunk
kapott QTL LOD értékének magasabbnak kell lennie, mint a fenotipusos adatok véletlenszeri

elrendezésével kapott maximalis LOD értéknek.

2.7.6. Szubsztitiacios, delécios vonalak és egyéb citogenetikai anyagok felhasznalasa

Amennyiben semmilyen el6zetes informécioval nem rendelkeziink az adott jelleget
befolyasold (meghatarozd) gének kromoszomalis lokalizacidjaval kapcsolatban, akkor elsd
1épésben megfelelé szubsztiticios sorozatok tesztelésével a kromoszomalis lokalizacid
meghatarozhatd. A megfeleld szubsztiticios sorozat azt jelenti, hogy a sziil6knek a vizsgalni
kivant jellegben kulonbozniiik kell. A kromoszomalis lokalizaciordl kaphatunk még addicios,
monoszomas, nulli-tetraszomas sorozatok tesztelésével is informaciot.

Delécios sorozatok tesztelésével nem csak a kromoszomalis lokalizaciot, de a
kromoszéman beliili fizikai pozicidt is meg tudjuk hatarozni (pl. buza: Vrn-A1 és Frl gének
térképezése az SA kromoszoman — Sutka €s mtsai., 1999). Delécios sorozatok hatranya
azonban, hogy homozigota deléciok csak korlatozott szamban allnak rendelkezésre, illetve a
1étez6 deléciok az adott kromoszomanak csak egy részét fedik le (Endo €s Gill, 1996). Ha az
adott jelleget meghatarozd gén az utolsd delécids toréspont mogott helyezkedik el, akkor
ezzel a modszerrel errdl a génrdl semmilyen informéciot nem kapunk. A delécios sorozatok

ugyanakkor lehetOséget teremtenek arra, hogy a genetikai térképeket a fizikai térképekkel
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osszevessik. Az utobbi évtizedben tobb mint 1000 molekularis markert (RFLP ¢és
mikroszatellit) térképeztek fizikailag deléciok segitségével, valamint EST-k (Fxpressed
Sequence Tags) térképezését is elkezdték (Qi és mtsai., 2003). Az USA-ban jelenleg egy 13
kutatoallomasbdl allé konzorcium foglalkozik 10000 unikalis EST fizikai térképezésével

delécios vonalak  segitségével  (http://wheat pw.usda.gov/NSF/progress mapping html,

Varshney és mtsai., 2004), igy a kozeljovoben lehetdvé valhat a QTL-ekhez kozvetleniil a

feltételezett gén — és ezaltal a konkrét funkcid — hozzarendelése is.


http://wheat.pw.usda.gov/NSF/progress
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Vad és termesztett gabonagenotipusok réztolerancidjanak tesztelése vizkultaraban

3.1.1. Réztolerancia teszt
A Martonvasari Gabona Génbank kisérleti parcellain termesztett 27 kilonbozd

genotipust (8 Aegilops, 5 alakor, 6 kenyér buiza, 5 egyéb buza, 2 rozs és 1 tritikalé) hasznaltuk

a vizsgalatokhoz (3. tablazat).

3. tablazat. A génbanki anyag réztolerancia teszteléséhez felhasznalt fajok/fajtak

Sorszam Fajok/fajtak Genomformula | Génbanki |Eredet
szam (Donor

intézet/személy/orszag)

1 Aegilops biuncialis UM MVGB702 ICARDA, Sziria

2 Aegilops caudata C MVGB607 Univ. of California, USA

3 Aegilops cylindrica DC MVGB623 Braunschweig,
Németorszag

4 Aegilops kotschyi Us MVGB617 Univ. of California, USA

5 Aegilops speltoides S MVGB621 Braunschweig,
Németorszag

6 Aegilops tauschii D MVGB591 VIR, Oroszorszag

7 Aegilops triuncialis uc MVGB723 Gatersleben,
Németorszag

8 Aegilops umbellulata ssp. transcaucasica U MVGB420 VURYV, Csehorszag

9 Secale cereale cv.’Merkator’ R - Lengyelorszag

10 Secale montanum R - ismeretlen

11 Triticum aestivum ssp. aestivum cv. ‘Bankuti1201’ ABD - Magyarorszag

12 Triticum aestivum ssp. aestivum cv. ‘Cheyenne’ ABD - Kanada

13 Triticum aestivum ssp. aestivum cv. ‘Chinese Spring’ ABD - Kina

14 Triticum aestivum ssp. aestivum ¢v. ‘Kobomugi’ ABD - Mongodlia

15 Triticum aestivum ssp. aestivum cv. ‘Mv-Magdaléna’ ABD - Magyarorszag, MTA
MgKi

16 Triticum aestivum ssp. aestivum cv. ‘Mv-8’ ABD - Magyarorszag, MTA
MgKi

17 Triticum aestivum ssp. spelta var. neglectum ABD MVGB142 ismeretlen

18 Triticum monococcum ssp. monococcum var. flavescens | A MVGB820 Gatersleben,
Németorszag

19 Triticum monococcum SSp. monococcum var. vulgare A MVGBI16 Gatersleben,
Németorszag

20 Triticum monococcum ssp. monococcum tajfajta A ELEK Szabo T. Attila/ Erdély

21 Triticum monococcum ssp. Monococcum A DvV92 J. Dubcovsky, USA

22 Triticum monococcum ssp. Monococcum A G2528 J. Dubcovsky, USA

23 Triticum sinskajae var. sinskajae A MVGB647 VIR, Oroszorszag

24 Triticum timonovum AAGG MVGB243 A. Belea, MTA MgKi

25 Triticum timopheevii var. timopheevii AG MVGBI119 Gatersleben,
Németorszag

26 Triticum zhukovskyi AGA MVGB934 NSGC, USA

27 Tritikalé cv. *Presto’ ABR - Lengyelorszag
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Csiraztatas el6tt a magvakat 20 percig 10 x HYPO oldatban sterilizaltuk, majd 20 perc
folyovizes oblités utan 4 orat duzzasztottuk csapvizben. A csiraztatas 25 °C-on, petri-
csészében, két réteg nedves sziirbpapir kozott tortént. Az egyes fajok elhizodé csirazasa miatt
a 4. napig csak csapvizben nevelkedtek a novények, az 5. napon helyeztiik 6ket tapoldatba, €s

ekkor kezdtik el a rézkezelést. Tapoldatként rézmentes Hoagland-oldatot hasznéltunk:

Tapoldat osszetétele (10 liter):
1 1 Makrotorzsoldat
2.5 ml mikrotorzsoldat
100 ml Fe(IIT)-EDTA torzsoldat

Makrotorzsoldat (1 liter):
5.055 g KNO3
11.81 g Ca(N03)2 .4 HZO
1.361 g KH,PO,4

Mikrotorzsoldat (100 ml rézmentes):
286 mg H3BOs3
362 mg MnCl, . 4 H,O
22 mg ZnSO4 . 7 H,O
12 mg Na,MoO;, . 2 H,O

Fe(1II)-EDTA torzsoldat (1 liter):
4 g Fe(II)-EDTA

A rézkezeléshez réz-szulfatot (CuSO, . 5 H;0O) hasznaltunk, a kontroll oldat
rézkoncentracidja 107 M, a kezelt oldaté 10™* M volt, mely koncentraciokat az elékisérletek
alapjan valasztottuk ki (Balint és mtsai., 2001). A tapoldat pH-jat 5.8-ra allitottuk be 1 N HCI-
lel és 1 N KOH-val. A tapoldatot hetente cseréltiik, az elparolgott tapoldatot desztillalt vizzel
naponta poétoltuk.

A kisérletet kontrollalt koriilmények kozott, novényneveld kamraban végeztikk el. A
fitotronkamra tipusa: Conviron PGR 15, Controlled Environment LTD, Winnipeg Manitoba,
Canada. A nevelési paraméterek a kovetkezOk voltak: hémérséklet (T): 15/10 °C
nappal/éjszaka, 1 hét utan 18/15 °C, fotoperiodus: 16/8-h (nappal 0-16 oOra), relativ
paratartalom (RH): 70/75 %, fényerésség: 220 umol m? s A kisérletet 3 parhuzamos
ismétléssel végeztilk el, minden ismétlésben 10-14 novényt vizsgaltunk. A novényeket
haromhetes korukig neveltiik, 3 hetes korban lemértik a névények hajtashosszat és hajtas
szaraztomegét. A tolerancia mértékének megallapitasadhoz az Un. Tolerancia Indexet (TI)
hasznéltuk, mely az adott mért paraméter (pl. szaraztomeg) kezelt €s kontroll koriilmények

kozott mért értékének a hanyadosa.
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A szaraztomeg értékeket 24 6ra 105 °C-on torténd szaritas utan hataroztuk meg, a méréseket a

teljes hajtason végeztiik el.

3.1.2. Fluoreszcencia indukcio mérése és az elemtartalmak meghatarozasa

A fluoreszcencia indukcios mérést PAM-2000 (Waltz, Effeltrich, Németorszag)
készulékkel, 2 ora sotétadaptalas utan végeztiik el a legfiatalabb, teljesen kifejlett levélen. A
Tolerancia Indexek kalkulalasdhoz az F./F, paramétert hasznaltuk fel. Minden fiiggetlen
mintdban min. 5 novényt mértiink le, tehat 6sszesen min. 3 x 5 = 15 mérés alapjan kalkulaltuk
az atlagokat. A fluoreszcencia indukcios méréseket 2 alkalommal, a csirazast kovetd 13. é€s
18. napon hataroztuk meg. A Cu- és Fe-koncetraciokat Hitachi Z-8200 Zeeman polarizalt
atomabszorpcios spektrofotométerrel, langatomizélédssal, levegd-acetilén langgal hataroztuk
meg 0.2 g szaritott névényi mintabdl, melyet cc. HNOj : cc.H,0, 5:4 (V/V) aranyu elegyével
roncsoltuk el 160 °C-on 3 oOran keresztiil. Az elemtartalmakat mg/kg-ban (szaraztdmegre

vonatkoztatva) fejeztik ki.

3.2. Talajos tesztelési rendszer kidolgozasa buzafajtik réztoleranciajanak vizsgalatihoz
A talajos tesztelési rendszer kidolgozasdhoz mind szabadtéri, mind fitotronos

kisérleteket elvégeztiink, melyekhez a kovetkezd genotipusokat hasznaltuk fel (4. és 5.

tablazat):
4. tablazat. A szabadtéri kisérlethez felhasznalt genotipusok.
Genotipus Genomformula Azonosito
Triticum aestivum ssp. aestivum cv. "GK-Othalom’ ABD 2000, Tukros, 421zo
Triticum aestivum ssp. aestivum cv. 'GK-Tiszat4)’ ABD 1997, Tukros, 42izo
5. tablazat. A fitotron kamras kisérletekhez felhasznalt genotipusok.

Genotipus Genomformula Azonosito
Triticum aestivum ssp. aestivum cv. 'Chinese Spring’ ABD 2000, Tukros, 42izo
Triticum aestivum ssp. aestivum cv. 'Cappelle Desprez’ ABD 1997, Tukros, 42izo
Triticum aestivum ssp. aestivum cv. Hope’ ABD 2000, Tukros, 42izo
Triticum aestivum ssp. aestivum cv. ‘Cheyenne’ ABD 2000, Tukros, 42izo
Triticum aestivum ssp. spelta ABD 1997, Tukros, 42izo

3.2.1. Szabadtéri kisérlet
A vizsgalatokat kontroll, illetve rézkezelt talajon végeztik el, rézkezelés esetén a

talajhoz annyi rezet adtunk, hogy a hozzaadott réz koncentracidja O (kontroll), 25, 125 és 375
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mg/kg legyen a 1égszaraz talajban. A rézkezelést CuSO,4 . 5 H,O-val valositottuk meg. A
szilard réz-szulfatot lisztfinomsagura poritottuk, majd a megfelelé6 mennyiséget egy ladanyi -
kb. 8 kg - szétteritett talajhoz szortuk, egyenletesen elosztva annak a felszinén. A ladak belsd
mérete: szélesség: 37 cm, hosszusag: 25 cm, magassag: 9 cm, felszin: 37 x 25 = 925 cm?,
térfogat: 925 x 9 = 8325 e¢m’ (8.325 dm’). A talajt ezutan min. 10 percig kevertitk, majd a
ladaba toltottik. 1 ladaba csak 1 fajtat, fajtanként 25 szemet iltettiink. Koncentracionként €s
fajtanként 2 ismétlést alkalmaztunk. A kordbbi mddszer szerint el6csiraztatott magvakat 1999.
oktober 21-¢én ultettitk a ladakba, majd a ladakat (6sszesen 16 lada) kihelyeztiikk a szabadba a
martonvasari fitotron épiilete mellé. 2 honapos korban lemértitk a novények hajtashosszat, €s

ezekbdl az adatokol kalkulaltuk a Tolerancia Indexeket.

3.2.2. Fitotronkamras Kisérlet

A vizsgalatokat kontroll (hozzaadott réz nélkili), illetve rézkezelt (1000 mg/kg Cu)
talajon végeztilk. A rézkezelést a szabadtéri kisérlettel megegyez6 mddon — szilard, elporitott
réz-szulfat hozzaadasaval -, illetve oldott formaban a talaj felszinére permetezve is
megvalositottuk. Az oldat formaban talajhoz adott rézt 10* M-os CuSQ, . 5 H,O oldatként,
egyenletesen permetezve jutattuk a talajba. Egyszerre csak annyi mennyiséget permeteztiink a
talaj felszinére, amennyit az fel tudott szivni, elkeriilve igy a 6sszefolyasok kialakulasat, mely
a réz feldusulasat eredményezheti egyes helyeken. A ladak mérete megegyezett a szabadtéri
kisérletnél alkalmazottal, melyekbe az el6csiraztatott novényeket véletlen elrendezési

blokkokban tltettik. A blokkok 2 sorban, 15 oszlopban helyezkedtek el, 1-1 blokkba 5-5

azonos genotipust iltettiink (6. tablazat).

6. tablazat. Ultetési rend a fitotronkamras kisérletnél.

Ch CD |Ts Ch Ch Ts H CD |H Ts CS CS Ts Ch Ch

CS H Ch CD |CD |CD |H H H Cs Ts Ts Cs Cs CD

Roviditések: Ch="Cheyenne’, CD="Cappelle Desprez’, Ts=Triticum spelta, H="Hope’, CS="Chinese Spring’

A novényneveld kamra tipusa €s a nevelési korilmények megegyeztek a korabbiakkal (3.1.1.
fejezet). A novényeket a csirazast kovetd 2 hétig neveltik, ekkor lemértiik a hajtashosszakat

valamint a hajtas friss- €s szaraztomegeket.

3.3. Szubsztiticids sorozatok sziildi vonalainak réztolerancia tesztje vizkulturaban és
talajos rendszerben

A Martonvasari Gabona Génbankban rendelkezésiinkre alldé 4 buza szubsztiticios
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sorozat szul6i vonalainak, €s a 'Bankuti1201° buzafajta (negativ kontrollként allitottuk be a
kisérletbe, az elOkisérletek alapjan érzékenynek mutatkozott a rézzel szemben)

réztolerancigjanak tesztelését végeztiik el (7. tablazat).

7. tablazat. A Kisérlethez felhasznalt genotipusok.

Genotipus Genomformula Azonosito

Triticum aestivum ssp. aestivum cv. 'Chinese Spring’ ABD 2000, Tukros, 42izo
Triticum aestivum ssp. aestivum cv. 'Cappelle Desprez’ ABD 1997, Tukros, 42izo
Triticum aestivum ssp. aestivum cv. Hope’ ABD 2000, Tukros, 42izo
Triticum aestivum ssp. aestivum cv. ‘Cheyenne’ ABD 2000, Tukros, 42izo
Triticum aestivum ssp. spelta ABD 1997, Tukros, 42izo
Triticum aestivum ssp. aestivum cv. Bankuti1201° ABD 1999, Tukrss

A kisérletet mind vizkulturas, mind talajos nevelési rendszerben elvégeztik. A
vizkulturas kisérlet esetén a csirdztatas menete, a tapoldat dsszetétele, a rézkezelés modja, €s
az alkalmazott rézkoncentracidk megegyeztek a korabban leirtakkal (3.1.1. fejezet).

A novényeket kontrollalt korilmények kozott, novényneveld kamrakban neveltik. A
fitotronkamra tipusa: Conviron PGR 15, Controlled Environment LTD, Winnipeg Manitoba,
Canada. A nevelési korilmények a kovetkez6k voltak: hbémérséklet (T): 22/20 °C
nappal/¢jszaka, fotoperiddus: 16/8-h (nappal 0-16 6ra), relativ paratartalom (RH): 70/75 %,
fényerdsség: 220 umol m™ s'. A kisérletet 3 parhuzamos ismétléssel végeztik el, minden
ismétlésben 10-15 novényt vizsgaltunk. A novényeket 2 hetes korukig neveltiik, ekkor
lemértiik a gyokér €s hajtashosszakat, valamint gyokér €s hajtas friss- és szaraztomegeket.

A talajos rendszer esetében a rézkezelés modja megegyezik a korabban leirt talajos
rézkezelési modszerrel (szilard, elporitott réz-szulfat hozzakeverése a talajhoz — 3.2.1.
fejezet). A rézkoncentracidé O (kontroll) €s 1000 mg/kg volt. Az eldcsiraztatott ndvényeket
véletlen blokkelrendezésben tltettitk (Fuggelék, 8.1. tablazat), genotipusonként, ladanként 5 x
5 =25 novényt, minden kezelést 3 x ismételtiink, igy az egyes kezeléshez tartozé atlagokat 25
x 3 novény vizsgalata alapjan kalkulaltuk.

A novényeket Conviron PGV 56 (Controlled Environment LTD, Winnipeg Manitoba,
Canada) tipusi novényneveld kamraban neveltilk a kovetkez6 paraméterekkel: hdmérséklet
(T): 18/15 °C nappal/éjszaka, fotoperiddus: 16/8-h (nappal 0-16 6ra), relativ paratartalom
(RH): 70/75 %, fényerésség: 220 umol m™ s A kisérletet 3 parhuzamos méréssel végeztiik,
minden ismétlésben 25 novényt vizsgaltunk. A novényeket a csirdzast kovetd 2 hetes korukig

neveltik, ekkor lemértiik a hajtashosszakat, valamint a hajtas friss- és szaraztomegeket.
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3.4. ’Chinese Spring’/’Cappelle Desprez’ szubsztitiicios sorozat és a biza-rozs
szubsztituciok réztoleranciajanak tesztelése

A kisérlethez a Martonvasari Gabona Geénbankban izolaltan fenntartott ’Chinese
Spring’, ’Cappelle Desprez’, ill. *Chinese Spring’ (recipiens)/’Cappelle Desprez’ (donor)
szubsztiticiokat hasznéltuk, mig a buza-rozs szubsztiticiokat Andreas Borner (IPK,
Genebank, Resources Genetics and Reproduction Group, Gatersleben, Németorszag)

bocsatotta rendelkezésiinkre (8. tablazat).

8. tablazat. A *Chinese Spring’ — *Cappelle Desprez’ buza szubsztitlcios sorozat és a bliza-rozs

szubsztiticiok réztolerancia teszteléséhez felhasznalt genotipusok

Genotipus Azonosité

’Chinese Spring’ (CS) 1999, MTA MgKi, izo
’Cappelle-Desprez” (CD) 1999, MTA MgKi, izo
CS/CD 1A 1999, MTA MgKi, izo
CS/CD3A 1999, MTA MgKi, izo
CS/CD 4A 1999, MTA MgKi, izo
CS/CD 5A 1999, MTA MgKi, izo
CS/CD 6A 1999, MTA MgKi, izo
CS/CD7A 1999, MTA MgKi, izo
CS/CD 1B 1999, MTA MgKi, izo
CS/CD 3B 1999, MTA MgKi, izo
CS/CD 4B 1999, MTA MgKi, izo
CS/CD 5B 1999, MTA MgKi, izo
CS/CD 6B 1999, MTA MgKi, izo
CS/CD 7B 1999, MTA MgKi, izo
CS/CD 1D 1999, MTA MgKi, izo
CS/CD 2D 1999, MTA MgKi, izo
CS/CD 3D 1999, MTA MgKi, izo
CS/CD 5D 1999, MTA MgKi, izo
CS/CD 6D 1999, MTA MgKi, izo
CS/CD 7D 1999, MTA MgKi, izo
’Saratovskaya 29’ IPK-Gatersleben
Sarat29/Viet SR(5A) IPK-Gatersleben
Sarat29/Viet 1R(1A) IPK-Gatersleben

Roviditések: CS: *Chinese Spring’; CD: *Cappelle Desprez’; Saratovskaya29 ill. Sarat29: T’ aestivum

ssp. aestivum cv. *Saratovskaya29’; Viet: Secale cereale cv. ”Vietnamskaya’.

A csiraztatas, az Uultetés és a rézkezelés modja megegyezett a korabban leirtakkal
(3.2.1. és 3.3. fejezet). Az alkalmazott rézkoncentraciok O (kontroll) és 1500 mg/kg Cu
(kezelt) voltak a buza-buza szubsztitiicids sorozat, mig 0 (kontroll) és 1000 mg/kg Cu a buza-
rozs szubsztiticiok esetében. A megfeleld rézkoncentraciokat az eldkisérletek alapjan

valasztottuk ki.
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A hasznalt fitotronkamra tipusa: Conviron PGV 56 (Controlled Environment LTD, Winnipeg
Manitoba, Canada), nevelési korilmények a kovetkezék voltak: hdmérséklet (T): 18/15 °C
¢éjszaka/nappal, fotoperiddus: 16/8-h (nappal 0-16 6ra), relativ paratartalom (RH): 70/75 %,
fényersség: 220 umol m™ s™'. A kisérletet 4 parhuzamos ismétléssel, minden ismétlésben 5-5
novénnyel végeztiikk el. A novényeket a csirdazast kovetd 2 hetes korukig neveltiik, ekkor

lemértiik a hajtashosszakat €s hajtas szaraztomegeket.

3.5. ’Chinese Spring’ SA és SD deléciés vonalak réztoleranciajanak tesztelése és
térképezése mikroszatellit markerekkel

3.5.1. Réztolerancia teszt
A vizsgalatokhoz a 2002-es évbdl szarmazé *Chinese Spring’ SA kromoszdéma hosszu

karjara delécios vonalakat (7 vonal), valamint a *Chinese Spring’ 5D kromoszoma hossza
karjara delécios vonalakat (3 vonal) hasznaltuk, melyeket a Martonvasari Gabona
Génbankban izolaltan tartottunk fenn (9. tablazat). A delécids vonalak elallitasat ¢€s
nevezéktanat Endo és Gill (1996) irta le, az altalunk hasznalt vonalak homozigota delécids
vonalak voltak. A delécidk hosszanak jellemzésére az tn. Fraction Lenght-et (FL) hasznaltuk,
mely a deletalt kar hosszanak és a teljes kar hosszanak a hanyadosa (Endo és Gill, 1996). A

delécios vonalakkal egyiitt teszteltiik a deléciot nem tartalmazo *Chinese Spring’-et is.

9. tablazat. A réztolerancia tesztekhez felhasznalt delécios vonalak.

Delecios vonal Fraction Lenght (FL)

(delécios toréspont)

’Chinese Spring” SA kromoszéma:

5AL-23 0.87
5AL-20 0.82
5AL-17 0.78
5AL-6 0.68
5AL-15 0.67
5AL-8 0.64
5AL-10 0.56

’Chinese Spring” 5DL kromoszéma

5DL-5 0.76
5DL-9 0.74
5DL-2 0.69

A novényeket tiveghazban (IPK-Gatersleben, Németorszdg) neveltik O (kontroll) és 1250

mg/kg réz-szulfatot tartalmazo talajon. A rézkezelés mddja megegyezett a korabban leirtakkal
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(3.2.1. fejezet). Minden genotipust kiilon edényben, edényenként 7 névénnyel neveltiink. A
kisérletet 3 parhuzamos ismétléssel végeztiikk el. A ndvényneveld edények helyzetét naponta
véletlenszertien valtoztattuk. A novényeket a csirdzast kovetd 2 hétig neveltik, 2 hetes korban
lemértiik a hajtashosszakat €s hajtasszaraztomegeket.

Az SA delécids vonalakkal a kisérletet megismételtik a Martonvasari Fitotron
novényneveld kamraiban is 1500 mg/kg réz-szulfatot tartalmazé talajon. A kisérlet beéllitasa
¢s a nevelési korilmények azonosak voltak a ’Chinese Spring’/’Cappelle Desprez’

szubsztituciok tesztelésénél alkalmazottal (3.4. fejezet).

3.5.2. Mikroszatellit (SSR) analizis
3.5.2.1. DNS izolalas a mikroszatellit analizishez

1.5 - 2 hetes csiranOvény aprora vagott fiatal levelét 1.5 ml-es Eppendorf csébe
helyeztiik, melyhez 200 upl frissen készitett extrakcids puffert (100 mM Tris-HCI (pH 7.5),
500 mM NaCl, 50 mM EDTA, 1.25 % SDS, 0.38 % Na;S,0s) adtunk. Homogenizalas utan
tovabbi 60 °C-os 500 ul extrakcios puffert adtunk a mintdkhoz, majd ismételt ovatos
homogenizalast kovetden 30 percig inkubaltuk 60 °C-os vizfiirddben. Ezt kovetden a fehérjék
kicsapasahoz 700 pl kloroforom-izoamil alkohol (24:1, V/V) elegyét adtuk hozza,
homogenizaltuk, majd centrifugaltuk 15 percig 10 000-es fordulaton. A felilusz6t masik
Eppendortba pipettaztuk, és 1.4 ml -20 °C-os 96 %-o0s etanolt (EtOH) adtunk hozza, mely a
DNS-t kicsapta. Ezutan 15 percig centrifugaztuk 10 000-es fordulaton. A centrifugalés utén a
feliiluszot ledntottiik, a DNS csapadékot 1 ml 70 %-os -20 °C-os etanollal mostuk, majd ismét
centrifugaztuk 5 percig, 10 000-es fordulaton. A centrifugalas utdn az etanolt ledntottik, a
csapadékot vakuum alatt szaritottuk, majd autoklavozott MilliQ vizben feloldottuk. A DNS
mintakat -20 °C-on taroltuk. A mikroszatellit analizishez a DNS-t 50 ng/ul koncentracidjura

higitottuk.

3.5.2.2. Az izolalt DNS koncentraciéjanak meghatarozasa
Az izolalt DNS mindségét €s mennyiségét agardz gélelektroforézissel ellendriztik. Az
1 %-os agaroz gélen futtatott DNS mennyiségét és mindségét etidium-bromiddal (Et-Br)

festett agaroz gélen, DNS molekula tomeg standardek segitségével hataroztuk meg.

3.5.2.3. Térképezéshez felhasznalt mikroszatellit markerek
A buza mikroszatellit (WMS — wheat microsatellite) primer parokat Roder €s mtsai.

(1995) fejlesztették ki. A WMS primer parokbdl az egyik fluoreszcens anyaggal jelolt.
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Mindegyik gwm (gatersleben wheat microsatellite) marker dinukleotid ismétlddést tartalmaz.
Az 5A és 5D kromoszomaék teszteléséhez az ezeken a kromoszomakon kordbban mar — mas
populacion - térképezett markereket valasztottuk (Roder és mtsai., 1998; Roder, 2004,
személyes kozlés), melyeket a Fliggelék 8.8. €s 8.9. tablazataban soroltunk fel. A kivélasztott
marker primerek szekvenciaja €s az amplifikalt fragmentek hossza az eredetileg térképezett

populéacion Roder és mtsai. (1998) altal publikalt eredményekbdl ismert.

3.5.2.4. Polimeraz lancreakcio (PCR)
Az SSR analizist Roder €s mtsai. (1995; 1998) és Devos €s mtsai. (1995) irtak le. A

polimeraz lancreakciot 25 pl végtérfogattal végeztiik el, melynek osszetétele a kovetkezo volt:

5ul buza genomikus DNS (kb. 50-100 ng)
2.5 ul 10 x PCR puffer (1 M Tris-HCI, 1 M KCl, 1.5 mM MgCl,)
2ul dNTPs (0.2 mM mindegyik dezoxinukleotidbol)

0.65—-0.65ul L (bal) és R (jobb) primer (250 nM)
02 ul Taq DNS polimeraz (1 unit)

Az analizishez GeneAmp PCR System 9600 (Perkin Elmer) €s GeneAmp PCR System
9700 (Applied Biosystems) PCR késziilékeket hasznaltuk. 3 perc 94 °C-ra toérténd melegités
utan 45 ciklust futtatunk, melyek 1 perc 94 °C-os, 1 perc 50, 55 vagy 60 °C-os (primerpartol
fliggben) és egy 2 perc 72 °C-os 1épésbdl alltak. A 45 ciklust egy 10 perces 72 °C-0s extenzios
1épés kovette. Az egyes primerparokhoz tartozo primerkapcsolddasi hdmérsékleteket Roder €s
mtsai. (1998) adatai alapjan alkalmaztuk. A primerparok egyik tagja fluoreszcensen (kék)
jelolve wvolt, igy az amplifikalt termékeket fluoreszcens gerjeszté 1ézerfénnyel az

elektroforetikus szeparalas soran detektalni lehetett.

3.5.2.5. Amplifikalt fragmentek analizise

Az amplifikalt fragmentek analizise poliakrilamid gélen Automated Laser Fluorescence
DNS szekvenaloval tortént (ALFexpress 11, Amersham Pharmacia Biotech), rovid gél kazetta
hasznalataval. 0.3 mm vastag 24 % akrilamidot tartalmazo gélt hasznaltunk (ReproGel High
Resolution, Amersham Pharmacia Biotech). UV fénnyel (ReproSet, Amersham Pharmacia
Biotech) torténd polimerizalas utdn a gélt 0.75 x TBE (Tris-borsav-EDTA) oldatban futtatuk a
kovetkezd beallitasokkal: 850 V fesziiltség, SO mA aramerdsség, SO W teljesitmény, 2 mW-os
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1ézer teljesitmény, €s 0.84 s-os mintavételezés. Ugyanazt a gélt 4-5 alkalommal hasznaltuk,
két futtatas kozott a futtato oldattal mostuk ki a zsebeket. A fragmentek méretét ALFwin
Fragment Analyser }/.02 (Amersham Pharmacia Biotech) szadmitogépes program
felhasznalasaval hataroztuk meg, belsé (mintaval egyutt felvitt: 1 pul PCR termék + 3 pl
standard) és kulsd (kulon sorba felvitt, S pl) standardok segitségével. A kilsé standard 73,
122, 196 és 231 bp hosszusagu fragmenteket tartalmazott, mig a belsé standard a vizsgalandé

fragment varhato6 hosszanak fiiggvényében 73, 196 vagy 73, 231 bp hosszusagu fragmenteket.

3.6. Buza-Aegilops tauschii introgresszios vonalak réztolerancidjanak tesztelése

A vizsgalatokhoz az IPK-Gaterslebenben (Németorszag) kifejlesztett T7riticum
aestivum ssp. aestivum cv. 'Chinese Spring’-Aegilops tauschii introgresszids vonalakat
hasznaltuk (10. tablazat), melyeket Andreas Borner bocsatott a rendelkezesiinkre. A
vonalakban az introgressziok helyét mikroszatellit (SSR) markerekkel kordbban mar

térképezték (Pestsova €s mtsai., 2001).

10. tablazat. A réztolerancia vizsgalatokhoz felhasznalt introgressziés vonalak

Genotipus/kod A beépiilt Ae tauschii kromoszéma szegmentek az
alabbi SSR markereket hordozzak (Pestsova és
mstai, 2001):

’Chinese Spring’ (N)

CS/Ae. tauschii CS 3D-8 Xewml6l

CS/4e. tauschii CS 3D-7

Xgwml6l, Xgwml243

CS/Ae. tauschii CS 3D-5

Xewml6l. Xgwml243, Xgwm?2, Xgdm72

CS/Ae. tauschii CS 3D-2a

Xewm2, Xgdm?72, Xgdm8, Xgwm795

CS/Ae. tauschii CS 3D-3

Xedm72, Xgdm8, Xgwm795, Xgwm664, Xgwm383

CS/4e. tauschii CS 3D-4.2

Xegdm8, Xgwm795, Xgwm664, Xgwm383

CS/4e. tauschii CS 3D-4.1

Xegdm8, Xgwm795

CS/Ae. tauschii CS 3D-6a Xegwm664, Xgwm383

CS/Ae. tauschii CS 3D-1 Xewm3

A novényeket iiveghazban neveltiik kontroll (0 mg/kg) és rézkezelt (1250 mg/kg Cu)
talajon. A novényeket 3 ismétlésben, ismétlésenként 7 novényt tartalmazo edényekbe tltettik.

2 hetes korban lemértiik a hajtashosszakat és hajtas-szaraztomegeket.

3.7. Az ’ITMYI’ buza térképezési populacio réztolerancia tesztelése és a hajtas Cu-, Fe-,
Mn- és Zn-koncentraciok vizsgalata

Mivel a nagyfelbontasu buza genetikai térképek készitése soran az egyik & limitalo
tényez0 a buza genotipusok kozott megfigyelhetd kismértékil polimorfizmus, ezért olyan

térképezési populaciokat hoztak létre, ahol az egyik sziild6 a buza donor fajainak a
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keresztezésébOl szarmazik. Az egyik ilyen nemzetkozi egyuttmiikodés keretében létrehozott
populacid az *Opata85’ x *W7984° (’Synthetic’) szintetikus amfihexaploid keresztezésébdl
szarmazik. Az ’Opata85’ egy mexikoi buzafajta, mig a "W7984’ a diploid Aegilops tauschii
(DD genom) és az *Altar84” durumbuza (AABB genom) hibridje. Ezt a populéciot altalanosan
csak "ITMI" (International Triticeae Mapping Initiative) populacidénak nevezik, €s a 90-es
évek kozepén a buza részletes RFLP térképét ezen a populacion térképezték (Nelson é€s
mtsai.,, 1995a, b, ¢; Marino és mtsai., 1996), majd a 90-es évek végén az els§ buza
mikroszatellit térképet is (Roder és mtsai., 1998). Napjainkig mintegy 800 RFLP ¢és 600 SSR
(mikroszatellit) markert térképeztek az "ITMI’ populacion (Roder €s mtsai., 1998; Roder,
2004, személyes kozlés). Az ITMI’ populaciot kiterjedten hasznaljak agrondmiai
tulajdonsagokat meghatarozo, valamint kiilénb6z6 biotikus és abiotikus stresszekkel szembeni
védekezésben szerepet jatszo QTL-ek azonositasara (Borner és mtsai., 2002; Salem és mtsai.,
2004; Lohwasser ¢s mtsai.,, 2004). Az ’ITMI’ populdcion nem csak a réztolerancia

vizsgalatokat, de a hajtas Cu-, Fe-, Mn- és Zn-koncentraciokat is meghataroztuk.

3.7.1. A rekombinains vonalak és a sziil6k réztoleranciajanak tesztelése

A rendelkezésre 4ll6 114 rekombinans vonalbol 53 RIL-t (Figgelék, 8.2. tablazat)
valasztottunk ki, melyek a korabbi abiotikus stressztolerancia vizsgalatok soran a szélsGséges
(érzékeny, tolerans) fenotipusokat képviselték (Andreas Borner, 2003, személyes kozl€s).
Ezeket a vonalakat teszteltik a 2 szildvel egyitt tveghdzban (IPK-Gatersleben,
Németorszag), kontroll (0) €s 1000 mg/kg réz-szulfatot tartalmazo talajon, a rézkezelést a
korabban leirtak alapjan végeztik el (3.2.1. fejezet). A kisérletet 3 parhuzamos ismétléssel,
ismétlésenként 4-6 novényt vizsgalva végeztiik el. A csirdzas utan 2 héttel meghataroztuk a

hajtas szaraztomegeket.

3.7.2. A hajtas Cu-, Fe-, Mn- és Zn-koncentraciok meghatarozasa

Az elemtartalom vizsgalatokhoz a 42 vonalat valasztottunk ki az 53 tesztelt RIL-bol
(Fuggelék, 8.2. tablazat, a listaban vastagon szedve), valamint a sziil6ket is megvizsgaltuk. A
42 wvonal azon genotipusokat reprezentdlja, amelyeknél a hajtas szaraztomegeknél
megfigyelhetd variabilitas a legkisebb volt az egyes ismétlések soran (szelektiv fenotipizalas).
Az elapritott, kiszaritott noévényi mintakbol 50-80 mg-t roncsoltunk el 1 ml analitikai
tisztasagh cc. HNOs-al, tefloncsévekben (teflonbomba), 170 °C-on 3 éran keresztiil, nyomas
alatt. A Cu-, Fe-, Mn- ¢és Zn-koncentracidkat atomabszorpcios spektrofotométerrel,

langatomizalassal hatdroztuk meg. Az elemkoncentraciok atlagértékeit 3 ismétlésbdl,
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ismétlésenként 4-6 novény homogenizalt keverékébdl hataroztuk meg. Az elemtartalom
értekeket mg/kg-ban (szaraztomegre vonatkoztatva) adtuk meg. A teljes hajtas
rézkoncentracidt (ug/névény) a hajtds Cu-koncentracio (mg/kg = pg/g) €s hajtas tomeg
(g/ndvény) szorzatabol szamitottuk ki. A Cu-kezelt €s kontroll névények hajtasaban mért Cu-
koncentraciok hanyadosat hasznaltuk a novények Cu-akkumuldlasi képességének

jellemzésére.

3.7.3. QTL analizis

A QTL analizis elsé 1épéseként a fenotipusos adatok eloszlasat vizsgaltuk meg a
Statistica 6.0 szoftverrel (StatSoft. Inc., 2001). A QTL analizishez els6dlegesen a QTL Café
programot (szerzo: Seaton, G.) hasznaltuk, mellyel a ,,single marker ANOVA” és az egyszeri
intervallum térképezési modszert (intervallum térképezés regresszios modszerrel, Haley ¢€s
Knott, 1992) alkalmaztuk. A QTL analizist a fenotipusos adatok atlagértékeivel végeztik el,
melyeket 3 1smétlésbol, ismétlésenként 4-6 novény atlagabol hataroztuk meg. A fenotipusos
atlagértékekbdl kapott QTL-ek koziil csak azokat fogadtuk el valodi QTL-ként, ahol az atlag
érték felhasznalasaval kapott QTL-t a 3 fiiggetlen ismétlésbél minimum kétszer az egyes
ismétléseknél is azonos pozicioban, szignifikans hatassal megkaptuk. , Single marker
ANOVA” tesztnél szignifikancia kiiszobnek a P < 0.05 %-os szintet vettik, mig az egyszeri
intervallum térképezésnél a likelihood ratio teszt 9.2-es értékét, ami LOD=2.0 értéknek felel
meg (Haley és Knott, 1992).

Az igy kapott QTL-eket leellendriztik egy mas megkozelitést alkalmazé intervallum
térképezési eljarassal is (maximum likelihood médszer, Lander és Botstein, 1989) a MapQTL

5 szoftver felhasznalasaval (Van Ooijen, 2003).

3.8. ’Chinese Spring’ SA és SB egy kromoszomara rekombinins (SCR) térképezési
populiciok réztoleranciajanak tesztelése és térképezése mikroszatellit markerekkel
3.8.1. Réztolerancia teszt

Két, SCR-vonalakbol allo térképezési populacié réztolerancigjanak tesztelését
végeztik el, melyeket az MTA Mezbgazdasagi Kutatointézetének Genetika Osztalyan Sutka
Jozsef vezetésével allitottak eld. Mindegyik populacié vonalait izolaltan tartottuk fent. A

tesztelt populaciok a kovetkezok voltak:

1. Az 5A kromoszémara rekombindns térképezési populacio: *Chinese Spring (CheyenneSA)’

x ’Chinese Spring (7. speltaSA)’ keresztezésbol szarmazik (62 SCR vonal és a sziildk,



ANYAGOK ES MODSZEREK 43

Fuggelék, 8.3. tablazat).

2. Az 5B kromoszoémara rekombinans térképezési populacid: *Chinese Spring’ x ’“Chinese
Spring (Cheyenne5B)’ keresztezésbol szarmazik (61 SCR vonal és a sziill6k, Fuggelék, 8.4.
tablazat).

A novényeket Uiveghazban (IPK-Gatersleben, Németorszag) neveltiikk O (kontroll) és
1250 mg/kg réz-szulfatot tartalmazo talajon. A rézkezelés mddja megegyezett a korabban
leirtakkal (3.2.1. fejezet). Minden genotipust kilén edényben neveltink (7 novény/edény), a
kisérletet 3 fuggetlen ismétléssel végeztiikk el (4tlag: 3 x 7 novény vizsgalata alapjan). A
novényneveld edények helyzetét naponta véletlenszerlien valtoztattuk. A novényeket a

csirazast kovetd 2 hétig neveltiik, majd 2 hetes korban lemértiik a hajtas szaraztomegeket.

3.8.2. Mikroszatellit (SSR) analizis

A DNS izoladlas menete ¢€s az izolalt DNS koncentraciojanak meghatarozésa
megegyezett a korabban irtakkal (3.5.2.1. és 3.5.2.2. fejezet).

5A ¢és 5B kromoszomak mikroszatellit térképének elkészités¢hez az SA és 5B
kromoszéman korabban mar térképezett markerekhez tartozé primerparokat vélasztottuk ki
Roder és mtsai. (1998) és Roder (2004) személyes kozlése alapjan. A kivalasztott markerek
primer szekvenciaja és az amplifikalt fragmentek hossza az eredetileg térképezett populacion
Roder és mtsai. (1998) altal publikalt, ill. Réder (2004) személyes kozlése révén ismert. A
sziilé1 vonalak kozott polimorfizmust mutatd markerek listdja €s a detektalt fragmentek
hossza a Figgelék 8.10. (CS(ChSA) x *CS(TspSA)) és 8.12. (CS’ x ’CS(Ch5B)’)
tablazataban talalhaté meg.

A PCR reakcid kivitelezése €s az amplifikalt fragmentek analizise megegyezik a

delécios vonalak analizisénél leirtakkal (3.5.2.4. €s 3.5.2.5. fejezetek).

3.8.3. Kapcsoltsagi térkép elkészitése és QTL analizis
A kapcsoltsagi térképek elkészitéséhez a MAPMAKER (Lander ¢s mtsai., 1987)
programot (5B kromoszoma), illetve a JoinMap 3.0 (Van Ooijen és Voorrips, 2001)
programot (5A, 5B kromoszdéma) hasznaltuk, €s a rekombinacios frekvenciakbol a Kosambi
térképfiiggvény (Kosambi, 1944) segitségével szamitottuk ki a térképtavolsagokat
centimorganban (cM).
A QTL analizis els6 1épéseként a fenotipusos adatok eloszlasat vizsgaltuk meg. A

normalis eloszlastol valo eltérés mértékét a Statistica 6.0 (Statsoft Inc., 2001) szoftver
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segitségével szamoltuk ki. A QTL analizist a fenotipusos adatok atlagértékeivel végeztik el,
melyeket 3 ismétlésbdl, ismétlésenként 4-6 novény atlagabol hataroztuk meg. , Single marker
ANOVA” tesztnél szignifikancia kiiszobnek a P < 0.05 %-os szintet fogadtuk el. Az 5B
kromoszéman kapott QTL-t leellendriztiik intervallum térképezéssel is (maximum likelihood
modszer, Lander és Botstein, 1989) a MapQTL 5 szoftver felhasznalasaval (Van Ooijen,
2003).

3.9. A ’Chinese Spring’ (tolerans) és ’Synthetic R93’ (érzékeny) buzafajta agrondémiai
jellegeinek vizsgalata kontroll és 1500 mg/kg rezet tartalmazé talajon

Az elOkisérletek alapjan rézzel szemben tolerdnsnak talalt *Chinese Spring’ €s
érzékeny ’Synthetic R93’ buzafajtak réztoleranciajanak tesztelését elvégeztiikk tiveghazban
(IPK, Gatersleben, Németorszag). A magvakat Anderas Borner bocsatotta rendelkezéstinkre.
A novényeket érésig neveltik kontroll, és 1500 mg/kg CuSO,4 . SH,O-t tartalmazo talajon, a
rézkezelés modja megegyezett a korabban leirtakkal (3.2.1. fejezet). Eréskor 5-5 kontroll és
rézkezelt névényen a kovetkezd paramétereket mértik: hajtashossz, bokrosodas, kaldszhossz,

kalaszkaszam, szemszam/kalasz, szemtomeg/kalasz, ezerszemsuly.

3.10. Statisztikai analizis
3.10.1. Variancia analizis

Az egyes atlagértékek kozotti kulonbség szignifikanciajanak meghatarozasahoz
variancia analizist hasznaltunk (ANOVA), melyet az Excel program (Microsoft® Excel 2002)

segitségével szamoltunk ki.

3.10.2. Korrelacié-analizis
A vizsgalt paraméterek kozotti korrelacid szamszerlsitésére a Pearson-féle korrelacios
koefficienst hasznaltuk, melyet az Excel program (Microsoft® Excel 2002) segitségével
szamoltunk ki. Az adott szignifikancia szintekhez tartozo korrelacios koefficiens értékeit a
kovetkezd képlet segitségével hataroztuk meg:
4

NtP+n=2

ahol: r = korrelacios koefficiens, t= a megfeleld szabadsagi fokokhoz (DG) €s megbizhatosagi

V=

szintekhez (a) tartozo f érték, n = mintaszam. A megfeleld 7 értékekeket a Biometrie cimii

konyvbdl (Piepho, 2003) kerestiik ki.
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3.10.3. Fenotipusos adatok eloszlasanak vizsgalata
A fenotipusos eloszlas fiiggvényt és az adatok eloszlasanak normalitasat khi-négyzet

teszttel a Statistica 6.0 program (StatSoft. Inc, 2001) segitségével hataroztuk meg.
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4. EREDMENYEK

4.1. Gabona genotipusok réztoleranciajanak vizsgalata

A Martonvasari Gabona Génbankban tarolt buza €s buzarokonfajok réztoleranciajanak
tesztelésével célunk Cu-tolerans és Cu-érzékeny vonalak azonositasa volt. 8 Aegilops, 16
Triticum, 2 Secale ¢s egy tritikalé fajon végeztiik el a vizsgalatokat (3.1.1. fejezet, 3. tablazat),

kontrollként 10”7 M-os, rézkezelésként 10* M-os Cu*" koncentraciot alkalmazva.

4.1.1. Szarazanyagprodukcio kontroll és rézkezelt koriilmények kozott

Mar kontroll korilmények kozott is jelentdsen eltérnek a fajok hajtas szaraztomeg
értékei (4. abra). Igy a vad Aegilops L. fajoknal észleltiik a legkisebb értékeket, mig a
legmagasabb értékek a rozs, tritikalé és a kultivalt Triticum L. fajoknal voltak
megfigyelhetok. Kiugrdéan magas értéket a Triticum zhukovsky tajnal (No. 26) figyeltink meg.
Rézkezelés hatasara minden fajnal csokken a szarazanyagprodukcio, a killonbség az Osszes

esetben szignifikans. A csokkenés a kontroll értékek 37-74 %-ig terjedt.
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4. abra. Hajtas szaraztomeg értékek kontroll és rézkezelt (10* M Cu** koncentracié) gabonaknal 3 hetes
korban, vizkultiraban. Sorszamozas: 1-8: Aegilops, 9, 10: rozs, 11-17: ABD genomu biza, 18-23: A
genomu buza, 24-26: egyéb Triticum, 27: tritikalé.

A fajon belili variabilitds vizsgalata az ABD genomu Triticum aestivum L. fajnal
megmutatta, hogy a szaraztomeg értékek kozott kontroll korilmények kozott nincs kiillonbség,
egyedil az ’"MV-8’ fajtanal (No. 16) tapasztaltunk a tobbinél szignifikansan magasabb értéket.

A kezelés hatasara jelent0sen lecsokkennek az értékek, legkisebb a *Bankuti 1201 fajtanal
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(No. 11), melynél szignifikansan magasabbak a *’Chinese Spring’ (No. 13) €s "MV-8" (No. 16)
fajtaknal, illetve a 7. aestivum ssp. spelta (No. 17) alfajnal kapott adatok. Az ABD genomu
fajoknal megfigyelteknél jelentésen nagyobb intraspecifikus variabilitast tapasztaltunk az A
genomu diploid 7. monococcum ssp. monococcum genotipusoknal, mind a kontroll, mind a

kezelt novényeknél kapott szaraztomeg értékek tekintetében.

4.1.2. Fluoreszcencia indukcio

A novények II. fotokémiai rendszerének (PSII) tobblet réz altal okozott miikodésbeli
valtozasat a PSII maximalis kvantumhatasfokanak meghatarozaséaval éallapitottuk meg, mely a
sotétadaptalt novény valtozé (Fy), €és maximalis (F,) fluoreszcenciajanak aranya (F,/F,)
(Butler és Kitajima, 1975). A rézkezelt novények esetében az F./F,, értékek mar 13 napos
korban csokkentek (5. abra), mely a fotoszintetikus apparatus korai karosodasara utal. A
csokkenés a legtobb fajnal hasonld mértékli volt — 5-10 % a kontrollhoz képest -, mig 4
genotipusnal nagyobb mértékli csokkenés volt megfigyelhetd (de. triuncialis (No. 7), T.
aestivum ssp. aestivum cv. ’"MV-8 (No. 16), T. sinskajae (No. 23), Triticosecale cv. ’Presto’

(No. 27)), mely ezen fajtak rézzel szembeni fokozott érzékenységét jelzi.
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5. abra. F/F,, értékek kontroll és rézkezelt (10* M Cu®") gabonafajoknal a 13. napon. Sorsziamozas: 1-8:
Aegilops, 9, 10: rozs, 11-17: ABD genomi buza, 18-23: A genomu buza, 24-26: egyéb Triticum, 27:
tritikalé.
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18 napos korban az F,/F,, értékek csokkenése még kifejezettebb volt a rézkezelés hatasara (6.
abra). 18 genotipusnal a csokkenés kb. 20 %-o0s volt a kontroll értékekhez képest, mig a tobbi

vonalnal néhany esetben még az 50 %-ot is meghaladta.
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6. abra. F\/F,, értékek kontroll és rézkezelt (10* M Cu®") gabonafajoknal a 18. napon. Sorszamozas: 1-8:
Aegilops, 9, 10: rozs, 11-17: ABD genomi buza, 18-23: A genomu buza, 24-26: egyéb Triticum, 27:
tritikalé.

4.1.3. Hajtas Cu-koncentraciok

A rézkoncentraciok a rézkezelt novények hajtasdban magasabbak voltak, mint a
kontroll novényeknél (7. abra). A kontroll névényeknél a rézkoncentracidk genotipustol
figgben 5.8 — 26.0 mg/kg kozott valtoztak, az atlagérték 14.0 mg/kg Cu volt. A rézkezelt
novények hajtasaban a Cu-koncentraciok 31.9 — 171.3 mg/kg kozott valtoztak, az atlag érték
812 mg/kg volt. Az Aegilops fajok hajtasaban kimagasloan nagy rézkoncentraciok
figyelhetok meg rézkezelés hatasara. A rézkezelt kenyérbuza fajtdk hajtas réztartalmai kozott

nem volt szignifikans kilonbség (49.2 — 73.0 mg/kg Cu).
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7. dbra. Hajtas Cu-koncentriciok kontroll és rézkezelt (10 M Cu*") vizkultiraban nevelt gabonafajoknal
3 hetes korban. Sorszamozas: 1-8: Aegilops, 9, 10: rozs, 11-17: ABD genomu biza, 18-23: A genomi buza,
24-26: egyéb Triticum, 27: tritikalé.

Az Osszes hajtas réztartalom — talajbdl eltavolithato réz mennyisége (8. abra) — valaszt
adhat arra, hogy mely faj lehet alkalmas a rézszennyezett talajok tisztitasara. Rézkezelés
hatasara minden fajban megemelkedett az 0sszes hajtas réztartalom, a legtobb rezet a Secale
montanum (No. 10) hajtasa tartalmazza (5.7 ug), melyet a tritikdle "Presto’ (No. 27: 5.2 ug),
és az Ae. tauschii faj (No. 6: 5.0 ug) kovetett. A hexaploid buzaknal a legtobb rezet a cv.
'MV-8" (No. 16: 43 ug), mig a legkevesebbet a Bankati1201° (No. 11: 2.1 ng) és T.

aestivum ssp. spelta var. neglectum (No. 17: 2.0 pg) tartalmazza.
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8. abra. Osszes hajtas réztartalom 3 hetes vizkultiraban nevelt kontroll és rézkezelt gabonafélék
hajtasaban. Sorszamozas: 1-8: Aegilops, 9, 10: rozs, 11-17: ABD genomu buza, 18-23: A genomu biza, 24-
26: egyéb Triticum, 27: tritikalé.
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4.1.4. Hajtas Fe-koncentraciok

A hajtas vaskoncentraciok a rézkezelés hatasara a legtobb esetben szignifikdnsan
csokkentek (9. abra), a kezelt novények hajtas vastartalmai a kontrollnal 32-74 %-al kisebbek
voltak.
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9. abra. Hajtas Fe-koncentraciok kontroll és rézkezelt (10 M Cu®") vizkultiiraban nevelt gabonafajoknal
3 hetes korban. Sorszamozas: 1-8: Aegilops, 9, 10: rozs, 11-17: ABD genomu biza, 18-23: A genomi buza,
24-26: egyéb Triticum, 27: tritikalé.

4.1.5. Réztolerancia

A 18 napos korban mért F./Fy, értékekbdl szamitott tolerancia indexek (TI) alapjan a
legtoleransabbnak a Secale montanum (No. 10: TI=0.983) mutatkozott (10. abra), de a Secale
cereale cv. "Merkator’ (No. 9) is kimagaslo toleranciat mutatott (TI=0.923). Az Aegilops
fajok kozott a legtoleransabbak az Ae. cylindrica (No. 3: TI=0.943) és Ae. umbellulata (No. 8:
T1=0.944) fajok voltak. A legérzékenyebb genotipusnak 2 alakor vonal (No. 18, 19)
mutatkozott (T[=0.457, TI=0.357) és a ’Bankuti1201’-es kenyérbuza fajta (No. 11: TI=0.675).
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10. abra. Réztolerancia a 18. napon mért F./F,, értékek alapjan. A kiilonb6zd genotipusokat eltérd szinek
jelzik. Sorszamozas: 1-8: Aegilops, 9, 10: rozs, 11-17: ABD genomu buza, 18-23: A genomu btiza, 24-26:
egyeb Triticum, 27: tritikalé.

A széraztomeg értékek alapjan szamitott tolerancia indexek alapjan a Secale cereale cv.
"Merkator’ (No. 9: TI=0.743) mutatta a legnagyobb toleranciat rézzel szemben (11. dbra). Az
Aegilops fajok kozott a legtoleransabb az Ae. biuncialis (No. 1), Ae. caudata (No. 2), Ae.
cylindrica (No. 3), és a hexaploid buza D genomjanak donor faja, a diploid Ae. fauschii (No.
6) volt. A 6 vizsgalatba vont hexaploid buza genotipusbdl 5 réztolerancidja kozott nem volt
szignifikans kiilonbség, egyedil a 'Bankuti1201° fajta (No. 11) tiint ki fokozottabb rézzel
szembeni érzékenységével. Az Osszes vizsgalt faj kozul a Triticum sinskajae (No. 23) volt a

legérzékenyebb.
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11. abra. Réztolerancia a 3 hetes vizkultiraban nevelt gabonafajoknal. A kiilonb6zd genotipusokat eltérd
szinek jelzik. Sorszamozas: 1-8: Aegilops, 9, 10: rozs, 11-17: ABD genomi buza, 18-23: A genomu buza,
24-26: egyéb Triticum, 27: tritikalé.
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Az F,/F,, és a szaraztomeg adatok alapjan szamitott Tolerancia Indexek Osszevetése
alapjan a rézzel szemben a legtoleransabbnak a Secale (rozs) fajok mutatkoztak.
Legérzékenyebbek a diploid A genomu genotipusok (7. monococcum, T. sinskajae) voltak,

mig a hexaploid buzak koziil a ’Bdnkutil201’ fajta mutatkozott érzékenynek.

4.1.6. Korrelacio a vizsgalt paraméterek kozott

A vizsgalt paraméterek kozotti korrelacids koefficiensek értékeit a Fiiggelékben a 8.5.
tablazat mutatja meg. A szaraztomeg értékek alapjan szamitott Tolerancia Indexek szoros
korrelacidt mutattak a kezelt novények szaraztomeg értékeivel, és érdekes mddon a 13 napos
korban a kezelt noévényeken mért F,/F,, értékekkel.

A vizsgalatban szerepl® 7 hexaploid ABD genomu buzara kiilén is meghataroztuk a
korrelacios koefficiensek értékeit (Fiiggelék, 8.6. tablazat). Erdekes, hogy ebben az esetben a
szaraztomeg értékekbdl szamitott tolerancia indexek sem az F./F, adatokbol szamitott
értékekkel, sem mas paraméterekkel nem korreldlnak. A kontroll névények hajtas Cu-
koncentraciol pozitiv korrelaciét mutatnak a Fe-koncentraciokkal, mig kezelés hatasara

negativ korrelacio figyelhetd meg kozottik.

4.2. Baza réztoleranciaért felelds gének kromoszomalis lokalizacidjanak meghatarozasa
4.2.1. Talajos tesztelési rendszer kidolgozasa

Magas réztartalmu talajon termesztett buzak esetében a réz toxikus hatdsa mar 60-125
mg/kg talaj Cu-koncentracion jelentkezett (Kabata-Pendias és Pendias, 1984), ezért a
teszteléshez alkalmas rézkoncentracio kivalasztasdhoz 0, 25, 125 és 375 mg/kg talajhoz adott
Cu-hatasat vizsgaltuk a Iriticum aestivum ssp. aestivum cv. *GK-Othalom’ - korabbi
vizsgalatok alapjan érzékeny - és a 7. aestivum ssp. aestivum cv. ’GK-Tiszata)” - korabbi
vizsgalatok alapjan tolerans (Balint, 1999) buzafajtikon. Sem a *GK-Othalom’, sem a *GK-
Tiszatd)’ esetében nem észleltik a tobblet réz hajtas megnyulast gatlo hatdsat még a
legnagyobb, 375 mg/kg-os rézkoncentracion sem. A kovetkezd 1€pésben ezért megemeltiik a
rézkoncentraciokat (1000 mg/kg Cu), valamint a rézkezelést kiprobaltuk oly modon is, hogy a
rezet nem szilard elporitott formaban, hanem oldatként a talajfelszinre permetezve juttattuk a
talajba. A szilard formaban talajhoz kevert réz-szulfatnal a hajtashosszak a kezelés hatésara
genotipustol fiiggden eltéré mértékben lecsokkentek (12. dbra), mig az azonos mennyiségben,

de oldat formajaban talajba juttatott réz esetében nem észleltiink szignifikans hatést.
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12. abra. Szilard és oldott formaban talajhoz adott CuSO, . SH,0 hatasa buzafajtak és a tonkdoly

hajtashosszanak alakulasara

Az oldat formajaban talajra permetezett réz azért maradhatott hatdstalan, mivel a
talajrészecskéken megkotddd réz mar a talaj felsd rétegében kivalhatott, igy a lefelé novd
gyokerek ezt a szdmukra toxikus zonat elkertilhették. Ez a kisérlet ugyanakkor szemléletesen
megmutatta, hogy a mezdgazdasagi novényvéddszerek altal kialakitott magas talaj Cu-
tartalom Onmagéaban még nem biztos, hogy Cu-toxicitashoz vezet. Az ilyen tertileteken is
toxikussa valhat azonban a réz, amit a Cu-ionok mélyebb rétegekbe — aktiv gyokérzonaba -
valo jutadsa (pl. szantas), vagy fokozott oldatba vitele (sok esd, savas esd, talaj pH
megvaltozasa mtragyazas kovetkeztében, stb.) idézhet elo.

A kovetkezd vizsgélatainkhoz igy az 1000 mg/kg rézkoncentracidt alkalmaztuk,
melyet szilard, elporitott forméban egyenletesen kevertilk a talajhoz, majd ezutdn még
homogenizaltuk is. A talajhoz kevert réz *’Chinese Spring’ buzafajtara gyakorolt hatasat az 1.

fotd szemlélteti.
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1. foté. 1000 mg/kg talajhoz adott CuSO, . SH,0 hatasa 11 napos *Chinese Spring’ blizanévények

hajtashosszanak alakulasara.

Késdbbi vizsgalataink feltartak, hogy bizonyos esetekben ez a koncentracio sem elég
nagy, mivel a nevelési korilmények, valamint a talaj Osszetétel valtozasa modosithatja a
teszteléshez alkalmas rézkoncentraciot. A kovetkezd évek kisérletei soran azt sikertlt
megallapitani, hogy a legtobb esetben az 1250-1500 mg/kg réz-szulfat koncentracid a
megfeleld, mig a 2000 mg/kg Cu mar sok, mivel egyforman erdsen toxikus a novényekre, igy

a toleranciabeli kiilonbségek gyakran nem vizsgalhatok.

4.2.2. Szubsztiticids sorozatok sziiléi vonalainak vizsgalata

A martonvasari intézetben rendelkezésre 4&ll6 4 szubsztiticios sorozat sziil6i
vonalainak tesztelésével folytattuk a vizsgalatokat (1. Chinese Spring’/’Hope’, 2. *Chinese
Spring’/’Cappelle Desprez’, 3. Chinese Spring’/’Cheyenne’, 4. *Chinese Spring’/T. aestivum
ssp. spelta), melynek célja azon sorozat kivalasztdsa volt, amelynek sziiléi vonalai a
legnagyobb fenotipusos kiillonbséget mutatjak a réztolerancia tekintetében. A kisérletbe a
korabbi vizsgéalatok soran érzékenynek talalt "Bankuati1201” fajtat is beallitottuk, mint negativ

kontrollt (13. 4bra).
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13. abra. Buzafajtak és a 7. aestivum ssp. spelta réztoleranciajanak 6sszehasonlitasa vizkultiraban és
talajos rendszerben. A réztoleranciat a kontroll és a rézkezelt novények hajtas szaraztomeg értékeibol
szamitottuk ki. Vizkultiriban a kontroll Cu-koncentracié 10”7 M volt (optimalisnak tekinthetd), mig a
réztoxicitas kivaltasahoz 10* M-os Cu-koncentraciét alkalmaztunk. A talajos rendszer esetében a kontroll
talajhoz nem adtunk réz-szulfatot, mig a réztoxicitas kivaltasahoz annyi rezet kevertiink a f6ldhéz, hogy a

hozzaadott réz koncentraciéja 1000 mg/kg legyen a talajban.

A 13. dbra megmutatja, hogy a *Chinese Spring’ ("CS’) mind a vizkultaras, mind a
talajos tesztelési rendszerben a legtoleransabb genotipus volt, mig a masik szélsdséget a
korabbi tesztekben mar érzékenynek talalt 'Bankuti1201° valamint a ’Cappelle Desprez’
(CCD’) képviselte. A "Hope’ €s ’Cheyenne’ mérsékelten toleransnak, a 7. aestivum ssp. spelta
vizkulturdban viszonylag toleransnak, mig talajban viszonylag érzékenynek mutatkozott. A

legnagyobb kiilonbség a CS’ és ’CD’ kozott figyelhetd meg, igy tovabbi vizsgalatainkhoz

ezeket a fajtakat hasznaltuk.

4.2.3. A réztoleranciat befolyasolo gének kromoszomalis lokalizaciojanak
meghatarozasa a ’Chinese Spring’/’Cappelle Desprez’ szubsztiticios sorozat segitségével

A donor (CD’) ¢és recipiens (CS’) genotipusok hajtashossza kontroll korilmények
kozott azonosnak tekinthetd, rézkezelés hatdsara azonban szignifikansan kulénboznek, a
recipiens 'CS’ toleransabb a tobblet rézzel szemben (11. tablazat). Az egyes kromoszoéma
szubsztituciok vizsgalata alapjan csak az 5B kromoszoma gyakorolt hatast a rézkezelt
novények hajtashosszanak alakulasara: a ’CD’ 5B kromoszéméja *CS’ hattérben csokkentette

annak hajtashosszat. A hajtashossz adatokbol kalkulalt tolerancia indexek alapjan a 2 sziil6i
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vonal réztoleranciaja szignifikansan eltéré (11. tablazat). Az 5-6s homeoldg csoport (SA, 5B,
5D) kromoszomai ¢s a 7D kromoszéma a recipiens szilldi vonal réztoleranciajat
szignifikansan csokkentették. A 6B kromoszémanak ellentétes hatasa volt, a recipiens sziiléi
vonal réztolerancidjat megnovelte. Sem kontroll korilmények, sem a rézkezelés hatasara nem
volt szignifikans kiillonbség a 2 szil6i vonal hajtas szaraztomege kozott (11. tablazat).
Kontroll korilmények kozott a 6A és 1B kromoszomak szignifikdnsan novelték a recipiens
sziil1 vonal hajtasdnak szaraztomegét. A sziléi vonalak szaraztomeg értékek alapjan szamolt
Cu-tolerancigja szignifikansan kiilonbozott egymastol (11. tablazat). Az SA, 6B, 3D, 5D ¢s
7D kromoszomak szignifikans hatdst gyakoroltak a recipiens szil6i vonal réztoleranciajara.

Az SA, 5D és 7D csokkentette, mig a 6B és 3D novelte a recipiens (CCS’) réztolerancidjat.

11. tablazat. *Chinese Spring’/’Cappelle Desprez’ szubsztitiiciés sorozat genotipusainak hajtashossz és
szaraztomeg adatai és a kalkulalt Cu-tolerancia indexek kontroll és rézkezelt (1500 mg/kg CuSQ,) talajon

nevelt névényeknél 2 héttel a csirazas utan.

Genotipus Kontroll Kezelt Cu-folerancia Chinese | Kontroll szaraztomeg | Kezelt szaraztomeg Cutolerancia | Chinese
Hajtisk hajtast (hajtash Spring-nél ® (@ (hajtas Spring-nél
(em) (em) alapjan) mért érték szaraztomeg | mért érték
%-ban alapjin) %-ban
CS 37.0+1.9 30.9+2.6 0.84+0.07 100.0 0.0423+0.0039 0.0337+0.0071 0.80+0.13 100.0
D 35.541.9NS | 26.243.5 % [ 0.74£ 0.09%* | 88.1 0.0443+:0.0043NS | 0.0269+0.0082NS | 0.61=0.14 ** | 76.3
CS/CD 1A | 36.5+1.2NS | 31.0+£3.0NS | 0.85+£0.07NS | 101.2 0.0467=0.0080NS | 0.0345+0.0089NS | 0.74=0.12NS | 92.5
CS/CD3A | 36.3:3.2NS | 32.2+2. INS | 0.89+0.08NS | 106.0 0.0441£0.0065NS | 0.0349+0.0070NS | 0.79£0.14NS | 98.8
CS/CD 4A | 35.242.5NS | 30.4+1.INS | 0.86£0.06NS | 102.4 0.0453£0.0042NS | 0.0359+0.0028NS | 0.79£0.04NS | 98.8
CS/ICD SA | 37.3:2.2NS | 27.7+3.INS | 0.74+£0.07 ** | 88.1 0.0470£0.0065NS | 0.0279+0.0099NS | 0.59 £0.12* 73.8
CS/CD 6A |39.9:0.7 * | 31.7+2.7NS | 0.79+0.06NS | 94.0 0.0488+0.0031 * 0.0384+0.0063NS | 0.79+0.10NS | 98.8
CS/CD7A | 37.4x1.6NS | 31.3£3.5NS | 0.84:0.07NS | 100.0 0.04530.0045NS | 0.0347+0.0083NS | 0.77=0.12NS | 96.3
CS/CD 1B | 38.2+2.3NS | 33.7+1.4NS | 0.88+0.06NS | 104.8 0.0478+0.0011 * 0.0399+0.0079NS | 0.83+0./3NS | 103.8
CS/CD 3B | 38.2+/.7NS | 32.4+£2.6NS | 0.85+£0.07NS | 101.2 0.0431=0.0069NS | 0.0321+0.0040NS | 0.74=0.06NS | 92.5
CS/CD4B | 37.6:0.4NS | 31.9+£1.4NS | 0.85+0.03NS | 101.2 0.0426+0.0037NS | 0.0322+0.0029NS | 0.76=0.06NS | 95.0
CS/ICDSB | 34.7+0.6NS | 27.1+1.2% [ 0.78+0.03 * 92.9 0.0407£0.0014NS | 0.0287+0.0040NS | 0.71=0.07NS | 88.8
CS/CD 6B | 34.5:1.9NS | 31.4+1.6NS | 0.91+£0.06 ** | 108.3 0.0399+0.0053NS | 0.0369+0.0024NS | 0.92 £0.04* 115.0
CS/CD 7B | 36.0+£2.8NS | 30.2+£3.0NS | 0.84+0.09NS | 100.0 0.044420.0104NS | 0.0341+0.0079NS | 0.77+0.14NS | 96.3
CS/CD 1D | 37.3:1.9NS | 30.1=4 INS | 0.81+0.10NS | 96.4 0.0472£0.0067NS | 0.0333+0.0060NS | 0.71=0.1INS | 88.8
CS/CD 2D | 37.5+1.INS | 33.2+£2.0NS | 0.89+0.05NS | 106.0 0.0441+0.0034NS | 0.0362+0.0037NS | 0.82+0.05NS | 102.5
CS/ICD 3D | 38.1+7.8NS | 33.5+£1.9NS | 0.88+0.06NS | 104.8 0.0437+0.0074NS | 0.0432+0.0035NS [ 0.99 £0.05%* | 123.8
CS/CDSD | 37.4+1.5NS | 28.4+3.8NS | 0.76+0.09 * 90.5 0.0455£0.0050NS | 0.0282+0.0075NS | 0.62 £0.12%* | 77.5
CS/CD 6D | 38.5+1.9NS | 32.7+£3.4NS | 0.85+£0.08NS | 101.2 0.0455+0.0056NS | 0.0384+0.0084NS | 0.85+0.15NS | 106.3
CS/CD 7D | 37.4:1.0NS | 28.2+3.7NS | 0.75£0.09 ** | 89.3 0.0439+0.0037NS | 0.0254+0.0059NS | 0.58+£0.10 *** | 72.5

Megjegyzések: A *, ** ***_g] jelolt atlagok szignifikansan kulénboznek a *CS’-nél mért atlagtol P <0.05, 0.01

illetve 0.001 %-os szinten, NS: nem szignifikans. Az atlagértékeket 4 fiiggetlen ismétlés alapjan szamoltuk. A

kék szinnel kiemelt genotipusok Cu-tolerancidja szignifikansan killonbozik a *CS” Cu-tolerancigjatol. A CS/CD

2A, CS/CD 2B és CS/CD 4D szubsztituciok nem szerepeltek a kisérletben.
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A hajtashosszak mind kontroll, mind rézkezelt koriilmények kozott szoros korrelaciot
mutattak a hajtas szaraztomegekkel (Fuggelék, 8.7. tablazat). Ezen felil a hajtashosszakbodl
kalkulalt Cu-tolerancia adatok is szoros korrelaciot mutattak a szaraztomegadatokbol kalkulalt
Cu-tolerancia adatokkal. A Cu-tolerancia adatok tovabba a rézkezelt korilmények kozotti

hajtashossz €s hajtasszaraztomeg-adatokkal is korrelaciot mutattak.

4.2.4. Az SA kromoszoma Cu-toleranciat befolyasolo szerepének megerdsitése buza/rozs
szubsztituciok réztoleranciajanak tesztelésével

A korabbi vizsgalataink (lasd 11. abra) valamint irodalmi adatok (Manyowa és Miller,
1991) alapjan a rozs (Secale) fajok toleransabbak a rézzel szemben, mint a buza, ugyanakkor
a genomok kozotti kozeli rokonsag alapjan feltételezhetd, hogy a réztoleranciaban szerepet
jatsz6 gének a homeolog kromoszomakon helyezkednek el. Mivel az SA kromoszoma —
illetve az 5-6s homeoldg csoport - szerepe a tobblet réz toleralasban a szubsztiticids analizis
alapjan egyértelmilnek latszik, tovabba az 1-es homeol6g csoport szerepére semmi nem utal,
igy leteszteltilk a ’Saratovskaya29’ buzafajta, illetve a ’Saratovskaya29’/rozs (SR/SA) és
’Saratovskaya29’/rozs  (1R/1A) szubsztituciok réztolerancigjat is (12. tablazat).
Megallapitottuk, hogy a buza 1A kromoszoma cseréje a rozs 1R kromoszoémajaval nem
valtoztatja meg a recipiens buza vonal réztolerancidjat, mig az SA kromoszéma cseréje a rozs
SR kromoszomajaval megnoveli a réztoleranciat. Mindez az SA  kromoszoma

réztoleranciaban betoltott szerepét erdsiti meg.

12. tablazat. Baza és buza/rozs szubsztituciok réztoleranciaja a csirazast kovetd 14. napon.

Genotipus Cu-tolerancia *Saratovskaya 29’-nél mért
(hajtas szaraztomeg | érték %-ban kifejezve
alapjan)

*Saratovskaya29’ blzafajta 0.71 + 0.02 100.0

*Saratovskaya29°’/’ Vietnamskaya’ SR(5A) buza/rozs szubsztitlcid 091 +0.13 ** 128.2

*Saratovskaya29’/’ Vietnamskaya® 1R(1A) buza/rozs szubsztiticid 0.71 + 0.04 NS 100.0

Az atlagokat és a szorasokat 4 fuggetlen ismétlés alapjan hataroztuk meg. **: szignifikansan kilénbézik a Cu-

tolerancia értéke a “Saratovskaya29’ buzafajta Cu-tolerancigjatol P <0.01 %-os szinten, NS: nem szignifikans.
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4.3. A buza réztoleranciért felelés gének fizikai térképezése *Chinese Spring’ SA és SD

delécios vonalak felhasznalasaval

4.3.1. SA deléciok vizsgalata
4.3.1.1. A delécids vonalak térképezése mikroszatellit (SSR) markerekkel

A vizsgalatok célja olyan SSR markerek keresése volt, melyek lefedik az SA
kromoszoma hosszu karjat, és az egyes delécids vonalak azonositasara alkalmasak. Az SA
delécios vonalak teszteléséhez olyan markereket hasznéltunk, melyeket az 'ITMI’ buza
térképezési populacion illetve nulli-tetraszomas vonalak segitségével korabban az SA
kromoszoman mar térképeztek (Roder és mtsai., 1998; Roder, 2004, személyes kozlés).
Sajnos a 11 vizsgalt marker nem alkalmas a deléciok elkiilonitésére, mivel szinte kizarolag
vagy az 0sszes delécids toréspont és teloméra kozott (egyik delécios vonalban sem, csak a
’CS’-ben detektalhato), vagy a delécios toréspontok utan (mindegyik delécios vonalban és a
’CS’-ben 1s detektalhatd) helyezkedik el. A marker analizis részletes eredményét a
Fuggelékben a 8.8. tablazat mutatja meg.

Egyetlen markert talaltunk - Xgwm982 -, mely a két leghosszabb delécids vonalban

(5AL-23, 5AL-20) még megvolt, azonban a tovabbi delécios vonalakbol mar hianyzik. Ez a
marker alkalmas 1 delécids toréspont azonositasara. A térképezett markerek igy 3 részre
osztjak az SA kromoszomat: 1. a delécios toréspontok eldtt, az SA kromoszoéma hossza
karjanak telomérahoz kozeli részén térképezett markerek csoportja (Xgwmi26, Xgwm410,
Xgwm865, Xgwm995), 2. deléciokra es6 Xgwm982 marker, 3. a delécios toréspontok utan, az
5A kromoszoma hosszi karjanak centroméra felé¢ esd részén, illetve a rovid karon
elhelyezked6 markerek csoportja (Xgwmi54, Xgwmli56, Xgwm 186, Xgwm1171, Xgwmli203,
Xgwmi236). A marker csoportok sorrendje megfelel a korabbi genetikai térképek alapjan
elvart elhelyezkedésnek (Roder €s mtsai., 1998; Roder, 2004, személyes kozlés), azaz pl. a
delécios toréspontok eldtt térképezett markerek a korabbi térképeken is az SA kromoszoéma
hossza karjanak telomerikus végén helyezkednek el. Az egyes csoportokon beliill azonban a
markerek sorrendjét nem lehet megéllapitani, erre csak az 'ITMI’ populacion térképezett
markerek sorrendje (Roder és mtsai., 1998), illetve a buza konszenzus mikroszatellit térkép
(Somers €s mtsai., 2004) adhat tampontot.

Az éltalunk is tesztelt Xgwm&65 ¢és Xgwmi205 markereket nulli-tetraszomas
vonalakkal térképezték az SA kromoszoman (Roder, 2004, személyes kozlés), igy a
kromoszéman belili poziciojuk eddig nem volt ismert. A delécids analizis alapjan az

Xgwmd865 marker a delécios toréspontok el6tt, az SA kromoszoma hosszi karjanak teloméra
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felé esé részén, mig az Xgwmi205 marker a delécids toréspontok utan, az SA kromoszoéma

hosszu karjanak centroméra felé es6 részén, illetve a rovid karon helyezkedik el.

4.3.1.2. Az SA delécios vonalak és a ’Chinese Spring’ Cu-toleranciajanak tesztelése

Két helyen is megfigyeltink a deléciés vonalak réztolerancigja kozott kicsi, de
szignifikans killonbséget (14. dbra). Az elsd hatast a 0.87 és 0.82 toréspontok kozott, mig a
masodikat a 0.78 és 0.68-as toréspontok kozott detektaltuk. Ez alapjan feltételezhetd, hogy az
S5A kromoszéma hosszu karjan tobb olyan gén is elhelyezkedik, mely a Cu-toleranciat
befolyasolja. Természetesen a legkisebb delécios vonal utan is lehetnek még Cu-toleranciat

befolyasolo régiok, azonban ezeket az altalunk vizsgalt vonalakkal nem lehet térképezni.
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14. abra. *Chinese Spring’ és CS-5AL kromoszéma hosszu karjara deletalt vonalak réztoleranciaja 2 hetes
korban, 1250 mg/kg talajhoz adott réz hatasara. Az adott deléciés vonalak kozotti szignifikans

kiilonbséget nyil jelzi. * : szignifikans kiilonbség P < 0.05 %-os szinten.

Az Xgwm982 mikroszatellit markert a 0.82 és 0.78 toréspontok kozeé térképeztiik, igy a
kozelség miatt elképzelhetd, hogy ez a marker kapcsoltan 6roklédik a kozelben lévé Cu-
toleranciat befolyasold génekkel.

Mivel csak nagyon kis killonbséget észleltink a deléciés vonalak réztolerancigja
kozott, ezért megismételtik megnovelt rézkoncentracioval (1500 mg/kg Cu a talajban) a
kisérletet abbol a célbdl, hogy a réztoleranciat befolyasolo régiot nagyobb megbizhatosaggal

hatarozhassuk meg. A nagyobb rézkoncentracion hasonld szignifikancia szinttel, de mas
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deléciok kozott tfigyeltink meg szignifikans hatast (15. abra).
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15. abra. >Chinese Spring’ és CS-5AL kromoszoma hosszu karjara deletalt vonalak réztoleranciaja 2 hetes
korban, 1500 mg/kg talajhoz adott réz hatasara. Az adott deléciés vonalak kozotti szignifikans
kiilonbséget nyil jelzi. * : szignifikans kiilonbség P < 0.05 %-os szinten.

A Cu-toleranciara hatast gyakorlo régidé szomszédos volt az 1250 mg/kg-os rézkezelés
esetében meghatarozott régidval (0.68 és 0.67-es delécios toréspontok kozott). E teriileten
feltételezhetden tobb gén ill. szabdlyozo régid is elhelyezkedik, melyek az altalanos
stressztolerancidban szerepet jatszhatnak, és Cu-tolerancidra gyakorolt hatasukat mar a
kornyezet kismértékli megvaltozasa is mddosithatja. Az SA kromoszoma delécids vonalaival
elvégzett vizsgalatok alapjan gy tiinik, hogy az 5A kromoszéma deléciokkal vizsgélhatod
szakaszan a Cu-toleranciara csak kis hatast gyakorlé gén (ek) helyezkednek el a *CS’

fajtaban.

4.3.2. 5D deléciok vizsgalata
4.3.2.1. A delécios vonalak térképezése mikroszatellit (SSR) markerekkel

Ebben az esetben is csak egy markert talaltunk - Xgwm /82 -, mely a két leghosszabb
delécios vonalban (SDL-5, 5DL-9) még megvolt, azonban az 5DL-2-es deléciébdl mar
hianyzik, igy ez a marker egy delécios toréspont azonositasara alkalmas (Fuggelék, 8.9.
tablazat). A térképezett markerek 3 részre osztjak az SD kromoszomat: 1. a delécios
toréspontok elétt, az SD kromoszoma hosszu karjanak teloméra felé esd részén elhelyezkedd

markerek (Xgwm212, Xgwm565, Xgwm805, Xgwm902, Xgwm931), 2. a deléciokra esd
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Xgwmli82 marker, 3. A delécids toréspontok utan, az 5D kromoszoéma hosszu karjanak
centroméra felé esd részén, vagy a rovid karon elhelyezkedd markerek (Xgwm 190, Xgwm205,
Xgwm292, Xgwm358, Xgwm383, Xgwm639, Xgwm960, Xgwm1039, Xgwm1226, Xgwm1252).
A marker csoportok sorrendje megfelel a korabbi térképek alapjan elvart sorrendnek (Roder
és mtsai., 1998; Roder, 2004, személyes kozlés). Az Xgwm 1226 marker kromoszoman belili
elhelyezkedésér6l nem allt eddig rendelkezésre informécid, mivel nulli-tetraszomas
vonalakkal térképezték (Roder, 2004, személyes kozlés). A delécios térképezés alapjan ez a
marker a delécios torépontok utan, az SD kromoszoma hosszu karjanak centroméra felé esd

részEén, vagy a rovid karon helyezkedik el.

4.3.2.2. Az SDL delécidés vonalak és a *Chinese Spring’ Cu-tolerancidjanak tesztelése

Mar a legkisebb deléciot hordozd vonal (CS SDL-5) esetében jelent6sen lecsokken a
réztolerancia a *CS’-hez képest (16. abra). A tobbi vonal réztoleranciaja mar nem valtozik,
igy ezen eredmények alapjan a teloméra és az elsé delécios toréspont (0.76) kozott
helyezkedhet el egy réztoleranciat befolyasold régid. Természetesen a legkisebb delécids
toréspont utan (SDL-2-es vonal delécios toréspontjatdl proximalis helyzetben) is lehetnek
még Cu-toleranciat befolyasold régiok, illetve az elsd delécids toréspont eldtt tobb gén is
elhelyezkedhet, azonban ezeket az altalunk hasznélt genetikai anyagokkal nem lehet

térképezni.
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16. abra. *Chinese Spring’ és CS-5DL kromoszéma hosszu karjara deletalt vonalak réztoleranciija 2 hetes
korban, 1250 mg/kg talajhoz adott réz hatasara. Az adott deléciés vonalak kozotti szignifikans

kiilonbséget nyil jelzi. ** : szignifikans kiilonbség P <0.01 %-os szinten.
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4.4. Réztoleranciat befolyasolé lokuszok térképezése introgresszios vonalak és

térképezési populiaciok felhasznalasaval

4.4.1. Réztolerancia térképezése introgresszios vonalak segitségével a 3D kromoszoman
A gaterslebeni intézetben elvégeztik a ’Chinese Spring’-Aegilops tauschii

introgresszios (kozel izogénikus) vonalak vizsgélatat is. A 17. abran azon *CS’ kozel

izogénikus vonalak tesztjének eredménye lathatd, melyek a 3D kromoszoman tartalmaztak

Ae. tauschii-bol szarmazd kromoszomaszegmenteket.
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17. abra. ’Chinese Spring’ és *Chinese Spring’ — Aegilops tauschii (DD genom) 3D kromoszéomara
introgresszios vonalak réztoleranciaja 2 hetes korban, 1250 mg/kg talajhoz adott réz hatasara. A kék
oszloppal jelolt introgressziés vonalak réztoleranciaja P < 0.05 %-os szinten kiilonbozik a *CS’ Cu-

toleranciajatol.

A 3D-8 ¢és 3D-7 vonalak réztolerancidja szignifikdnsan kilonbozott a *CS’ Cu-
tolerancigjatol. Mivel az egyes vonalakban a beépiilt Ae. tauschii kromoszoma szegmentek
beépulési helye mikroszatellit markerekkel térképezett (3.6. fejezet, 10. tablazat), igy nem
csak az egyes szegmentek kromoszoman belili helyzetét, de egy adott tulajdonsag markerhez
valo kapcsoltsagat is meg lehet hatdrozni. Ehhez marker szerint képzett csoportokat hoztunk
létre, majd a csoportokon végzett egyszerli variancia analizis segitségével megallapitottuk,
hogy van-e szignifikans kiilonbség a Cu-toleranciaban, ha az adott marker pozicidjaban a

"CS’ vagy Ae. tauschii-bol szarmazo allélok vannak (13. tablazat).
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13. tablazat. Cu-tolerancia térképezése a buza 3D kromoszéoman. Marker szerint csoportokon végzett
egyszerii variancia analizis eredménye a ’Chinese Spring’- Aegilops tauschii 3D kromoszéoman kozel

izogénikus vonalak Cu-tolerancia tesztelése soran.

Marker F-érték kritikus F-érték
Xgwml6l 15.06784 ** CS 5.59146
Xgwmli243 1.232058 NS 5.59146
Xgwm?2 0.27595 NS 5.59146
Xgdm72 1.488081 NS 5.59146
Xgdm8 2.924456 NS 5.59146
Xgwm795 2.924456 NS 5.59146
Xgwm664 1.0574 NS 5.59146
Xgwm383 1.0574 NS 5.59146
Xgwm3 0.103659 NS 5.59146

Jelolések: **: az adott markerpozicioban a *CS” ill. Ae. tauschii-bol szarmazo allélt tartalmazoé vonalak Cu-tolerancidja P < 0.01 %-os szinten

kiilonbozik. NS: a kiilonbség nem szignifikans. CS: a tolerancia jelleg a *CS’-b8l szarmazik.
Az egyszerli variancia analizis alapjan a Xgwm6/-es markernél talaltunk szignifikans,
Cu-toleranciat befolyasolo hatast (13. tablazat). A tolerans allél a CS’-bél szarmazott, igy

ebben az esetben is — mint a korabbi vizsgalataink soran is —a *CS’ volt a tolerans genotipus.

Az Xgwmi61-es marker a 3D kromoszdma rovid karjan helyezkedik el (18. abra.).

A beépiilt Aegilops tauschii *Chinese Spring’
kromoszoma szegmentek beépiilési
helye 3DS

v cM Marker
I B o0 + xewmisl

10.0 = Xegwmli243
385 L Xgwm?2
[ | 54.6
<1 Xedm72
647 L Xgdm8
788 & xeym795

108.8 1 yewmos+

| | 122.8 |~ Xgwm383

|:| 146.9 F Xgwm3

3DL

18. abra. Réztoleranciat befolyasolé kromoszoma-régio térképezése a biza 3D kromoszémajan kozel
izogénikus vonalak segitségével. A piros szinnel jel6lt szegmentek beépiilése szignifikans hatassal bir a
’Chinese Spring’ Cu-toleranciajara.
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4.4.2.°CS (T. spelta SA)’ x ’CS (Cheyenne SA)’ egy kromoszémara rekombinins (SCR)
buza térképezési populacio réztolerancidjanak vizsgalata

4.4.2.1. Az SA kromoszoma térképezése mikroszatellit markerekkel

Az ITMI’ buza térképezési populacion és nulli-tetraszémés (NT) vonalakon korabban
az SA kromoszoman mar térképezett (Roder és mtsai., 1998; Roder, 2004, személyes kozlés)
markereket teszteltik le a szilékon, melyekbdl a polimorfakat az SCR vonalakon is
analizaltuk (Fuggelék, 8.10. tablazat).

A legtobb marker esetében hosszpolimorfizmust figyelhetiink meg, mig néhéany
esetben egyes genotipusoknal van, masoknal egyéltalan nincs amplifikalt termék. Az
Xgwm995-6s markernél a CS’ és 'Ch’ genotipusoknal tobb amplifikalt fragmentet is
megfigyeltink.

Az SCR vonalak genotipizdlasa érdekes eredményt hozott, ugyanis az adott
markerpozicidkban elvart 2 allél helyett — vagy ’Ch 5A’, vagy *Tsp SA’ tipusu fragment -,
néhany esetben 3 allélt is megfigyeltink. A ’Ch 5A’ és 'Tsp SA’ mellett ugyanis a "CS 5A’-
bol szarmazd markereket is detektaltuk (Fuggelék, 8.11. tablazat). A vonalak mind
homozigétak voltak, minden esetben csak egyik szil6re jellemzd markert talaltuk meg az
SCR vonalakban. A vizsgalt 17 markerbdl 8-nal mind a 3 szil6i tipusra jellemz6 fragmentet
megfigyeltik (Fiuggelék, 8.11. tablazat). A ’CS SA’ szegmenteket hordozhattak mar eleve a
szubsztituciok, ezt azonban a szilok markeranalizisének ismeretében el kell vetni. Masik
lehetdség az egy kromoszomara rekombinans vonalak el@allitasi séméjaban keresendd (2.7.3.
fejezet, 3. abra). A rekombinansok elBallitdsa sordn ugyanis az F; nemzedéket
visszakeresztezzilk a ’CSmono5A’-val. Ebben a lépésben a késobb kivalogatasra keriil 42
kromoszomas egyedekben rogziilhetnek CS S5A’ kromoszoma szegmentek, melynek
ismeretében a ’CS 5A’ allélok felbukkanasa szinte torvényszerlinek nevezhetd. Sajnos ezaltal
ezt a 8 markert nem lehet felhasznalni genetikai térkép készitésére.

A maradék 9 markerbdl 3-nal az alléleloszlas nagyon tavol van az elvarhaté 50-50 %-
ostol, igy mindossze 6 marker marad, melyek genetikai térkép készitésére felhasznalhatok
lennének (Xgwmli26, Xgwmli56, Xgwm304, Xgwm639, Xgwm865, Xgwm982). Tovabbi
probléma azonban, hogy ezeknél a markereknél sem lehet egyértelmiien kijelenteni, hogy
valoban csak két sziil6tol szarmazo allélokat tartalmaznak, ugyanis ebben az esetben a *CS’-
nél detektalhato fragmentek azonosak voltak vagy a *Ch’ vagy a 'Tsp’ fragmentjével. Igy
hiaba tudjuk, hogy pl. az Xgwm /26 marker esetében 29 SCR vonal *Ch’ tipusu, és 33 *Tsp’
tipusa (Fuggelék, 8.11. tablazat), ugyanis a ’CS’ ugyanazt a fragmentet adja, mint a *Ch’
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(Fuggel€k, 8.10. tablazat). Tehat a 29 SCR vonalnal vizsgalt markerbdl egyesek lehetnek *CS’
eredetliek, mig masok 'Ch’ eredetlick — azonban ezek szamat megmondani nem lehet. A
rekombinacios gyakorisagra azonban ezek utan mar nem tudunk megbizhatoan kovetkeztetni,
igy ezt a populaciot a kapcsoltsagi térkép készitésére nem tudjuk felhasznalni.

Mindezek ellenére 6 markerrel megkiséreltilk meghatarozni a térképtavolsagokat a
JoinMap 3.0 program segitségével. Mar LOD = 2-es szignifikancia kiiszobnél 3 killonbozo
kapcsoltsagi csoportba térképezddtek a markerek (1. Xgwmli56, Xgwm304, Xgwm639; 2:
Xgwmli26, Xgwm863; 3: Xgwm982), melyek koziil az elsd csoport kapcsoltsdga még LOD =
6.0 szinten is szignifikdns volt. Hasonl¢ eredményt kaptunk a Mapmaker/Exp ver3.0b
software alkalmazasaval is, a markerek sorrendje (Xgwm304-Xgwmli56-Xgwm639) azonos
volt, de a térképtavolsagok kiillonboztek. (14. tablazat).

14. Tablazat. Markerparok kozotti térképtavolsagok a *CS(ChSA)’ x *CS(Tsp3SA)’ populaciéonal

Marker parok: JoinMap 3.0 Mapmaker/Exp ver3.0b
Xgwm304-Xgwm 156 10.3 cM 194 cM
Xgwml156-Xgwm639 11.3 cM 20.7 cM

A markerek sorrendjérdl igy az egyedili informacidt az SA deléciok segitségével
fizikailag térképezett markerek és a korabbi mikroszatellit térképek (Roder és mtsai., 1998),
illetve konszenzus térképek alapjan kovetkeztethetink. A fentiek miatt a Cu-tolerancia
intervallum térképezése sem lehetséges — ehhez térképinformaciora van szikség -, azonban
marker szerint képzett csoportokon végzett egyszerli variancia analizis elvégezhetd (single
marker ANOVA), mely ugyan a legegyszerlibb biometriai eljaras, de nagyszdmu marker

esetében jO esély van a vizsgalt jelleggel kapcsolt marker meghatarozasara.

4.4.2.2. A fenotipusos adatok értékelése

A hajtas szaraztomeg értékek kezelés hatasara genotipustdl fiiggd mértékben
lecsokkentek mind a sztl6knél, mind az SCR vonalaknal (15. tablazat). A sziil6k szaraztomeg
értékei sem kontroll, sem rézkezelt korilmények kozott nem kulonboztek szignifikdnsan
egymastol, azonban az SCR vonalak kozott rézkezelés hatasara mar jelentds szignifikans

kiilonbség mutatkozott.
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15. tablazat. A fenotipusos adatok leiré statisztikaja és a varianciaanalizis eredménye

Vizsgalt jelleg A f‘:“;ﬁllz“s A sziilgk fenotipusa Az SCR vonalak fenotipusa
adatol
eloszlasanak
normalitasat [ [ A sziil8k Tesztelt SCRL- | Atlag érték | Minimum érték Maximum Az SCR-ek
jelz6 F-érték (Chs4) (TspSA) fenotipusa ek szama érték fenotipusa kozotti
az SCRL- ko zott kiilénbség®
eknél' ozoth
kulonbség
Hajtds szdraziomeg, 6.13687 NS 0.0806 0.0884 NS 62 0.0828 0.0704 0.0971 NS
kontroll (g) +0.0173 +0.0102
Hajtds szdraziomeg Cu- | 2.26686 NS 0.0415 0.0369 NS 62 0.0437 0.0288 0.0551 ook
kezelt (g) £0.0012 | *0.0076
Cu-tolerancia 2.45202 NS 0.52 0.42 * 62 0.53 0.39 0.69 ook
(Tolerancia Index) +0.09 +0.08

* Rk &g ¥¥%: g7ignifikans P <0.05, 0.01 és 0.001 %os szinten, NS=nem szignifikans.

! Az SCR vonalak fenotipusos adat-eloszlasdnak Osszehasonlitasa a normél eloszlassal. A khi-négyzet teszthez tartozé F-érték. Nem
szignifikans kapcsolat esetén a fenotipusos adatok eloszlasa normal eloszlasnak tekinthetd.

2 ANOV A-teszt alapjan.

A szill6k Cu-tolerancigja jelentfsen kiillonbozott: "CS(7spSA)’  érzékenyebbnek
mutatkozott, toleranciaja a legérzékenyebb vonalakéhoz allt kozel (15. tablazat,19. abra), mig
a "CS(Ch5A)’ tolerancigja a SCRL-ek atlagaval kozel megegyezd volt. A szildi formakénal
toleransabb SCR-ek jelenlétére a kordbban mar emlitett "CS SA’ szegmentek felbukkanasa
adhat magyarazatot. A korébbi vizsgalataink alapjan a ’CS’ szignifikénsan toleransabb volt a
T spelta-nél, mig a *Ch’ tolerancidja a ’CS’ és "Isp’ toleranciaja kozott helyezkedhet el — ezt
a jelenlegi vizsgalat is meger0sitette. A markerek és a tolerancia karakter vizsgélata soran igy
varhatéan a ’CS 5A’-bol szarmazd Cu-toleranciat befolyasolo allélek jarulnak hozza

leginkébb a toleranciahoz, mig a *7sp SA’ allélek varhatdan csak a legérzékenyebb fenotipusu

vonalakban taldlhatok meg.

5 CS(Ch5A)
T SCR-ek atlaga

Megfigyelések
(vonal/kategéria)

Kategoriak (Tolerancia Index)

19. abra. A réztolerancia adatok gyakorisagi eloszlasa a ’Chinese Spring(Cheyenne5A)’ x ’Chinese
Spring(T. spelta5A)’ buza térképezési populiciéo SCR vonalainal.
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A Cu-tolerancia adatok eloszlasa nem kilonbozik szignifikdnsan a normalis
eloszlastol (15. tablazat, 19. abra), illetve a fenotipusos adatok eloszlasfiiggvénye is a
folytonos eloszlast mutatja, diszkrét kiilonbség a SCR-ek fenotipusdban nem figyelhetd meg

(20. abra).
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20. abra. A fenotipusos adatok novekvd érték szerinti eloszlasa a ’Chinese Spring(CheyenneSA)’ x
*Chinese Spring(7.speltaSA)’ blza térképezési populiacié Cu-toleranciajanak tesztelése soran.

4.4.2.3. A Cu-tolerancia térképezése single marker ANOVA modszerrel

A vizsgalt 17 markerb6l 8-nal talaltunk a Cu-toleranciat befolyasolo szignifikans
hatast (16. tablazat). Statisztikailag a legmegbizhatobb hatast az Xgwm 1236, Xgwmi1205 ¢és
Xgwm982 markerek esetében tapasztaltuk. A korabbi vizsgalatokat megerdsitve, a tolerancia
karakter féleg a CS’-bdl szdrmazott, a ’Ch’ allélok a *CS’-nél érzékenyebbek, de a 7. spelta-

bdl szarmaz6 alléloknal toleransabbnak mutatkoztak.
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16. tablazat. Cu-tolerancia térképezése single marker ANOVA analizissel a ’Chinese
Spring(CheyenneSA)’ x *Chinese Spring(7. speltaSA)’ populacié rekombinans beltenyésztett vonalain.

No Marker F-érték F-érték F-érték

Ch-Tsp Cs-Tsp Cs-Ch

1. Xgwml26 6.881479 * Ch - -

2. Xgwml54 0.532979 NS 2.911064 NS 0.524889 NS

3. Xgwml56 1.646463 NS - -

4. Xgwml86 1.712483 NS 4.846202 * CS 1.125121 NS

5. Xgwm205 1.109052 NS - -

6. Xgwm241 0.114252 NS 5.569781 * CS 2.653438 NS

7. Xgwm293 0.415169 NS 0.428109 NS 1.251269 NS

8. Xgwm304 0.065283 NS - -

9. Xgwm410 1.350311 NS 2.771643 NS 0.005849 NS

10. Xgwmo617 1.406064 NS 4.821245 * CS 1.968913 NS

11. Xgwmo639 5.236056 * Ch - -

12. Xgwm865 3.044086 NS - -

13. Xgwm982 7.798133 ** Ch - -

14. Xgwm995 1.812918 NS 1.851789 NS 0.480985 NS

15. Xgwmll71 0.087994 NS - -

16. Xgwml1205 7.138295 ** Ch - -

17. Xgwml236 7.1717 ** Ch 8.16257 ** CS 1.541708 NS

Jelolések: *, **: a megfelelé allélokat tartalmazé vonalak Cu-tolerancidja szignifikansan kulonboézik egymastol P < 0.05 ill. 0.01 %-os
szinten. CS, Ch: a tolerancia karakter (allél) a *Chinese Spring’-b6l ill., *’Cheyenne’-b6l szarmazik, NS: nem szignifikans.

4.4.3. °’CS’ x ’CS(Cheyenne S5SB)’ egy kromoszomara rekombinins (SCR) buza
térképezési populicio
4.4.3.1. Az 5B kromoszoma térképezése mikroszatellit markerekkel

Ezt a populacidt 9 mikroszatellit (SSR) ill. RFLP markerrel mar térképezték kordbban
(Toth és mtsai., 2003), de az SB kromoszdéman mas populacion CITMI populécio, illetve
nulli-tetraszomas vonalak, Roder €s mtsai., 1998; Roder, 2004, személyes kozlés) korabban
mar térképezett SSR markerek tesztelésével sikerilt még 14 polimorfizmust mutaté markert
meghatarozni (Fuggelék, 8.12. tablazat). Ennél a populaciondl is — az SA-hoz hasonldan —
foként hosszpolimorfizmust figyeltink meg, azonban néhany esetben az egyik genotipusnal
detektalhatd fragment — legalabbis az altalunk vizsgalt fragmenthossz tartomanyban (kb 75-
350 bp) - nem volt megfigyelhetd.

A vizsgalatba vont polimorf markerek alapjan a vonalak egy marker kivételével
(Xgwm?756) homozigotak a legtobb vizsgalt allélre (Fuggelék, 8.13. tablazat). Az Xgwm756-
os marker heterozigota jellegét 2 vonalban figyeltilk meg. A korabban ezen a populacion
térképezett mikroszatellit markerek esetében nem figyeltek meg heterozigéta alléleket (Toth,

2004, személyes kozlés).
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4.4.3.2. Az 5B kromoszoma genetikai térképe

A MAPMAKER (Lander és mtsai., 1987) program segitségével elkészitett genetikai
térkép 23 RFLP ¢€s SSR markert tartalmaz, a kromoszoma hossza 149.945 cM (21. abra). A 23
markerbdl 4 azonos helyre térképezddott (Xgwm996, Xgwm 1054, Xgwm810, Xgwm191), igy
az altalunk hasznalt populécio elkiilonitésiikre nem alkalmas. Ezt a 4 markert egy markernek
szamolva a markerek kozotti atlagos tavolsag 149.945/20 = 7.50 cM.

A markerek sorrendje jol megfeleltetheté a Roder €s mtsai. (1998) altal publikalt buza
5B kromoszdéma mikroszatellit térképének, melyet az *’Opata85° x *Synthetic’ CITMI’) buza
térképezési populacion térképeztek. Az altalunk készitett térkép a legjabb nagy slriiségli
buza mikroszatellit konszenzus térképpel (Somers €s mtsai., 2004) is jO egyezést mutat (21.
abra).

A centroméra Roder és mtsai. (1998) térképén az altalunk is térképezett Xgwm335
marker kézvetlen kozelében helyezkedett el, Somers €s mtsai. (2004) szintén ebbe a régiodba
pozicionaltdk (21. abra). A centromérikus régidé kozvetlen kornyezetében a markerek
klusztereket alkotnak — a proximadlis régidban ugyanis altaldban kisebb a rekombindcios
gyakorisag, mint a kromoszémakarok disztalis részein.

29

A hossz karon két nagyobb ,rés” is talalhaté a genetikai térképen: az egyik a
Xgwml043 és Xgwm408 (31.9 cM), a masik pedig ettdl disztalis iranyban az Xwmc235 és
Xgwml016 markerek kozott (23.2 ¢cM). Mindkét ,,rés” megtalalhato a korabbi (Roder és

mtsai., 1998), és az ujabb konszenzus térképen is (Somers €s mtsai., 2004).
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21. Abra. Mikroszatellit markerek elhelyezkedése az altalunk térképezett populicié SB kromoszomajan és
a buza konszenzus térképen. A kozos markereket piros szaggatott vonal koti 6ssze.

Baloldalt: Chinese Spring” x “Chinese Spring(CheyenneSB)” populacion térképezett markerek. Jobboldalt:
Somers és mtsai. (2004) altal készitett nagy strliségii konszenzus mikroszatellit buza térkép.
! Relativ frakei6 hossz: a 2 marker kozotti tavolsag a teljes hossz %-ban kifejezve.
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4.4.3.3. A fenotipusos adatok értékelése

A hajtds szaraztomeg értékek kezelés hatasara genotipustdl fiiggd mértékben
lecsokkentek mind a szil6knél, mind az SCR vonalaknal (17. tablazat). A szil6k szaraztomeg
értékel rézkezelt korilmények kozott szignifikansan killonboztek egymastdl. Az SCR
vonalaknal rézkezelés hatasara szintén jelentds szignifikans killonbség volt megfigyelhetd az

egyes vonalak kozott.

17. tablazat. A fenotipusos adatok leiro statisztikaja és a variancianalizis eredménye

Vizsgailt jelleg A f‘:“;ﬁllz“s A sziilék fenotipusa Az SCR-ek fenotipusa
adatol
normalitasat cs cs A szill6k fenotipusa | Tesztelt Atlag érték | Minimum Maximum Az SCR-ek fenotipusa
jelzé F-érték (Ch5B) kozotti kilonbség® SCR-ek érték értek kozotti killonbség®
az SCRL- szama
eknél'
Hajtds szdraztomeg, 3.84865 NS 0.0917 0.0844 NS 61 0.0910 0.0601 0.1055 NS
kontroll (g) +0.0161 | +0.0048
Hajtds szdraziomeg Cu- | 6.58896 NS 0.0470 0.0314 * 61 0.0501 0.0313 0.0599 *E
kezelt (g) +0.0025 | +0.0083
Cu-tolerancia 3.58497 NS 0.54 0.37 o 61 0.56 0.40 0.75 A
(Tolerancia Index) +0.10 +0.07

* gg ***: gzignifikans P <0.05 és 0.001 % szinten, NS=nem szignifikans.

! Az SCR vonalak fenotipusos adat-eloszlasdnak Gsszehasonlitisa a normél eloszlassal. A khi-négyzet teszthez tartozé F-érték. Nem
szignifikans kapesolat esetén a fenotipusos adatok eloszlasa normal eloszlasnak tekinthetd.

2 ANOV A-teszt alapjan.

A szilék Cu-tolerancigja jelentdsen kulonbozott: *CS(ChSB)’  érzékenyebbnek
mutatkozott, toleranciaja az SCR-ekkel 6sszevetve is a legkisebb volt. (17. tablazat, 22. abra).
A korébbi eredményekkel osszhangban tehat ebben az esetben is a CS’ hordozta a

toleranciaért felelds f6bb alléleket.

14 SCR atlag

i
(=]

CS

co

CS(Ch5B)

Megfigyelések
(vonal | kategéria)
[0)]

N

036 038 04 043 045 048 05 053 05 058 06 063 065 0B Q7 073
Kategériak (Tolerance Index)

22. abra. A réztolerancia adatok gyakorisagi eloszlasa a ’Chinese Spring® x ’Chinese
Spring(Cheyenne3B)’ biiza térképezési populiciéo SCR vonalainal.
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A Cu-tolerancia adatok eloszlasa nem kilonbozik szignifikdnsan a normalis
eloszlastol (17. tablazat, 22. abra), illetve a fenotipusos adatok eloszlasfiiggvénye is a
folytonos eloszlast mutatja, diszkrét kiilonbség az SCR-ek fenotipusa kozott nem figyelhetd

meg (23. abra).

0,8 4
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Genotipusok

23. abra. A fenotipusos adatok novekvd érték szerinti eloszlaisa a ’Chinese Spring’ x ’Chinese
Spring(CheyenneSB)’ buza térképezési populacié Cu-toleranciajanak tesztelése soran.

4.4.3.4. A Cu-tolerancia térképezése single marker ANOVA modszerrel

A vizsgalt 23 markerbdl 2-nél talaltunk a Cu-toleranciat befolyasolo kis szignifikans
hatast (18. tablazat). A tolerancia karakter meglepd modon a *Ch’-bdl szarmazik, pedig a
sziil6k kozul a *Ch’ volt az érzékenyebb. Ez azt jelenti, hogy kell még lennie minimum 1
nagyobb hatdsi QTL-nek az SB kromoszéman, melynél a tolerancia allélt a *CS’ 5B
kromoszémaéja hordozza. Mivel ilyet nem talaltunk, igy ennek a kromoszoma egy olyan tavoli

részén kell elhelyezkednie, melyet nem érintenek az altalunk térképezett markerek.
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No Marker CS-CS(Ch3B)
1. Xewm67 0.2749 NS
2. Xewm118 0.2583 NS
3. Xgwm 191 0.6951 NS
4. Xewm197 0.5547 NS
5. Xgwm335 1.5288 NS
6. Xewmd43 2.5263 NS
7. Xgwm756 1.7596 NS
8. Xgwm 790 0.0004 NS
9. Xegwm810 0.4436 NS
10. Xewm996 0.4965 NS
11. Xewml016 0.0085 NS
12. Xewm 1043 0.4758 NS
13. Xewm1054 0.5134 NS
14. Xewm1165 3.4293 NS
15. Xwmc73 0.1214 NS
16. Xgwm213 1.4715 NS
17. Xgwm371 6.1654 * Ch
18. Xgwm499 5.1022 * Ch
19. Xgwmo639 0.5066 NS
20. Xgwm354 0.8333 NS
21. Xgwm408 0.0009 NS
22. Xgwm604 1.8088 NS
23. Xwme235 0.0074 NS

18. tablazat. Cu-tolerancia térképezése single marker ANOVA analizissel a *Chinese Spring’ x *Chinese
Spring(CheyenneSB)’ populacié SCR vonalain.

Jelolések: *, **: a megfeleld allélokat tartalmazd vonalak Cu-tolerancidja szignifikansan kiilonbozik egymastél P < 0.05 ill. 0.01 %-os
szinten. CS, Ch: a tolerancia karakter (allél) a *Chinese Spring’-b6l ill. ’Cheyenne’-bdl szarmazik, NS: nem szignifikans.

4.4.3.5. Cu-tolerancia intervallum térképezése

Az egyszerl intervallum térképezést a MapQTL 5.0 (VanOoijen, 2003) programmal
végeztik el. A maximum-likelihood modszer alkalmazasaval a legnagyobb hatast (LOD =
1.32) az Xgwm371-es marker kapcsoltan talaltunk, mely egybevag a single marker ANOVA
modszer eredményével. Mivel csak egy rekombinans kromoszémardl van szo, igy az
alacsonynak tiind LOD-érték ellenére a hatas szignifikansnak tekintheté (Lander és Botstein,
1989). A kis hatdsu QTL a fenotipusos variancia 10.7 %-ért volt felelds, az additiv hatés -
0.023 volt ("Ch’ allél).
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4.4.4. A Cu-toleranciat és a hajtas Cu-, Fe-, Zn- és Mn-koncetraciokat befolyasolo
lokuszok térképezése az ’ITMI’ buza térképezési populacion
4.4.4.1. A fenotipusos adatok értékelése

A hajtas szaraztomegek mind a sziléknél, mind a rekombinans vonalaknal
szignifikansan csokkentek a rézkezelés hatasara. Az egyes rekombinans vonalak szaraztomeg
értékei szignifikansan killonboztek egymastdl mind kontroll, mind rézkezelt korilmények

kozott. (19. tablazat).

19. tablazat. A fenotipusos adatok leiré statisztikaja és a varianciaanalizis eredménye

Vizsgalt jelleg A f‘:“;ﬁllz“s A sziil6k fenotipusa A rekombinans beltenyésztett vonalak (RIL-ek)
| acatox fenotipusa
normalitasat ‘Opata 85’ ‘Synthetic’ A sziilgk Tesztelt | Atlag érték | Minimum Maximum A rekombinansok
jelzd F-érték fenotipusa RIL-ek érték érték fenotipusa kozott
a RIL-eknél* kozott szama kiilénbség?
kiilénbség?
Hajtds szdraziomeg, 15.7707 ** 0.0358 0.0433 ki 53 0.0438 0.0374 0.0536 okl
kontroll (g) +0.0009 +0.0011
Hajtds szdraziomeg Cu- 10.9183 * 0.0302 0.0350 NS 53 0.0374 0.0300 0.0451 okl
kezelt (g) +0.0029 +0.0026
Cu-tolerancia 2.5517 NS 0.84+0.07 0.81+£0.05 NS 53 0.86 0.67 1.02 ok
(Tolerancia Index)
Hajtds Cu-koncentrdcio, 0.7838 NS 15.9+0.8 12.4+1.4 i 42 13.8 9.9 17.0 ok
kontroll (mg/kg
szdraztomeg’)
Hajtas Cu-koncentracid, 1.0399 NS 27.2+2.6 22.1+1.9 . 42 24.2 16.6 31.7 ok
Cu-kezelt (mg/kg
szdraztomeg™)
Hajtds Fe-koncentrdcio, 7.25144 * 79.3+5.6 69.3+6.4 NS 42 824 54.2 113.1 ok
kontroll (mg/kg
szdraztomeg™)
Hajtds Fe-koncentrdci, 3.9837 NS 42.9+4.4 49.242.6 NS 42 48.6 33.0 65.5 ok
Cu-kezelt (mg/kg
szdraztomeg’)
Hajtas Mn-koncentrdcio, 7.6314 NS 177.2+£20.0 106.9+7.1 ee 42 160.5 88.2 220.0 ok
kontroll (mg/kg
szdraztomeg™)
Hajtds Mn-koncentr dcid 3.9793 NS 117.6+21.5 68.0+4.5 b 42 102.6 62.4 167.9 ok
Cu-kezelt (mg/kg
szdraztomeg™)
Hajtds Zn-koncentrdcid 3.0935 NS 84.9+6.6 67.4+6.9 i 42 81.4 525 1229 ok
kontroll (mg/kg
szdraztomeg’)
Hajtds Zn-koncentrdcio, 7.7809 NS 60.3+3.2 55.5+£8.6 NS 42 64.1 394 113.7 ok
Cu-kezelt (mg/kg
szdraztomeg’)
Cu-akkumuldld képesség | 2.3025 NS 1.71+0.16 1.79+0.22 NS 42 1.75 1.22 2.23 ok

* R &g ¥¥%: g7ignifikans P <0.05, 0.01 és 0.001 %-os szinten, NS = nem szignifikans.
! A rekombinans beltenyésztett vonalak fenotipusos adat-eloszlasanak Gsszehasonlitisa a normal eloszlssal. A khi-négyzet teszthez tartozo
f23£T€21)<\.7A-te:szt alapjan.

A sziill6k réztolerancidja kozott nincs jelentds kiillonbség, azonban a rekombindnsok
kozott talaltunk olyan vonalakat, melyek szignifikdnsan érzékenyebbek vagy toleransabbak,
mint a szillék (19. tablazat). A rekombinansokndl a réztolerancia adatok eloszldsa folytonos
(24. abra), amely jelzi, hogy a réztolerancia poligénikus meghatarozottsagu, kvantitativan
orokléds jelleg. A fenotipusos adatok gyakorisagi eloszlasa nem kiilonbozik szignifikdnsan a

normal eloszlastdl a khi-négyzet teszt alapjan (19. tablazat).
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24. abra. A réztolerancia adatok gyakorisagi eloszlasa az *ITMI’ buza populacié rekombinans vonalainal.
Mindkét sziil6 az eloszlasi diagram kozepén helyezkedik el (kategoria:0.80-0.85).

A rézkezelés kovetkezményeként a hajtas rézkoncentraciok mind a sziilloknél, mind a
rekombinansoknal megemelkedtek. A hajtds Fe-, Mn- és Zn-koncentraciok azonban —
kiilonb6z6 mértékben - csokkentek a rézkezelés hatasara (19. tablazat).

A hajtas Cu-koncentraciok a rézkezelt novényekben 1.22-2.23-szor (atlagosan 1.75-
szor) magasabbak voltak, mint a kontroll novények hajtasaban (19. tablazat). A teljes hajtas
réztartalmak (rézkoncentracio x hajtds szaraztomeg) a rézkezelt novényeknél 1.48-szor
magasabbak voltak, mint a kontroll névényeknél. A kontroll kérilmények kozott nevelt RIL-
eknél az atlag hajtas Cu-tartalom 0.60 pg/névény, a minimum érték 0.45, a maximum 0.86 pg
Cu/novény volt. A Cu-kezelt RIL-eknél az atlag Cu-tartalom 0.89, a minimum 0.59, a
maximum 1.31 pg Cu/ndévény volt.

A vizsgélt paraméterek kozotti korrelacios koefficiensek értékeit a Fuggelékben a
8.14. tablazat mutatja meg. A réztolerancia szoros pozitiv korrelaciét mutatott a hajtas
szaraztomegekkel a rézkezelt novényeknél. Szignifikans negativ korrelacio volt tovabba a
réztolerancia €s a kontroll hajtas-szaraztomegek, valamint a réztolerancia és a rézakkumulalé
képesség kozott. A réztolerancia és a kezelt novények hajtas réztartalma kozott nem volt
szignifikans korrelacid, azonban érdekes mddon negativan korrelalt a kontroll €s rézkezelt
hajtas Mn-koncentraciokkal és a rézkezelt novények hajtds Zn-koncentraciojaval is. A
kontroll noévények hajtas Cu-koncentracidja pozitivan korrelalt a kontroll névények

hajtasanak Fe-, Mn- és Zn-koncentracidjaval.
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4.4.4.2. Intervallum térképezés

Intervallum térképezéssel sikeriilt az 5B kromoszoma hosszi karjan egy, a hajtas
szaraztomegeket kontroll korilmények kozott befolyasoldo QTL-t meghatarozni (20. tablazat,
25. abra). A rézkezelt novények hajtas szaraztomegét befolyasolo QTL-eket az 1A

kromoszoma hossza karjan €s az 5D kromoszoma hosszu karjan hataroztunk meg.

20. tablazat. Réztolerancia és a hajtas Cu-, Fe-, Mn- és Zn-koncentraciékat befolyasolé QT L-ek az *"ITTMI’
térképezési populacional

Vizsgalt jelleg Legkozelebbi | Int' LR* Int® Fenotipusos | Add. | SMA® atlag
marker F-érték LOD | var. %* effekt® | F-érték

Hajtas szaraztomesg, kontroll | Xabg473b-5B 11.7356 10.976 | 2.23 17.7 0.0016 | 13.217 #kk

ok

Hajtas szaraztomeg, Cu- Xksuellb-14 12.5717 11.678 | 2.69 20.9 - 11.093 #*

kezelt ok 0.0017

Hajtds szdraztomeg, Cu- Xedo37b-5D 18.9056 16.712 | 3.64 27.1 0.0020 | 18.967 #k

kezelt ok

Cu-tolerancia (Tolerancia Xedo412b-5D 14.6739 13.402 | 3.19 28.9 0.0366 | 13.6143 Hkx

Index) ok

Hgjtas Cu-koncentracio, Cu- | Xksui27a-1B 17.8507 15.497 | 3.01 31.7 2.2 14.9238 *kx

kezelt ok

Hajtds Fe-koncentrdcio, Cu- | Xfba091a-3B 12.7186 11.595 | 2.57 32.0 -32 11.34849 #*

kezelt ok

Hajtds Mn-koncetrdcio, Xpsr903a-3B 12.3463 11.298 | 1.91 19.0 -125 12.927 *%*

kontroll ok

Hgjtas Mn-koncentracio, Cu- | Xpsr903a-3B 13.6724 12.348 | 2.43 23.6 -10.7 16.375 otk

kezelt ok

Hajtdas Zn-koncentracio, Xmwg30-34 10.6318 9.8994 | 2.0 285 7.6 5572 %

kontroll ok

Hajtas Zn-koncentracio, Cu- | Xedo545b-74 11.7158 10.789 | 1.91 23.2 7.4 9.464 #*

kontroll ok

Cu-akkumuldcios képesség Xbed1355-54 11.043 ** | 10.239 | 2.13 25.0 0.12 9.834

Magyarazat:

!_ Regresszios eljarassal végzett intervallum térképezés (Haley és Knott, 1992) alapjan kapott F-érték (QTL Cafe program, Seaton, G.).

2. Regresszios eljarassal végzett intervallum térképezés (Haley és Knott, 1992) alapjén kapott LR-érték (QTL Cafe program, Seaton, G.).

* - Maximum likelihood médszerrel végzett intervallum térképezés (Lander és Botstein, 1989) soran kapott LOD-érték (MapQTL 5 program,
Van Ooijen, 2003).

*_ Az egyedi QTL altal magyarézott fenotipusos variancia szézaléka (MapQTL 5 program, Van Ooijen, 2003).

5. Additiv effekt: pozitiv érték: a hatst okozo allél a *Synthetic’-bBl szarmazik; negativ érték: a hatdst okozod allél az *Opata85’-t6l
szarmazik.

. SMA: a single marker ANOVA analizishez tartozé F-értékek a megfeleld megbizhatosagi szintekkel (¥, **, ##%: P < 0.05 %, 0.01 % és
0.001 %, NS = nem szignifikans).

Egy Cu-toleranciat befolyasold QTL-t (QCut.ipk-5D, LOD=3.19) azonositottunk az
5D kromoszoma hosszu karjan, mely a rézkezelt novények hajtas szaraztomegét befolyasolo
QTL-lel (ODwec.ipk-5D, LOD=3.64) kozel azonos pozicioban helyezkedett el (20. tablazat,
25. abra). A Cu-toleranciat befolyasolé QTL a fenotipusos variancia 28.9 %-t magyarazta.

A hajtas rézkoncentraciokat kontroll korilmények kozott befolyasolo QTL-t nem
sikeriilt meghatarozni, de a rézkezelt névények hajtas Cu-koncentraciojat befolyasold QTL-t
(QOCuc.ipk-1B, LOD=3.01) az 1B kromoszoma hossza karjan sikeriilt azonositani (25. &bra,
20. tablazat). A 3B kromoszéman 3 QTL-t is sikeriilt meghatarozni: egy a Cu-kezelt
novények hajtas Fe-koncentraciojat (QFec.ipk-3B, LOD=2.57), 1-1 pedig a kontroll és kezelt
novények hajtds Mn-koncentraciojat (OMn.ipk-3B, LOD=1.91;, OMnc.ipk-3B, LOD=2.43)
befolyésolta — ez utobbi 2 QTL azonos pozicioban helyezkedett el. A kontroll névények
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hajtas Zn-koncentracigjat a 3A kromoszoéman elhelyezkedd (OZn.ipk-34, LOD=2.0), mig a
rézkezelt novények hajtds Zn-koncentracigjat a 7A kromoszoman elhelyezkedé QTL
(QZnc.ipk-74, LOD=191) befolyéasolta. Az egyes hajtas fémkoncentracidkat befolyasold
QTL-ek a fenotipusos variancia 19.0 — 32.0 %-ért voltak feleldsek (20. tablazat).

A rézakkumulalé képességet befolyasold QTL-t (QCua.ipk-54, LOD=2.13) az 5A
kromoszéma hossz karjan, a centromérahoz kozel sikertlt azonositani (20. tablazat, 25.

abra), mely a fenotipusos variancia 25.0 %-ért felels.

4.4.4.3. A Cu-toleranciat befolyasolo lokuszok térképezése single marker ANOVA
modszerrel

Single marker ANOVA analizissel hat Cu-toleranciat befolyasolé markert talaltunk P
< 0.05 %-os szignifikancia szint alkalmazasa esetén (21. tablazat). A legnagyobb hatasu
marker az 5D kromoszoman azonos pozicioban helyezkedett el, mint az intervallum
térképezéssel azonositott Cu-toleranciat befolyasolo QTL (QCut.ipk-5D). A toleranciat okozo
allél a ’Synthetic’-b8l szarmazott, azonban toleranciat fokozo kisebb hatasu allélokat az
"Opata85°-nél is azonositottunk (21. tablazat). Ez az eredmény magyarazat arra, hogy miért
talaltunk a rekombinans beltenyésztett vonalak kozott a sziiléi forméktdl szignifikansan jobb
tolerancigju vonalakat, annak ellenére, hogy a szul6k tolerancigja szignifikansan nem
kilonbozott. Az allélok kedvezd ujrakombindlodasa ugyanis uj tolerancia karakter

megjelenését eredményezheti az utodokban (transzgressziv szegregacid).

21. tablazat. A réztolerancia single marker ANOVA analizisének eredménye az ’ITMI’ térképezési
populicional.

Marker F-érték Tolerancia
jelleget adja az

Xedo412b-5D 13.6143 *** ’Synthetic’
Xwg24la-14 9.329987 ** ’Opata85’
Xmwg710b-7D | 6.8066309 * ’Synthetic’
Xbedl670a-44 | 6.589011 * ’Opata85’
Xabg473b-5B 4791575 * ’Opata85’
Xedol379-2D 4.032821 * ’Opata85’

* Rk &g FkE: gzignifikdns P <0.05 %, 0.01 % és 0.001 %-os szinten.



EREDMENYEK 78

25. abra. A Cu-tolerancia és az egyéb vizsgalt jellegek QTL-analizisének eredménye az ‘Opata83’ x
‘Synthetic’ keresztezésébél szarmazo buza térképezési populacié rekombinans beltenyésztett vonalainak
tesztelése alapjan.

Jelolések: A markereket a kromoszomak jobb oldalan jeloltik. A QTL-eket a legkozelebbi markerhez mutaté nyil jelzi. A QTL-ek
roviditése: ODw: kontroll novények hajtas szaraztomege, ODwe: Cu-kezelt névények hajtas szaraztomege, QCut: Cu-tolerancia, QCuc:
hajtas Cu-koncentracié a Cu-kezelt novényekben, OF ec: hajtas Fe-koncentracié a Cu-kezelt novényekben, OMn: hajtas Mn-koncentraci6 a
kontroll ndvényekben, OMnc: hajtas Mn-koncentraciéo a Cu-kezelt novényekben, OZn: hajtas Zn-koncentracié a kontroll névényekben,
OZnc: hajtas Zn-koncentracié a Cu-kezelt novényekben, QCua: hajtas Cu-akkumulalé képesség. A vastag nyil és a C betli a centroméra
pozicidjat jelzi. A single marker ANOVA modszerrel meghatarozott QTL-eket alahtizassal jeloltik.
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4.5 A ’Chinese Spring’ (tolerans) és ’Synthetic R93’ (érzékeny) buzafajta agronomiai
jellegeinek vizsgalata kontroll és 1500 mg/kg rezet tartalmazé talajon

Az eddigi kisérletekben legtoleransabbnak mutatkozé *CS’ terméseredményeit
vizsgaltuk egy <érzékenynek talalt fajtaval (CSynthetic R937) osszevetve iiveghazban.
Rézkezelés hatasara minden altalunk vizsgélt paraméter csokkent mindkét buzafajtanal (22.
tablazat). Bar a ’Synthetic R93’ fajta kontroll korilmények kézott jobban terem, mint a *CS’,
azonban rézkezelés hatdsara a *CS’ teljesit jobban, alatamasztva a fajta tolerans jellegét. A
terméseredmény csokkenése részben a bokrosodas elmaraddsanak, részben a kaldszkak,
illetve kaldszonkénti szemszam csokkenésének a kovetkezménye. Mindezek miatt a
’Synthetic R93’ termésmennyisége gyakorlatilag nullanak tekinthetd. Az tiveghazban kapott
terméseredményeket hektaronkénti terméseredményre kivetitve (4.5 millio csira/ha szamolva)
a ’CS’ kontroll koralmények kozott 5.625 t/ha, mig a ’Synthetic R93” 11.52 t/ha termést
hozna. Ugyanezek az adatok 1500 mg/kg Cu-t tartalmazo rézkezelt talajon 1.485 t/ha a ’CS’
és 0.315 t/ha a ’Synthetic R93’ esetében. Az liveghdzban kapott eredmények természetesen
nem adaptalhatok a szantofoldi korilményekre, de a fajtdk Cu-tolerancigja kozotti
kiilonbséget jelzik. Erdekes, hogy az ezerszemtomegek esetében egyik fajtanal sem figyeltink

meg a kontrollhoz képest jelentds csokkenést.

22. tablazat. Erésig nevelt *CS’ és *Synthetic R93’ buzafajtik terméseredményei kontroll és Cu-kezelt
(1500 mg/kg Cu-koncentracio) talajon nevelve.

'CS’ kontroll 'CS” 1500 mg/kg Cu-kezelt ‘Synthetic R93" | 'Synthetic R93’ 1500 mg/kg Cu-kezelt
Kontroll kontroll %-ban:
kontroll %-ban:
Hajtashossz (cm) 76 + 6.1 57.5+3.7 75.7 54+ 108 33.5+10.8 62.0
bokrosodas 26+0.5 1+£00 38.5 3+£0.0 1+£0.0 33.3
(oldalhajtas/novény)
kaldszhossz (cm) 7805 5.9+04 75.6 8.2+ 0.6 36+0.5 43.9
kaldszkaszam 20+ 0.6 13+ 1.6 65.0 14+ ] 7+£0.0 50.0
kaldszonkénti 253+5.2 16.8+3.8 67.2 19+£9 1.7+2.1 8.9
SZemszam
kaldszonkénti 0.52+0.15 0.33+0.07 63.5 0.85+0.45 0.07 £ 0.08 8.2
szemsuly (e/kaldsz)
1000szemtomeg 204+ 4.4 19.8+ 1.8 97.0 432+ 4.1 392+ 1.2 90.7
névényenkenti 629+ 154 16.8+3.8 26.7 58+ 1743 1.7+2.1 2.9
Szemszdm
novényenkeénti 1.25+0.27 033 +0.07 26.4 2.56 +0.63 0.07 +£0.08 2.7
szemsuly (g/novény)
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5. ERTEKELES

5.1. Cu-tolerans genotipusok keresése biiza- és buzarokonfajok kozott

A hexaploid buza allopoliploidizacidval, azaz vad gabonafajok kozoétti spontan
hibridizacidval alakult ki. A buza kialakuldsaban szerepet jatszd Aegilops és Triticum fajok
igy génforrasként szolgalhatnak a kornyezeti stresszekkel szemben ellenallobb, illetve jobb
mindségli buzafajtdk nemesitése soran. A diploid Aegilops uniaristata 3N kromoszomajarol
pl. az Al-toleranciat (Miller €s mtsai., 1992), mig a Thinopyrum bessarabicum tajbol a
sotlirésért felelds gént sikertilt a buzéaba atvinni introgresszios vonalak segitségével (King és
mtsai., 1997).

Cu-tolerans és érzékeny vonalak azonositasa céljabdl 27 Triticinae szubtribuszba
tartozo genotipus (degilops (kecskebuza) Triticum (buza), Secale (rozs) fajok és tritikalé) Cu-
tolerancia tesztelését végeztik el, melyek nem csak a hexaploid buza kozvetlen Oseit
reprezentaltdk (A, AB, D ¢s S(B) genomu fajok), de a kozeli rokonfajokat (rozs), és a
mesterségesen eldallitott genotipusokat is (hexaploid tritikalé, oktoploid Triticum
timonovum). 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 (Manyowa €s Miller, 1991) most is
megmutatkozott, de réztiird képességik a legtoleransabb buzafajtdk tolerancigjat csak
kismértékben haladta meg. Az Aegilops fajok kozott nem talaltunk kiugroan tolerans
genotipusokat. Az altalunk vizsgalt hexaploid genotipusok nagy része viszonylag toleransnak
tekinthetd - legtoleransabb a Chinese Spring’ fajta volt -, mig a ’Bankuti1201° kifejezetten

érzékenynek tilint a tobblet réz kérositd hatasaval szemben.

5.2. A réztoleranciat befolyasolo gének kromoszomalis lokalizaciojanak meghatarozasa
5.2.1. Nagyszamu genotipus Cu-toleranciajanak tesztelésére alkalmas talajos
novénynevelési rendszer kidolgozasa

A réztolerancia élettani vizsgalatahoz a vizkulturés tesztek az altalanosan elfogadottak,
azonban nagyszamu genotipus — pl. térképezési populaciok — tesztelésére a mddszer nem
alkalmas. A fentiek miatt kidolgoztunk egy talajos tesztelési rendszert, ahol szilard, elporitott
CuSO; . 5 HyO-t kevertiink a talajhoz. A réz-szulfatra azért esett a valasztasunk, mert
évszazadok oOta haszndljdk novényvédbszerként (,bordoi [€”), és a sz6lé valamint
komloiltetvények talajaba — ahol allokultarak egyéves novényekkel torténd felvaltasa esetén

a Cu-toxicitas valds probléma (Csatho, 1994) — szintén ilyen formaba jut be. Bar irodalmi
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adatok alapjan a réz toxikus hatasa mar 60-125 mg/kg talaj Cu-koncentracional jelentkezik
(Kabata-Pendias ¢€s Pendias, 1984), azonban nekiink még 375 mg/kg talaj Cu-koncentracion
sem sikeriilt a réz toxicitdsra utald tineteket megfigyelni 2 hénapos buzanévényeken. A
kisérleteink alapjan a buza réztolerancigjanak tesztelésére az 1000-1500 mg/kg Cu-
koncentracio a megfeleld. 3 év tapasztalata alapjan a leginformativabb az 1250 mg/kg Cu-

koncentracio.

5.2.2. A Cu-toleranciat befolyasold gének kromoszomalis lokalizaciojanak
meghatarozasa

A kromoszomalis lokalizaci6 meghatarozasanak egyik legegyszerlibb moddja a
megfeleld szubsztitucios sorozatok tesztelése (Sutka, 2004), ezzel a modszerrel azonositottak
pl. az Al- (Aniol és Gustafson, 1984; Aniol, 2004; Budzianowski és Wos, 2004) és a B-
tolerancidban ill. felvételben szerepet jatszé kromoszomakat (Paull és mtsai., 1988). A
"Chinese Spring’ (recipiens) / ’Cappelle Desprez’ (donor) szubsztitucids sorozat tesztelésének
eredménye a Cu-tolerancia poligénikus kontrolljat tamasztotta ald. Nehézfémtolerans
novényekkel korabban elvégzett genetikai vizsgalatok is azt mutattak, hogy a fémtoleranciaért
egy-két nagyobb hatasi €s néhany kisebb hatasu modositod gén felelés (Macnair, 1993; Schat
és mtsai., 2000) A vizsgalataink alapjan a buza réztoleranciajara a legnagyobb hatast a 7D,
5A, 3D ¢és 5D kromoszoma gyakorolta, az 5B és 6B kromoszomak csak kis mértékben, bar
szignifikansan befolyasoltak a recipens sziulé réztolerancigjat. Az 5-6s homeolog csoport
szerepét a buza/rozs szubsztiticiokkal elvégzett vizsgalataink is alatimasztottak.

A 3-as, 4-es, 5-0s ¢és 7-es homeoldg kromoszémak szerepét a fémstresszek
toleralasaban tobb fiiggetlen kisérletben is igazoltdk: a 3-as homeolog csoportba tartozo
kromoszomak az Al-toxicitas elleni védekezésben jatszanak szerepet a buzaban és rozsban
(Aniol €s Gustafson, 1984; Manyowa ¢€s Miller, 1991). A diploid Aegilops uniaristata 3N
kromoszémajaval sikeriilt az Al-toleranciat a buzaba atvinni (Miller és mtsai., 1992), valamint
a B-toleranciaért felel6s fébb gének hatasat moddosité géneket taldltak a rozs 3R, Ae.
sharonensis 3S, és az Agropyron elongatum 3E kromoszomajan (Manyowa 1989). A Cu-
toxicitas elleni védekezésben az buza-Aegilops geniculata hibrid vonalak vizsgalata alapjan
az Ae. geniculata 3U kromoszomaja jatszik szerepet (Landjeva €s mtsai., 1998).

A buza 4A és 4D kromoszomak az Al-, B- és Cu-toleranciaért felelés géneket
hordozzdk (Manyowa ¢és Miller, 1991), mig az arpa 4H kromoszoma a sotliréséért felelds
géneket hordozza (Forster €s mtsai., 1990).

Az 5-6s homeoldg csoport szerepe az asvanyi stresszek tolerdlasaban a Triticeae
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tribuszba tartozo fajoknal kozpontinak latszik: az Al-toleranciara nagy hatéast gyakorol a rozs
5R, az 5E°L/6E’L kromoszomék a Thinopyrum bessarabicum fajnal, és az 5D az ’Atlas 66’
buzafajtanal (Manyowa ¢és miller, 1991). A B-toleranciaért felelés géneket hordoz az
‘Imperial’ rozsfajta SR, és az Aegilops sharonensis 5S' kromoszémaja (Manyowa és Miller,
1991). A tobblet Cu toleralasdban szerepet jatszo nagyobb hatasu géneket hordoz a T
aestivum ssp. spelta SA, a ’Synthetic’ buzafajta SA kromoszémaéja, valamint kisebb modosito
géneket hordoznak a Thinopyrum bessarabicum SEb, SE’L/GE’L és a rozs 5R kromoszomaja
(Manyowa ¢s Miller, 1991).

A 7-es homeolog csoport szerepét a Cu-toleranciaban Manyowa ¢s Miller (1991), a B-
tolerancidban (7B, 7D) Jefteries és mtsai. (2000) vizsgalatai igazoltak.

A kilénbozé kisérletekben kapott gyakran eltéré eredmények - pl. sajat vizsgalatok és
Manyowa (1989) eredményei kozott - nem csak a réztolerancia poligénikus kontrolljat
valoszinlisitik, de elképzelhetd az is, hogy a kiilénb6z6é populacidkban ill. eltéré kisérleti
korilmények kozott a réztolerancidban szerepet jatszo gének eltérd6 mértékben
expresszalodnak. Az expresszid mértékét a novény kora, a kornyezet és a rézkezelés modja is
befolyasolhatja. Ganeva ¢s mtsai. (2003) ’Cappelle-Desprez’ (recipiens) — Bezostaya-1
(donor) szubsztiticios sorozattal elvégzett vizsgalata ravilagit a kisérleti korilmények
megvalasztasanak szerepére: buzansvényeket neveltek vizben (kontroll) és 10° M CuSOy .
5H,O-t tartalmaz6 oldaton a réztoleranciat befolyasolo kromoszémak meghatarozasa céljabol.
Ganeva és mtsai. (2003) Cu-kezelés hatasara a gyokér és hajtas szaraztomegekben nem
csokkenést, hanem esetenként 20 %-os novekedést figyeltek meg a kontroll (vizben nevelt)
novényekhez képest, szignifikans hatast a 7A, 1D, 3A, 3B, 3D, 4A és 4D kromoszomakon
hataroztak meg. Mindez azt jelzi, hogy az altaluk alkalmazott Cu-koncentracido nem volt elég
nagy a toxikus tiinetek, igy a novekedésgatlas kivaltasahoz. Az igy kapott eredmények tehat

inkdbb hasznéalhatok a normalis Cu-ellatasban — pl. rézfelvételben -, mint a Cu-elleni

védekezésben szerepet jatszo kromoszoémak azonositasara. A kornyezet, illetve a vizsgalathoz
hasznalt fajta szerepét talajos rendszerben elvégzett kisérleteink is alatdmasztjak: mig Kabata-
Pendias ¢és Pendias (1984) vizsgalatai szerint buizanal a toxikus tiinetek szabadféldon mér 60-
125 mg/kg talaj rézkoncentraciondl megjelentek, addig sajat tveghédzban elvégzett
kisérleteink soran 2 hetes korban 1000 mg/kg volt a legkisebb Cu-koncentraciod, ami

toxikusnak bizonyult.
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5.3. A Cu-toleranciat befolyasolo lokuszok fizikai és genetikai térképezése delécios és
introgresszios vonalak, valamint térképezési populaciok felhasznalasaval
5.3.1. A Cu-toleranciat befolyasoloé 10kuszok térképezése az SA kromoszéman

A térképezési populaciok illetve delécids vonalak segitségével az SA kromoszoma
hosszu karjan az Xgwmli86 ¢€s Xgwml26 mikroszatellit markerek kozotti régiot sikerult
meghatarozni, mint réztoleranciat befolyasolé 1okuszt. A delécids sorozatokkal kapott
eredmények osszevethetok a CS(ChSA) x *CS(TspSA) térképezési populacion kapott
eredményekkel, a réztoleranciat befolyasolo 16kuszok a kromoszoma azonos régidjaba esnek
(26. abra). Az "ITMI’ populacion ugyan az SA kromoszoéméan nem talaltunk Cu-toleranciat
befolyasold 16kuszt, azonban sikeriilt egy réz-akkumulalo képességet befolydsolo régiot
térképezni, mely a térképek Osszevetése alapjan kozvetlenil a masik populacion
meghatarozott Cu-toleranciat befolyasol6 16kuszok mellett helyezkedik el az SA kromoszéma

hosszu karjan (26. abra).

ITMI CS(Ch5A) X CS(Tsp5A) CcS
Térképezési populacio Térképezési populacio 5AL deléciok
Cua.ipk-54
ngﬁngkg cu Xgwm 15—+
LOD=2.13
~~~~~ C
-4 Xedo412e  TTe~l
X Xcdo57a  ~~w_
B B
P Xmwg624 TR
— Xbed1253b TN~eo_ Xgwm156—4
- ~-Xgwm11H—§
~~~~~~~ Xqwm 186 #
P Xbed183 Tl Xgwm 1236 Cu-tolerancia
______ Xqu639 1500 mg/kg Cu
—Xrz395b Xqwm617 +
-4 Xcdo1326 _B sac10 Cu-tolerancia
Xgwm982 ~ _ 1250 mgkg Cu
/y- N
- Xabg391 S SALE o
1 ; Xgwm126 ~ N SALEdr
Xwg114a Cu-tolerancia ~ 54L-20
1250 mg/kg Cu s
Xgwm995—~_ S~ 5AL'2,\
Xgwm410—F ~-Z==0 Cu-tolerancia
- Xmwg2112 1250 mg/kg Cu
5AL 5AL 5AL

26. abra. A Cu-toleranciat illetve a hajtas Cu-akkumulalé képességet befolyasolé régiok térképezése a
biza SA kromoszéoman. A CS(ChSA)’ x *CS(TspSA) térképezési populacion a markerek elhelyezése
Réder és mtsai. (1998) mikroszatellit térképe alapjan késziilt. Az egyes térképek egymasnak

megfeleltethetd régidit szaggatott vonal koti 6ssze.

5.3.2. A Cu-toleranciat befolyasolé 10kuszok térképezése az SB kromoszoman
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Térképezési populaciok segitségével sikerilt az SB kromoszéman egy kis hatasu
lokuszt meghatarozni mind az "ITMI” (QCut.ipk-5B), mind a ’"CS’ x *CS(Ch5B)’ térképezési
populéaciok segitségével. Az 'ITMI’ populacional a réztoleranciat befolyasold 1okusz az
Xabg473b RFLP markerrel kapcsoltan helyezkedett el, mig a masik populacional a hatés az
Xgwm371 és Xgwm499 SSR markerekkel volt kapcsolt (27. abra). A két eredmény egybevag
egymassal, ugyanis az Xabg473 RFLP marker szorosan kapcsolt az Xgwm499 SSR markerrel
(Roder és mtsai., 1998; Roder, 2004, személyes kozlés).

ITMI CS x CS(Ch5B)
Térképezési populacio Teérképezési populacio
—§ Xbcd873b Xgwm443 B
Xgwm197 — %
C Xgwm810 — R
—J-Xbcd1871a
—-Xabc164 |
X Xivg889 Xgwm1165—
Xtam72c Xqwm3T1 :. . OCut ipk-5B
—-Xbecd1140 gwm499 - (1250 mg/kg Cu)
QCut.ipk-5B L i D
—" abg473b | ccmmmmmmm===" B
(1000 mg/kg Cu) 2 Xgwm639 ——]
________ Xgwmb54 —%
- Xmwg914_ ceemmmmmmm=mT
—4-Xbed307b Xgwm1043—R
—4-Xbe
N Xrba166
—-Xfba332
—}Xcdo504 n - xgwmaos — L
—X-Xcdo1326b —— |
I Xcdo584
Xgwm1016 |
—B-Xabc310 Xgwm118 — %

27. abra. A Cu-toleranciat befolyasolé régiok térképezése a biiza SB kromoszoman. Az egyes térképek

egymasnak megfeleltethetd régioit szaggatott vonal koti 6ssze.

A ’CS’ x ’CS(ChSB)’ populacion az Xgwm371 és Xgwm499-es markereknél a
tolerancia karaktert a ’Cheyenne’ allél hordozta. Mivel ez a QTL a fenotipusos variancia
mindossze 10 %-ért volt felelds, igy feltételezhetéen kell lennie még egy régidnak a
kromoszoman, ahol egy nagyobb hatasi QTL talalhat6. Ezt alatamasztja az is, hogy bar a
sziil6k kozul a *CS’ volt a toleransabb, a megtalalt QTL esetében mégis a *Ch’ allél felel6s a
tolerancia karakterért. A masik QTL-nek igy a *CS’-tél kell szarmaznia, €s feltételezhetéen a

kromoszdma egy olyan régidjaba esik, amelyet a markerekkel nem sikertilt lefedni.
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5.3.3. A Cu-toleranciat befolyasolé l10kuszok térképezése az SD kromoszéman

Az ’ITMID’ térképezési populacid esetében a Cu-toleranciara a legnagyobb hatast
gyakorlé QTL-t az 5D kromoszéma hosszi karjan térképeztik (QCut.ipk-5D, LOD=3.19),
mely az Xcdo412 RFLP markerhez kapcsoltan helyezkedett el az 5D kromoszéma
centromérahoz kozeli részén (89. abra). Ez a QTL a fenotipusos variancia 28.9 %-at
magyarazta, és kozel azonos pozicioban helyezkedett el, mint a rézkezelt novények hajtas

szaraztomegét befolyasolo QTL (ODwc.ipk-5D, 3. fejezet, 25. abra).
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28 abra. A Cu-toleranciat befolyasolé régiok térképezése a buza SD kromoszéman. Az egyes térképek

egymasnak megfeleltethetd régioit szaggatott vonal koti 6ssze.

A delécios vonalakkal végzett vizsgalatok alapjan az 5D kromoszéma hosszi karjanak
telomérdhoz kozeli része is szerepet jatszik a Cu-tolerancidban. Sajnos az "ITMI’ populéacion
térképezett QTL az 5D kromoszdéma delécidk altal nem érintett részén helyezkedik el, igy
ezeket a rendelkezésre allo delécios vonalakkal térképezni nem lehet. Az eredmények alapjan

feltételezhetd, hogy az 5D kromoszoman tobb, a Cu-toleranciara hatast gyakorlo régio is
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elhelyezkedik.
5.3.4. A réztoleranciat befolyasolo lokusz térképezése a 3D kromoszoman ’Chinese
Spring’-Aegilops tauschii introgresszios (kozel izogén) vonalak segitségével

Mivel a *Chinese Spring’/’Cappelle Desprez’ szubsztitiicids sorozat vizsgalata alapjan
a 3D kromoszoma is szerepet jatszik a réztoleranciaban, ezért a gaterslebeni intézetben
elvégeztiik a *CS’-Ae. tauschii introgresszios vonalak réztolerancia tesztjét is.

Az egyszerti variancia analizis alapjan a Xgwm6/-es markernél talaltunk szignifikans,
Cu-toleranciat befolyasold hatast. A tolerans allél a ’CS’-bdl szarmazott, igy ebben az esetben
is — mint a korabbi vizsgalataink sordn is — a "CS’ volt a tolerans genotipus. Az Xgwml6/-es

marker a 3D kromoszdma rovid karjan helyezkedik el (4.4.1. fejezet, 18. abra.).

5.3.5. A Cu-toleranciat befolyasolé kisebb hatasu l10kuszok térképezése az 1A, 4A, 2D, és
7D kromoszomakon

Az ITMI’ buza térképezési populacié tesztelése soran az SD és 5B kromoszémak
mellett az 1A, 4A, 2D, és 7D kromoszémakon is talaltunk Cu-toleranciat befolyasold kisebb
hatast (4.4.5.3. fejezet, 25. dbra). Ezeken a kromoszomakon térképezett I6kuszok feltehetden
nem specifikusan a Cu-toleranciaért feleldsek, hanem az altalanos kornyezeti adaptaciot
illetve a novények fejlédését befolyasolo géneket hordoznak. Ezt alatdmasztja, hogy a 2DS és
4AL kromoszoman megfigyelt Cu-toleranciat befolyasold régiokban ugyanezen a populacion
térképeztek korabban olyan nagy hatasi QTL-eket, melyek a viragzasi 1dot, kalaszonkénti
szemszamot, novénymagassagot, kalaszhanyasi 1d6t és a kalasz hosszat befolyasoljak (Borner

¢s mtsai., 2002).

S5.4. A hajtas Cu-, Fe-, Mn- és Zn-koncentraciokat és a Cu-akkumulalé képességet
befolyasolo l0kuszok térképezése

A buza az emberiség legfontosabb gabonandvénye, szemtermése azonban a
humantaplalkozas szempontjabol nagyon kevés Fe-t €s Zn-t, €s kisebb mértékben, de szintén
kevés Cu-t €s Mn-t tartalmaz (Salunkhe €s Desphande, 1991). Korabbi vizsgélataink alapjan a
buzafajtak és buza rokonfajok szemtermés asvanyi Osszetétele nagy variabilitast mutatott az
egyes genotipusok kozott (Balint €s mtsai., 2001), igy a genetikai alapanyag a kedvezdbb
szemtermés asvanyi Osszetételi fajtdk nemesitéséhez rendelkezésre all. A megfigyelések
szerint a nagyobb hajtds dsvanyi elemtartalmu genotipusok szemtermésében is magasabb
asvanyi elemtartalom varhaté (Welch, 1986). Az *ITMI’ populécio szelektalt rekombinans

vonalainal meghataroztuk ezért a hajtas Cu, Fe, Mn és Zn-tartalmakat kontroll és Cu-kezelt
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korilmények kozott befolyasolé QTL-eket, mely segithet a magasabb hajtas — és ezaltal
szemtermés — asvanyi osszetételli fajtak szelektalasaban.

A Fe és Cu esetében nem taldltunk a kontroll korilmények kozott nevelkedett
novények hajtas fémkoncentracidjat befolyasolo QTL-t. A 3B kromoszoma centromerikus
régidjan hataroztuk meg a Cu-kezelt novények hajtas Fe koncentracidjat befolyasold QTL-t
(QFec.ipk-3B). Szintén ebben a régioban, de mas pozicidban térképeztik a hajtas Mn-
koncentraciokat befolyasolo QTL-eket mind a kontroll (OMn.ipk-3B), mind a Cu-kezelt
(OMnc.ipk-3B) novényeknél. A hajtas Zn-koncentracidkat kontroll koérilmények kozott
befolyasoldé QTL-eket a 3A kromoszoma hosszu (QZn.ipk-34), és TA kromoszoma rovid
karjan térképeztik (QZn.ipk-74).

A Cu-kezelt novények hajtas Cu-koncentréaciojat befolyasoldo QTL-t (QCuc.ipk-1B) az
IBL kromoszdéma disztalis végén térképeztiik, mig a Cu-akkumuléalé képességet befolyasolo
lokuszt (QCua.ipk-54) az SA kromoszoma hosszu karjanak proximalis, centromérahoz kozel
esO részén. Buza-rozs addicids vonalak vizsgalataval a hajtas Cu-koncentracidkra a rozs SR
kromoszoméja gyakorolt szignifikdns hatast (Schlegel és Cakmak, 1997). A mikroelemek
felvételében szerepet jatszo mugineinsav szintézis is feltehetden az 5-0s kromoszoméakhoz
kotott, mivel rozsnal a mugineinsav szintézisre az SR kromoszoma gyakorolt hatast (Mori €s
mtsai.,, 1990), valamint a nehézfémek felvételére hatast gyakorld6 hidroxamsavak
akkumulacidjat a buza 5B kromoszdéma befolyasolta (Niemeyer €s Jerez, 1997).

Erdekes, hogy a rozs Cu-hasznositas hatékonysagaban (Cu-efficiency) szerepet jatszod
gént is az SR kromoszoman térképezték fizikailag (Schlegel €s mtsai., 1993), illetve az
SA/5RL buza-rozs transzlokaciés vonalban a rozs kromoszomaszegment fokozta a Cu-
hasznositas hatékonysagat (Owuoche és mtsai., 1996).

A vizsgalt nehézfémek hajtas koncentraciojat kiillonboz6 QTL-ek befolyasoltak, ami a
szigoruan fém-specifikus nehézfémion felvételre és/vagy transzlokéciora utal. Arabidopsis-
ban a szemtermés asvanyi Osszetételét befolyasoldé QTL-ek térképezése azt mutatta, hogy a
legtobb asvanyi elem koncentraciojat eltéré 1okuszok befolyasoljak (Vreugdenhil és mtsai.,
2004). A 25 azonositott QTL régiobol 23-hoz a feltételezett géneket is megnevezték
(Vreugdenhil és mtsai., 2004), melyek membrankotott kation transzporterek (Méser €s mtsai.,
2001; Delhaize és mtsai., 2003; Axelsen ¢és Palmgreen, 2001), vas ion homeosztazist
befolyasold ferritin gének (Petit és mtsai., 2001), és a NAS gén volt, mely a nikocianamin
szintéziséért felelds (Suzuki €s mtsai., 1999). Buzanal még nem térképeztek fémion
transzporter géneket, de az altalunk azonositott QTL-ek feltétezhetGen szintén ezen fehérjéket

kédold  géneket, ill. egyéb, fémionhomeosztazist befolydsolo gént kodolnak. A
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fémiontranszporterek a novények elemtartalmara gyakorolt hatdsat igazoltak: arpaban
expresszaltatott Arabidopsis Zn transzporter (A1ZIP1) a teljes novény — beleértve a
szemtermést 1s — Zn és Fe koncentraciojat megduplazta (Ramesh €s mtsai., 2004).

A kontroll korilmények kozott nevelkedett novények esetében a hajtas nehézfémion
koncentraciok szoros pozitiv korrelaciot mutattak, igy ha a névény hajtasaban magas a Cu-
koncentracio, akkor magas hajtds Fe-, Zn- és Mn-koncentracidkat is varhatunk. Ez a
megfigyelés felgyorsithatja a kedvezébb hajtas €s szemtermés asvanyi Osszetétéli buza
nemesitéset.

Az altalunk elvégzett talajos kisérleti rendszerben a vizsgalt vonalak hajtas Fe-, Zn- és
Mn-koncentracioja lecsokkent a Cu-kezelés hatdsara, mely a Cu és egyéb fémek kozotti
kompeticid, illetve a felvétel vagy transzlokéacio megzavarasa lehet az oka. Lanaras és mtsai.
(1993) a hajtas Cu- és Zn-koncentraciok novekedését irtdk le természetesen rézben gazdag
talajon termesztett buza vizsgalata alapjan, de a hajtas Fe-koncentracidk nem valtoztak a
normalis talajon nevelkedett novényekhez képest. Vizkulturaban nevelt buza fajtaknal a
tobblet Cu hatasara a hajtas Fe-tartalmak lecsokkentek (Tari €s mtsai., 2002). A kiilonb6zd
kisérletekben kapott eltérdé hatds oka az eltérd nevelési kornyezet, az eltérd genotipusok

alkalmazasa, vagy az eltérd fejlodési fazisokban elvégzett vizsgalatok lehetnek.

5.5. Réztolerans buzafajtiak felhasznalasa
5.5.1. Rézszenyezett talajok hasznositasa

Az érésig nevelt réztolerans CS’ és érzékeny *Synthetic R93’ terméseredményeinek
vizsgalata megmutatta, hogy a tolerans ’CS’ még kozel 1.5 t/ha termést hoz (becstilt érték),
amikor az érzékeny fajta mar csak alig tobb, mint 300 kg/ha termésre képes. A CS’ atlagos
hajtashossza 76 cm-r6l 57 cm-re csokkent a rézkezelés hatasara, igy a termés begytjtése is
megoldhatd még. Az ezerszemtomegek nem csokkentek jelentdsen, igy — amennyiben a
részletes beltartalmi vizsgélatok alapjan a minéség megfelelé — akar humantéaplalkozasra is
alkalmas lehet a termés. Erre minden esély megvan, hiszen az "ITMI’ populacié RIL-jeinek
hajtas Cu-koncentraci6 vizsgalata alapjan 1000 mg/kg Cu-kezelés hatasara a Cu-
koncentraciok atlagosan 1.75-szor voltak magasabbak, mint a kontroll novényeknél, raadasul
a rézzel szemben toleransabb RIL-eknél az atlagnal alacsonyabb Cu-koncentraciokat mértink.
Mivel a hajtas 4svanyi elem koncentracioja korrelal a szemtermés &asvanyi elem
koncentraciojaval (Welch, 1986), igy a szemtermésben sem varhatunk a kontroll értékek
kétszeresénél magasabb Cu-koncentraciot. Az ABD genomu buza szemtermésének Cu-

koncentracioja szantofoldi korilmények kozott 3.0-11.3 mg/kg kozott valtozik (Ghanbari €s
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Mamesh, 1971; Balint és mtsai.,, 2001), amelynek megdupldzasa még nem jelent
egészségligyi kockazatot. A magas liszt Cu-koncentracio kialakulasanak veszélyét az is
csokkenti, hogy a buzaszem asvanyi anyagainak mintegy 75%-az Orléskor eltavolitott héj- és
aleuronrétegben, 20 %-a magbelsOben, €s mintegy 5 %-a csirdban talalhato (Czerniejewski és
mtsai., 1964). A fehérlisztben a rézkoncentracio emiatt a teljes szemben mért értéknek

mindossze a harmada (Peterson és mtsai., 1983).

5.5.2. Rézszennyezett talajok megtisztitasa

Az ITMI’ populécio rekombinans beltenyésztett vonalainak vizsgalata alapjan a buza
eltavolithatd Cu-mennyisége a Cu-kezelt novényeknél nem sokkal haladja meg a normal
talajon ndtt novények Osszes Cu-tartalmat - igy Osszességében alacsony szinten maradt.
Ennek oka az wvolt, hogy a jobb hajtasakkumuléldo rekombinans vonalaknak a
biomasszaprodukcioja kisebb volt, mint a hajtdsukban a rezet kevésbé akkumulaloké. Ez
egybevag a fém-hiperakkumulélo novényeknél megfigyelt altalanos jelenséggel, mely szerint
a nehézfémakkumulalé fajoknak altaldban kicsi a biomassza produkcidja (Maywald és
Weigel, 1997). Az altalunk vizsgalt gabonagenotipusoknal kiemelkedden magas
réztartalmakat szintén csak a legkisebb biomasszaprodukcioju Aegilops (kecskebuza) fajoknal
mértiik. A legnagyobb hajtas Cu-koncentraciét a buza D-genomjanak diploid donor fajanal,
az Ae. tauschii-nal figyeltik meg (171.3 mg/kg Cu), mig a buzafajoknal ez az érték 49.2-73
mg/kg kozott valtozott. Ez felveti a lehetdségét, hogy hajtds akkumulalé genotipusok
nemesitésé¢hez az Ae. tauschii a hajtas Cu-akkumuléciot befolyéasolo gének potencialis forrasa
lehet.

Kelat indukalt fitoextrakcioval valoszinlileg novelhetd a buza altal a talajbol
eltavolithatd Cu-mennyisége: az Pb esetében ugyanis megfigyelték, hogy a szulfat és EDTA
talajhoz torténd adagoldsa megnovelte a szennyezett talajon nétt buza Pb-felvételét, és a Pb

hiperakkumulalasat (1095 mg/kg Pb a hajtasban) eredményezte (Cui és mtsai., 2004).

5.6. A réztolerancia feltételezett mechanizmusa
5.6.1. Az 5-6s homeoldg csoport szerepe

Mind szubsztitucios analizissel, mind genetikai és fizikai térképezéssel tobb Cu-
toleranciat befolyasolo kromoszomat illetve lokuszt is sikerilt azonositanunk. Néhany

kromoszdman fluggetlen genetikai anyagokkal is sikertilt hatast megfigyelniink:
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3D: ’CS’/’CD’ szubsztitaciok, *CS’/Ae. tauschii introgressziok,

SA: ’CS’/°CD’ szubsztituciok, buza/rozs SR(SA) szubsztiticio,
"CS(ChSA) x *CS(7TspA)’ SCR-ek, ’CS’ SAL deléciok,

5B: CS’/’CD’ szubsztitaciok, ’CS’ x *CS(Ch5B)’ SCR-ek, "ITMI’ RIL-ek,
5D: ’CS’/’CD’ szubsztitacidk, *CS’ SDL delécios vonalak, "ITMI” RIL-ek,
7D: CS’/’CD’ szubsztitaciok, 'ITMI” RIL-ek.

Az 5-6s homeolog csoport szerepe meghatarozonak tlinik, ami nem meglepd, hiszen a
Triticeae tribuszban elsdsorban ezeken a kromoszomakon lokalizalodnak az asvanyi stresszek
(Forster és mtsai.,, 1990, Forster, 1992), illetve altalanosan az abiotikus stresszek
toleralasaban fontos gének (Cattivelli és mtsai., 2002; Galiba, 2002). A fagytiirést (Sutka ¢€s
Snape, 1989; Galiba és mtsai.,, 1995; Snape és mtsai.,, 1997; Sutka és mtsai.,, 1999),
vernalizacios igényt (Galiba €s mtsai., 1995; Snape €s mtsai., 1997; Sutka és mtsai., 1999) és
viragzasi 1d6t (Toth és mtsai., 2003) befolydsold fontos gének szintén az 5-0s csoport
kromoszomain lokalizalodnak, melyek pleiotrop moddon befolyasolhatjdk a az asvanyi
stresszek toleralasaban fontos géneket. Forster (1988) a sotlirés vizsgalata alapjan ezt azzal
indokolta, miszerint a koraisag egy eldnyos karakter magas sékoncentracidju kornyezetben,
mivel a novény igy képes befejezni az életciklusat miel6tt a komolyabb karosodasok
bekovetkeznének. Ezt alatamasztja, hogy a fObb viragzas idejét meghataroz6 gének pleiotrop
hatastiak a Na’ és K akkumulaciora, és szorosan kapcsoltak lehetnek a so toleranciaért
felelos génekhez (Forster, 1992). Az 5-6s homeoldg csoport kromoszomai befolyasoljak a
szabad aminosav- (Galiba és mtsai., 1992), poliamin- (Galiba €s mtsai., 1993), és szénhidrat-
(Vagujfalvi és mtsai., 1999) akkumulaciét is, melyek fontos szerepet toltenek be az abiotikus

stresszek elleni védekezésben (Galiba, 2002).

5.6.2. Védekezés a kizarasi mechanizmussal

A fémstresszel szembeni védekezésben két alapvetd stratégia, a kizarasi ill. a
tolerancia stratégia jatszhat szerepet (Maywald és Weigel, 1997). A Cu-tolerancia és hajtas
Cu-akkumulalo képesség kozott az "ITMI’ térképezési populacional megfigyelt szignifikans
negativ korrelacid alapjan a tolerans genotipusok fokozott Cu-tolerancigjaban a kulcsszerepet
a Cu-felvétel, illetve transzlokécio korlatozasa jatssza (kizarasi mechanizmus). A gabonafélék
sotlirésének részletes vizsgalata is azt mutatta, hogy azok a genotipusok toleransak, melyek

hatékonyabban tudjak kizarni a hajtasukbol a natriumot. A K'/Na' diszkriminaciét a 4D
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kromoszoman elhelyezked6 16kusz (Knal) szabalyozta (Dubcovsky és mtsai., 1996). A buza
B-tolerancigjanak kialakitasaban szintén a kizarasi mechanizmus jatssza a dont6 szerepet, a
B-felvételt egy, a 7B kromoszoéman elhelyezkedd 16kusz kontrollalta (Jefferies €s mtsai.,
2000). Cu-tolerans ¢s Cu-érzékeny Elsholtzia argyi okotipusok vizsgalata szintén azt mutatta,
hogy rézkezelés hatasara a tolerans genotipusndl a gyokérbdl hajtasba torténd transzlokécio
kisebb mértékii, ezaltal a hajtas Cu-koncentracidjat alacsonyabb szinten tudja tartani (Jiang €s
mtsai., 2004). A Cu-akkumulalo6 képességet az 'ITMI” buza térképezési populacional az SAL
kromoszoman 1évé QTL befolyésolta, és az 5-6s homeolog kromoszéméak hajtas Cu-
tartalmakra gyakorolt hatasat is leirtak (Schlegel ¢s Cakmak, 1997). A kizarasi mechanizmus
egyik modja lehet a szabad nehézfémionok rizoszféraban torténd lekotése novény altal
kivéalasztott kelatorokkal (féleg szerves savakkal). A buza gyokerek citrat €s malat
kivélasztasat Cu-kezelés és Al-kezelés hatasara mar megfigyelték (Nian és mtsai., 2002), de a
szerepilk a nehézfémek elleni tolerancidban még nem egyértelmi. Kizardsi mechanizmus
masik modja lehet Cu-specifikus influx pumpak csokkentett, illetve efflux pumpak fokozott
aktivitasa. A fokozott fémion-efflux altal elért fémtoleranciat prokaridtaknal kiterjedten
vizsgaltak (Silver és Misra, 1988). Hiperakkumulalé névények vizsgalata azt mutatta, hogy az
ioncsatornak fokozott aktivitasa els@sorban a fokozott hajtasakkumuléaciéért — egész pontosan

a xilém feltoltésért (xylem loading) -, és nem a fokozott toleranciért feleldés (Papoyan €s

Kochian, 2004). A tolerancidért feltehetden egy olyan fehérje fokozott expresszidja volt
felelds, mely a citoplazmaban képes lekotni a nehézfémeket (Papoyan €s Kochian, 2004). A
nehézfémtranszporterek fokozott expresszaltatasa elsGsorban a kedvezdbb asvanyi
osszetétell, illetve fitoremediacios célu felhasznaldsra alkalmas novények szelektaldsaban
jatszhat szerepet, amit a mar emlitett. arpaban expresszaltatott Arabidopsis Zn transzporter

hatasa is igazolt (Ramesh és mtsai., 2004).

5.6.3. Védekezés a tolerancia mechanizmussal

A Cu-toxicitas altal okozott oxidativ stressz kivédésében a biokémiai detoxifikald
rendszer is szerepet jatszhat, melynek enzimatikus komponensei kéz¢ tartozik a szuperoxid-
dizmutaz. A Cu/ZnSOD géneket buzaban a 7-es homeolog kromszomak hosszi karjara
térképezték (Wu ¢és mtsai., 1999), mi a 7-es homeoldg kromoszomak kozil csak a 7D
kromoszéma rovid karjan talaltunk a Cu-toleranciat befolyasold kis hatast. Ez az enzim
ezaltal — ha szerepet is jatszik a védekezésben — csak kis mértékben lehet felelos a
toleranciaért. Cu stresszel kapcsolatban még nem sikertlt megfigyelni, hogy az antioxidativ

enzimek fokozott mikodése egyértelmi szerepet jatszana a védekezésben (Schiitzendiibel és
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Polle, 2002).

A Cu-toleranciaban a fémkotd vegyiiletek — metallotioneinek (MTs), fitokelatinok
(PCs), ill. szerves savak szerepe sem egyértelmlien bizonyitott. MT szerli fehérje
transzkriptek mennyisége ugyanis bizonyos fajoknal Cu-ionok hatasara csokkenhet (Mimulus
guttatus - De Miranda és mtsai., 1990; Glycine max cv. Saxa - Kawashima ¢€s mtsai., 1991),
illetve novekedhet is (Arapidopsis thaliana - Zhou €s Goldsbrough, 1994). Arabidopsis-nél
az MT?2 gén szerepét a Cu-toleranciaban egyértelmiien bizonyitottak (Murphy és Taiz, 1995a,
b). Az MT géneket kodolo régiok egyszeres kopiaban fordulnak eld a hexaploid buza 1A, 1B
és 1D kromoszomajanak hosszu karjan (Gale személyes kozlése, idézve: Kawashima és
mtsai.,, 1992). Az 1A kromoszoéma hosszi karjan megfigyeltiink egy kis, Cu-toleranciat
befolydsolo hatast, ami korantsem biztos azonban, hogy MT-szerli gének expressziojanak
koszonhetd.

A buza Cu-tolerancidjaban a fitokelatinok (PCs) szerepe sem igazolt, bar a cDNS-ek
vizsgalataval igazoltak, hogy a TaPCS!I (buzabol izolalt cDNS) a Cd*" tolerancidban szerepet
jatszik (Clemens €s mtsai., 1999). Ez a gén a fitokelatin-szintdz (PCS) enzimet kodolja, mely
a glutationbol (GSH) torténd fitokelatin szintézisért felel6s. Rézstressz hatasara emiatt a GSH
szint lecsokkenhet (pl: Silene cucubalus — De Vos és mtsai., 1992; Arabidopsis thaliana —
Xiang és Oliver, 1998), mely a GSH fitokelatin szintézishez torténd felhasznalasanak a
kovetkezménye (Zenk, 1996; Mehra ¢€s Tripathi, 1999). A GSH mennyiségét a cisztein
koncentrécio, valamint a y-glutamil-cisztein (y-EC)-szintetdz aktivitasa hatarozza meg, mely a
GSH szintézist katalizélja a y-EC prekurzorbdl. Rézkezelt relativ tolerdns buzafajtak
gyoOkerében a cisztein mennyisége megnétt, egyediil a legérzékenyebb genotipusnal nem volt
ez megfigyelhetd (Tari és mtsai., 2002). Emiatt ennél a fajtanal a yEC, a GSH, valamint egy
GSH homolég tripeptid, a hmGSH koncentracioja is alacsonyabb volt a gyokérben (Tari és
mtsai., 2002). Ezek a vizsgalatok ugyan a fitokelatinok szerepét kozvetlentl nem tamasztjak
ala, de a GSH védekezésben betoltott szerepét jelzik.

A nehézfémtolerancia pontos mechanizmusa még nem teljesen tisztazott a
novényeknél. Felgyorsithatja ezeket a kutatdsokat azoknak a természetesen nehézfémtolerans
¢s akkumulalo fajoknak a vizsgélata, melyek kozeli rokonanak genomjat mar szekvenaltak.
Intenziven vizsgéljak pl. az Arabidopsis thaliana rokonét, az Arabidopsis halleri-t, mely
természetesen eléforduld Zn-tolerans €s Zn-hiperakkumulalo faj (Drager és mtsai., 2004). A
buza nehézfémtolerancidjanak ill. nehézfémakkumulalasanak vizsgalatat igy varhatoan az

egyszerlibb genomszervezddésii arpaval elvégzett vizsgalatok (Ramesh és mtsai., 2004) is
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jelentdsen segithetik.
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6.1. OSSZEFOGLALAS

Balint Andras Ferenc

srer

lokuszok térképezése

A réz az egyik legfontosabb esszencialis novényi tapelem, nagy koncentracidban
azonban toxikus, karositja a novények optimalis fejlédését, jelentds termésveszteséget okozva
igy a termesztett novényeinknél. Réztolerans buzafajtak termesztésével a termésveszteség
csokkenthetd, €s hajtasukban a rezet nagy koncentracidban akkumulédld tolerans fajtdk a

A gabonafélék szemtermésébdl készilt élelmiszerek az 0sszes eldallitott élelmiszer 50
%-at teszik ki, azonban a kozonséges buza (7riticum aestivum L. ssp. aestivum) szemtermése
az optimalishoz képest nagyon kevés esszencialis Fe-t €s Zn-t, valamint szintén kevés Cu-t €s
Mn-t tartalmaz. Igy bar a nehézfémszennyezett talajokon termesztett novényeknél a
fogyasztasra szant novényi részek nehézfémtartalmat alacsonyan kell tartani, azonban nem
szennyezett talajokon termesztett ndvények esetében bizonyos elemekbél (Fe, Mn, Cu, Zn) a
szemtermés asvanyielem-koncentracidjanak a novelése lenne kivanatos. Amennyiben egy
novény hajtasaban a Cu-, Fe-, Mn- és Zn-koncentraciok magasak, 0gy a szemtermésében is
magas mikroelem koncentraciok varhatdk. Ezaltal a hajtas mikroelemtartalmakat befolyasold
QTL-ek azonositasaval kedvezObb szemtermés mikroelem-osszetételti buzafajtadk marker
alapu szelekcioja (Marker Assisted Selection, MAS) valhat lehetéve.

Munkam célja a buza Cu-toleranciajat €s a hajtas Cu-, Fe-, Mn- és Zn-koncentracidkat
meghataroz6 kromoszémak és 1okuszok azonositasa volt.

Az els6 lépésben 27 Triticinae szubtribuszba tartozd gabonagenotipus tesztelését
végeztilk el vizkultiraban. A réz hatasara a biomasszaprodukcioban bekovetkezd csokkenés,
illetve a fluoreszcencia indukcios paraméter valtozasa alapjan a Secale (rozs) fajok voltak a
legtoleransabbak, és sikerilt viszonylag tolerans és érzékeny hexaploid buza genotipusokat is
azonositanunk.

A kovetkezd 1épésben a Chinese Spring’ (recipiens, tolerans)/’Cappelle Desprez’
(donor, érzékeny) szubsztitiiciok tesztelésével azonositottuk a Cu-toleranciat befolyasold

kromoszomaékat (3D, SA, 5B, 5D, 6B és 7D). Az 5-6s homeolog kromoszomak szerepét
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buza/rozs szubsztituciok réztolerancigjanak tesztelésével is igazoltuk.

A Cu-toleranciat befolyasoldé QTL-ek és 10kuszok meghatarozasa céljabdl leteszteltik
3 térképezési populacié (COpata85’ x *Synthetic’ CITMI’ térképezési populacio), ’CS(ChSA)
x CS(TspSA)’, ’CS’ x CS(Ch5B)Y’) €s az SA €s 5D kromoszoéma hosszi karjara delécios
vonalak Cu-tolerancigjat. QTL ¢és delécids analizissel a Cu-toleranciat befolyasold nagy
hatast QTL-t azonositottunk az 5D kromoszoma hossza karjan, mig kisebb hatasu 16kuszokat
az 1AL, 2DS, 4AL, 5AL, 5BL és 7DS kromoszomakon. *Chinese Spring’-Aegilops tauschii
introgresszios vonalak tesztelésével a 3DS kromoszoman is sikerilt egy Cu-toleranciat
befolyasolé 16kuszt azonositani. Mindezek a vizsgdlatok — mas kutatocsoportok
eredményeivel 6sszhangban - a Cu-tolerancia poligénikus kontrolljat tamasztottak ala.

Az ’Opata85’ x ’Synthetic’ buza térképezési populacid vizsgalata alapjan a hajtas
mikroelem-koncentraciokat eltérd QTL-ek befolyasoljak, mely szigorhan fémspecifikus
felvételre és/vagy transzlokédciora utal. A kontroll novényeknél szignifikans pozitiv
korrelacidt figyeltink meg az egyes hajtas mikroelem-koncentraciok kozott, igy ha egy
genotipusnak kiugréan magas a hajtas Cu-koncentracidja, akkor magasabb hajtas Fe-, Mn- €s
Zn-koncentraciokat is varhatunk — ez a megfigyelés a kedvezdbb szemtermés mikroelem-
Osszetételll fajtak nemesitése soran jelent nagy segitséget.

A hajtas Mn- és Zn-koncentraciokat befolydsol6 QTL-ek a 3BL és 3AL
kromoszomakon lokalizalodtak. A Zn-koncentraciokat Cu-kezelt korilmények kozott a 7A
kromoszoman elhelyezked6 16kusz kontrollalta. A Cu-kezelt novények Fe-koncentracidjat
befolyasolé QTLt a 3B kromoszoma centromerikus régiojaban, mig Cu-koncentracigjat
befolyasolé 16kuszt az 1BL kromoszoéman azonositottuk. Az SAL kromoszoéman
meghatarozott 16kusz a hajtas Cu-akkumulaciot befolyasolta.

Az ’Opata85’ x ’Synthetic’ térképezési populacid rekombinans vonalainak
elemtartalom vizsgalata megmutatta, hogy a tolerans vonalak kisebb mértékben akkumulaljak
hajtasukban a rezet a Cu-szennyezett talajbdl. Mindez arra utal, hogy a buza Cu-
tolerancigjaban a nehézfémfelvétel ill. a gyokérbdl hajtasba torténd transzlokacid korlatozasa
a védekezés alapja.

A Cu-kezelt talajon érésig nevelt tolerans és érzékeny genotipusok vizsgalata
megmutatta, hogy a Cu-tolerans buzafajta az érzékennyel ellentétben még 1500 mg/kg
rézkoncentracidju talajon is képes termést hozni. Mindez azt jelzi, hogy a tolerans buzafajtak
termesztésével rézszennyezett talajokon a termésveszteség csokkenthetd.

Az 'ITMI” populacidval elvégzett vizsgalatok alapjan a buza Cu-szennyezett talajok

------
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akkumulald képessége, ezaltal a hajtassal a talajbdl eltavolithaté Cu-mennyisége mind a
kontroll, mind a Cu-kezelt talajon nevelt névények esetében alacsony szinten marad.

Az altalunk azonositott Cu-toleranciat €s hajtds asvanyi oOsszetételt meghatarozo
lokuszokkal kapcsoltan elhelyezkedd PCR-alapu markerek nemesitésben torténd sikeres
felhasznalasa felgyorsithatja a Cu-tolerans €s kedvezObb hajtas asvanyi osszetételli buza
genotipusok szelekcidjat, csokkentve ezaltal a kedvezdbb tulajdonsagu fajtak eldallitasanak

koltségeit.
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6.2. SUMMARY

Andras Ferenc Balint

Mapping of the loci affecting Cu-tolerance and the shoot Cu-, Fe-, Mn- and Zn-

concentrations by wheat

Copper (Cu) is an essential plant micronutrient, which can be phytotoxic if present in
soil in high concentrations resulted in yield loss by cultivated plants. Selection of more
resistant genotypes could provide gene sources for breeding of Cu-tolerant wheat, and those
tolerant varieties which can accumulate high concentration of Cu in their shoots, could be
directly used for the extraction of the metals from the polluted soils.

Beside the toxicity of the heavy metals, the micronutrient malnutrition is also a serious
problem worldwide. Cereal-based foods have great importance in the compensation of
micronutrient deficiency, because 50 % of the foods produced worldwide is made up of cereal
grains. Common wheat (7riticum aestivum L. ssp. aestivum) often contains very low amounts
of essential iron and zinc, and to lesser extent of copper and manganese. Therefore, an
increase in micronutrient concentrations is an important criterion in the breeding of wheat
varieties. When there are higher Cu-, Fe-, Mn- and Zn-concentrations in the shoot tissues, also
higher mineral concentrations in the grains can be expected. Therefore, mapping of QTLs
determining higher shoot micronutrient concentrations could be used for the marker assisted
breeding of wheat varieties with a better nutritional value.

The aims of our work reported here were to determine the chromosomes and loci
which are affecting the Cu-tolerance in wheat. Additionally, we wanted to determine the loci
having an influence on the heavy metal concentrations of the shoots.

In the first step, twenty-seven different cereal accessions belonging to the 7riticinae
subtribe were screened for Cu-tolerance in hydroponics. Based on the shoot dry mass
reduction and the decreased value of the F,/F,, fluorescence induction parameter the Secale
(rye) species were the most tolerant ones, and relatively tolerant and sensitive common wheat
cultivars were also identified.

In the second step, the Cu-tolerance of the ’Chinese Spring’ (recipient, Cu-

tolerant)/’Cappelle Desprez’ (donor, Cu-sensitive) wheat substitution lines was screened in
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greenhouse using control and Cu-treated soils. We found that chromosomes 3D, 5A, 5B, 5D,
6B and 7D have an effect on Cu-tolerance. The role of homoeologous group 5 in the Cu-
tolerance was reinforced with the testing of wheat rye/substitution lines.

In order to determine the QTLs and loci influencing Cu-tolerance 3 different wheat
mapping populations ("Opata85” x ’Synthetic’ CITMI’ mapping population), ’CS(ChSA)’ x
"CS(7TspSA)’, °CS’ x CS(Ch5B)’) and homozygous deletion lines for *Chinese Spring” SAL
and 5DL were screened. The two single chromosome recombinant populations were
genotyped using microsatellite (SSR) markers, as well. In addition, QTLs having an influence
on the shoot Cu-, Fe-, Mn- and Zn-concentrations under control and Cu-treated environments
were also mapped. Major QTL for Cu-tolerance was found on the chromosome SDL. Slighter
effects were mapped on the chromosomes 1AL, 2DS, 4AL, SAL, SBL and 7DS, confirming
the previously suggested polygenic character of the Cu-tolerance in wheat. Testing the Cu-
tolerance of the *Chinese Spring’- Aegilops tauschii introgression lines an additional locus
affecting Cu-tolerance was mapped on the short arm of chromosome 3D.

The concentrations of the investigated metals in the shoots are affected by different
QTLs, which suggest the strongly metal specific uptake and/or translocation of these
elements. In the control plants there was a significant positive correlation among the shoot
metal concentrations, therefore, if a genotype has a higher shoot Cu-concentration, higher Fe-,
Mn- and Zn-concentrations could be also expected.

QTLs influencing the shoot Mn- and Zn-concentrations were found on the chromosome
3BL and 3AL, respectively. The shoot Zn-concentrations of the Cu-stressed plants were
affected by the locus on the chromosome 7A. The centromeric region on the chromosome 3B
plays a role in the regulation of the shoot Fe-concentration in the Cu-stressed plants. Under
Cu-stress the QTL affecting shoot Cu-concentrations was found on the chromosome 1BL. On
the chromosome SAL a locus influencing the Cu-accumulation ability of wheat from Cu-
polluted soils was determined.

The determination of the shoot Cu-concentration by the RILs of the ‘Opata85’ x
‘Synthetic’ wheat mapping population revealed that lines with better tolerance accumulate
lower amount of Cu in their shoots. It suggests that the basic mechanism in Cu-tolerance by
wheat could be the restriction of Cu uptake from the soil, or the restricted rate of the
translocation from the root to the shoot.

Results obtained from growth and yield data of the Cu-tolerant and Cu-sensitive wheat

genotypes in artificial Cu-enriched soil suggest that the tolerant line in contrast to the
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sensitive one could have relatively good yield, indicating the usefulness of Cu-tolerant wheat
by the reducing the yield loss on Cu-polluted soils.

The use of wheat for the phytoremediation of Cu-polluted soils seems not to become
possible, because the Cu-tolerant plants have a lower shoot Cu-accumulation ability,
therefore, differences between the total shoot Cu-content (removable Cu from the soil) of the
control and Cu-treated plants only small.

The successful utilization of the determined PCR-based markers indicating Cu-tolerance
can speed up the selection of Cu-tolerant wheat genotypes and decrease the costs when

developing new cultivars with better tolerance.
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8. FUGGELEK

8.1. tablazat. A szubsztitucios sorozatok réztolerancia tesztelésénél alkalmazott iiltetési

rend a véletlen blokkelrendezési kisérletekben

8.1A. tablazat. Elsd ismétlés (kontroll L. és kezelt 1.):

CS Ch H CD |Ts B Cs Ch H CD |Ts B Cs Ch H

CD |Ts B Cs Ch H CD |Ts B Cs Ch H CD |Ts B

8.1B. tablazat. Masodik ismétlés (kontroll II. és kezelt I1.):

B B Ch Cs Ts H CD |CD |H B Ch Cs Ts CD |[Ch

Ts Ch B CD |Cs Cs Ch B Cs CD |H H Ts H Ts

8.1C. tablazat. Harmadik ismétlés (kontroll IIL. és kezelt I1L.):

Ts CD |B Ch Cs Ts Ts H Ch B B Ch CD |H B

H H Cs CD ([Ch B Cs CD |(Ch Ts Ts Cs CD |Cs H

Roviditések: Ch = *Cheyenne’, CD = *Cappelle Desprez’, B = "Bankuti1201°, Ts = Triticum spelta, H = "Hope’,
CS = Chinese Spring’.
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8.2. tablazat.

populaciobol szarmazo6 RIL-ek listaja és a két sziil6i vonal

No.

Genotipus

Az réztolerancia tesztekhez felhasznalt

ITMI

biuza térképezési

Triticum aestivum ssp.

aestivum *Opata85’

26

ITMI-54

27

ITMI-55

*W7984° Synthetic

28

ITMI-62

ITMI-1

29

ITMI-64

ITMI-2

30

ITMI-65

ITMI-4

31

ITMI-66

ITM1-7

32

ITMI-67

ITMI-11

33

ITMI-69

ITMI-13

34

ITMI-70

ITMI-14

35

ITMI-71

ITMI-15

36

ITMI-75

| R ] | | A W N =

ITMI-16

37

ITMI-77

p—
<

ITMI-19

38

ITMI-78

—
o

ITMI-20

39

ITMI-83

p—
[\°]

ITMI-24

40

ITMI-84

p—
w

ITMI-26

41

ITMI-85

p—
-

ITMI-31

42

ITMI-88

p—
n

ITMI-32

43

ITMI-89

p—
=)

ITMI1-34

44

ITMI-90

p—
~

ITMI-35

45

ITMI-91

p—
=

ITMI-36

46

ITMI1-92

p—
o

ITMI1-37

47

ITMI-93

[\
<

ITMI-39

48

ITMI-94

[\°]
—

ITMI-40

49

ITMI-95

N
[\*}

ITMI-41

50

ITMI-96

(S0
w

ITMI-43

51

ITMI-97

[\
=

ITMI-46

52

ITMI-98

o
i

ITMI-50
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ITMI-100

Az elemtartalom vizsgalatokhoz felhasznalt RIL -ek vastag betiivel vannal jelolve.
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8.3. tablazat. SA kromoszomara rekombinans beltenyésztett vonalak, melyek a
*CS(ChSA)Y’ x ’CS(TspSA)’ keresztezésbol szarmaznak, és a sziil6i vonalak
No. | Genotipus Eredet 30 [Mv19-8 2002, MgKi
Triticum aestivum . ssp.  aestivurm | 2002, MgKi 31 | Mv20-3 2002, MgKi
"Chinese  Spring(Cheyenne35A)’ 3 oS 3002, MaKi
Mv57-1
T. aestivum ssp. aestivum *Chinese | 2002, MgKi 33 (Mv23-2 2002, MgKi
Spring(TspeltaSA) Mv58-1 34 [ Mv25-2 2002, MgKi
1 Myv-c14-3 2002, MgKi 35 | Mv26-8 2002, MgKi
2 |Mv-cld-4 2002, MgKi 36 | Mv26-10 2002, MgKi
3 Myv-c26-5 2002, MgKi 37 | Mv28-7 2002, MgKi
4 | Mv-c30-3 2002, MgKi 38 | Mv28-10 2002, MgKi
5 Mv-c36-1 2002, MgKi 39 [ Mv31-6 2002, MgKi
6 [Mv-c37-1 2002, MgKi 40 [Mv31-10 2002, MgKi
7 Mv-c46-1 2002, MgKi 41 [Mv32-5 2002, MgKi
8 | Mv-¢50-1 2002, MgKi 42 [Mv32-7 2002, MgKi
9 | Mv-¢50-2 2002, MgKi 43 [Mv32-8 2002, MgKi
10 | Mv-¢53-2 2002, MgKi 44 [Mv33-8 2002, MgKi
1T | Mv-c58-3 2002, MgKi 45 [Mv34-3 2002, MgKi
12 | Mv3-4 2002, MgKi 46 |Mv36-1 2002, MgKi
13 | Mv7-3 2002, MgKi 47 [Mv36-2 2002, MgKi
14 | Mv9-2 2002, MgKi 48 [Mv37-2 2002, MgKi
15 | Mv9-5 2002, MgKi 49 [Mv40-2 2002, MgKi
16 | Mv9-8 2002, MgKi 50 [Mv40-3 2002, MgKi
17 |Mvll-5 2002, MgKi 51 [Mv4l-6 2002, MgKi
18 |Mvll-6 2002, MgKi 52 [ Mv44-10 2002, MgKi
19 |Mvli2-4 2002, MgKi 53 [ Mv45-8 2002, MgKi
20 | Mv66-1 2002, MgKi 54 | Mv46-8 2002, MgKi
21 [Mvl4-3 2002, MgKi 55 [ Mv46-9 2002, MgKi
22 (Mvl4-4 2002, MgKi 56 | Mv67-7 2002, MgKi
23 [Mvl4-9 2003, MgKi 57 | Mv69-2 2002, MgKi
24 | Mvls-1 2002, MgKi 58 [ Mv72-6 2002, MgKi
25 [Mvls-3 2003, MgKi 59 [Mv74-7 2002, MgKi
26 [Mvls-4 2002, MgKi 60 [Mv74-10 2002, MgKi
27 [Mvl5-8 2002, MgKi 61 [Mv&0-7 2002, MgKi
28 [Mvl6-2 2002, MgKi 62 [Mv&2-5 2002, MgKi
29 [Mvl9-6 2002, MgKi
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8.4. tablazat. SB kromoszomara rekombinans beltenyésztett vonalak, melyek a *CS’ x

’CS(ChSB)’ keresztezésbél szarmaznak és a sziil6i vonalak

Genotipus

Eredet

Triticum  aestivum  SSp.

aestivum ’Chinese Spring’

Izolalt, 2002, MTA MgKi

28

CS(Ch3B) 23-3

Izolalt, 2002, MTA MgKi

29

CS(Ch5B) 27-1

Izolalt, 2002, MTA MgKi

T. aestivum S$sp. aestivum

’Cheyenne’

IPK-Gatersleben

30

CS(Ch3B) 27-2

Izolalt, 2002, MTA MgKi

31

CS(Ch3B) 27-5

Izolalt, 2002, MTA MgKi

T. aestivum S$sp. aestivum
*Chinese

Spring(Cheyenne5B)’

Izolalt, 2002, MTA MgKi

32

CS(Ch3B) 27-9

Izolalt, 2002, MTA MgKi

33

CS(Ch3B) 28-7

Izolalt, 2002, MTA MgKi

34

CS(Ch3B) 29-7

Izolalt, 2002, MTA MgKi

—_

CS(Ch3B) 1-7

Izolalt, 2002, MTA MgKi

35

CS(Ch3B) 29-9

Izolalt, 2002, MTA MgKi

36

CS(Ch5B) 30-3

Izolalt, 2002, MTA MgKi

37

CS(Ch3B)31-7

Izolalt, 2002, MTA MgKi

38

CS(Ch5B) 32-5

Izolalt, 2002, MTA MgKi

39

CS(Ch3B) 35-10

Izolalt, 2002, MTA MgKi

40

CS(Ch3B) 36-8

Izolalt, 2002, MTA MgKi

41

CS(Ch3B)37-7

Izolalt, 2002, MTA MgKi

42

CS(Ch3B) 38-2

Izolalt, 2002, MTA MgKi

43

CS(Ch3B) 41-9

Izolalt, 2002, MTA MgKi

44

CS(Ch3B) 41-10

Izolalt, 2002, MTA MgKi

45

CS(Ch3B) 42-9

Izolalt, 2002, MTA MgKi

46

CS(Ch3B) 43-3

Izolalt, 2002, MTA MgKi

47

CS(Ch3B) 43-7

Izolalt, 2002, MTA MgKi

48

CS(Ch3B) 43-9

Izolalt, 2002, MTA MgKi

49

CS(Ch3B) 45-4

Izolalt, 2002, MTA MgKi

50

CS(Ch3B) 50-8

Izolalt, 2002, MTA MgKi

51

CS(Ch3B)51-8

Izolalt, 2002, MTA MgKi

52

CS(Ch3B) 52-4

Izolalt, 2002, MTA MgKi

53

CS(Ch3B) 52-7

Izolalt, 2002, MTA MgKi

54

CS(Ch3B) 52-10

Izolalt, 2002, MTA MgKi

55

CS(Ch3B) 54-4

Izolalt, 2002, MTA MgKi

56

CS(Ch3B) 54-7

Izolalt, 2002, MTA MgKi

57

CS(Ch3B) 58-4

Izolalt, 2002, MTA MgKi

58

CS(Ch3B) 58-6

Izolalt, 2002, MTA MgKi

59

CS(Ch3B) 59-6

Izolalt, 2002, MTA MgKi

60

CS(Ch5B) 60-3

Izolalt, 2002, MTA MgKi

2 CS(Ch5B) 2-8 Izolalt, 2002, MTA MgKi
3 CS(Ch5B) 3-10 Izolalt, 2001, MTA MgKi
4 CS(Ch5B) 4-5 Izolalt, 2002, MTA MgKi
5 CS(Ch5B) 4-7 Izolalt, 2002, MTA MgKi
6 CS(Ch5B) 5-2 Izolalt, 2002, MTA MgKi
7 CS(Ch5B) 7-1 Izolalt, 2002, MTA MgKi
8 CS(Ch5B) 7-3 Izolalt, 2002, MTA MgKi
9 CS(Ch5B) 8-6 Izolalt, 2002, MTA MgKi
10 | CS(Ch5B)9-8 Izolalt, 2002, MTA MgKi
11 | CS(Ch5B) 10-4 Izolalt, 2001, MTA MgKi
12 | CS(Ch5B) 11-4 Izolalt, 2002, MTA MgKi
13 | CS(Ch5B) 12-2 Izolalt, 2002, MTA MgKi
14 | CS(Ch5B) 12-3 Izolalt, 2002, MTA MgKi
15 | CS(Ch5B) 12-5 Izolalt, 2001, MTA MgKi
16 | CS(Ch5B) 14-1 Izolalt, 2001, MTA MgKi
17 | CS(Ch5B) 14-4 Izolalt, 2002, MTA MgKi
18 | CS(Ch5B) 14-5 Izolalt, 2002, MTA MgKi
19 | CS(Ch5B) 15-2 Izolalt, 2001, MTA MgKi
20 | CS(Ch5B) 17-3 Izolalt, 2002, MTA MgKi
21 | CS(Ch5B) 18-4 Izolalt, 2002, MTA MgKi
22 | CS(Ch5B) 18-8 Izolalt, 2002, MTA MgKi
23 | CS(Ch5B) 20-9 Izolalt, 2002, MTA MgKi
24 | CS(Ch5B) 21-5 Izolalt, 2002, MTA MgKi
25 | CS(Ch5B) 22-1 Izolalt, 2002, MTA MgKi
26 | CS(Ch5B)22-2 Izolalt, 2002, MTA MgKi
27 | CS(Ch5B) 23-1 Izolalt, 2001, MTA MgKi

61

CS(Ch3B) 62-6

Izolalt, 2002, MTA MgKi
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8.5. tablazat. Génbanki anyag réztoleranciajanak vizsgalata soran a vizsgalt

paraméterek kozotti korrelacios koefficiensek értékei.

SZT SZT Flul Flul Flu2 Flu2 Cu Cu ZCu ZCu Fe Kont | Fe TI TI
Kont Kezelt Kont Kezelt | Kont Kezelt Kont Kezelt | Kont Kezelt Kezelt | Flu2 SZ
T

SZT Kont 1

SZT Kezelt 0.8937*%* | 1

Flul Kont -0.0164 0.0401 1

Tlul Kezelt 20.2501 0.0305 0.4383% | 1

Flu2 Kont 0.2167 0.1999 0.3383 0.0823 1

Flu2 Kezelt -0.0163 0.1054 -0.2998 | -0.3538 -0.0537 i

Cu Kont -0.0955 0.0311 -0.3330 | -0.0795 -0.1633 0.3291 1

Cu Kezelt -05996*** -0.5949%* -0.0476 | -0.0562 -0.0606 0.2916 0.3159 1

YCu Kont 0.6687*** 0.6837*** -0.1670 | -0.2319 0.0737 0.2277 0.6500%**¢ | -0.2182 | 1

X Cu Kezelt 0.2819 0.3523 0.0753 -0.0251 0.2738 0.4171% 0.4052* 0.4461% | 0.5253** | 1

Fe Kont 0.2641 0.1287 -0.2502 | -0.4268* | -0.1283 0.1112 0.4173* 0.1068 0.5493** | 0.3082 1

Fe Kezelt -0.3941%* -0.3610 -0.0759 | -0.0245 -0.1104 0.2845 0.0795 0.4192% | -0.2246 0.0070 0.1326 1

TI Flu2 -0.0299 0.0921 -0.3196 | -0.3581 -0.1099 0.9984%%* | 0.3376 0.2968 0.2218 0.4016% | 0.1188 0.2915 1

TI SZT -0.0202 0.4144%* 0.0610 0.5842** | 0.0324 0.2656 02774 -0.0853 | 0.1840 0.2679 -0.1817 0.0332 0.2619 1

Korrelacids koefficiensek szignifikans kiiszobértékei: ryos: 0.3809, 161:0.4764, 15001:0.5974. Szabadsagi fokok
szama: 25. Jelolés: *, ** ***: g7ionifikdans P < 0.05, 0.01 ill. 0.001 %-os szinten, NS: nem szignifikdns. A
szignifikans értékek kék szinnel kiemeltek. Roviditések: SZT Kont: Kontroll szaraztomeg, SZT Kezelt: kezelt
szaraztomeg, Flul Kont: Kontroll F,/F,, érték 13 napos korban, Flul Kezelt: kezelt Fv/Fm érték 13 napos
korban, Flu2 Kont: Kontroll F,/F, érték 18 napos korban, Flu2 Kezelt: Kezelt F./F, érték 18 napos korban, Cu
Kont: Kontroll hajtds Cu koncentracio, Cu Kezelt: kezelt hajtas Cu koncentracio, ZCu Kont: Kontrol osszes
hajtas réztartalom, 2Cu Kezelt: kezelt osszes hajtas réztartalom, Fe Kont: kontroll hajtas Fe koncentracio, Fe
Kezelt: kezelt hajtas Fe koncentracio, TI Flu2: Tolerancia Index a 18 napos korban mért F /F,, értékek alapjan,

TI SZT: Tolerancia Index a szaraztomeg értékek alapjan.
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8.6. tablazat. A vizsgalt paraméterek kozotti korrelacios koefficiensek értékei rézkezelt

hexaploid bizaknal.

SZT SZT Flul Flul Flu2 Flu2 Cu Cu ZCu XCu Fe Kont | Fe TI TI
Kont Kezelt Kont Kezelt | Kont Kezelt Kont Kezelt | Kont Kezelt Kezelt | Flu2 SZT
SZT Kont )
SZT Kezelt
0.4387 1
Flul Kont 0.0216 0.2085 1
Flul Kezelt
-0.6040 0.1821 | 0.0694 1
Flu2 Kont -0.8713
0.6537 -0.0513 | -0.1007 xhox 1
Flu2 Kezelt
-0.0406 02425 | -02837| -03128 | 03426 1
Gu Kont -0.2465 04485 | 05432 02044 | 0008 | 02214 1
CuKezelt 0.0748 01820 | 04036 | -06437 ] 051084 | 04150 0.1203 1
2Cu Kont
-0.0258 05848 | 05746 | 00727| 00478 | 02527 | 097379 | 01640 1
XCu Kezelt 0.8782
0.3359 03008 | 04994 | 05013 | o05325| 05046 0.3292 = | oms 1
Fe Kont
0.0048 04604 | 02115 02003 | 03654 | 06751 | 075467 | 04360 | 0.8103% | o0.6741 1
Fe Kezelt -0.8378
0.2829 0.4003 | -03308 | 03192 | -0.1488 | -0.2260 -0.1875 x| 01360 | -06141| -03683 1
TI Fl2 0.9970
-0.089% 02453 | -0.2880 | -0.2534 | 02816 xxx 02301 | 03884 | 02512 04953| 0623 | -0.2218 1
1
TLSET 03828 0.6606 | 03082 | 06598 | -0.5630 | 03070 06959 | -02182 | 0.6533 | 0.0603 | 04258 | o160t | 03489

Korrelacids koefficiensek szignifikans kiiszobértékei: roos: 0.7545, 10,01:0.8745, 19001:0.9508. Szabadsagi fokok
szama: 5. Jelolés: *, ** **%: gzionifikdns P < 0.05, 0.01 ill. 0.001 %-os szinten. A szignifikans értékek kék
szinnel kiemelve. Roviditések: SZT Kont: Kontroll szaraztomeg, SZT Kezelt: kezelt szaraztomeg, Flul Kont:
Kontroll F/F,, érték 13 napos korban, Flul Kezelt: kezelt Fv/Fm érték 13 napos korban, Flu2 Kont: Kontroll
F/Fn érték 18 napos korban, Flu2 Kezelt: Kezelt F,/F,, érték 18 napos korban, Cu Kont: Kontroll hajtas Cu
koncentracié, Cu Kezelt: kezelt hajtds Cu koncentracié, ECu Kont: Kontrol 6sszes hajtas réztartalom, XCu
Kezelt: kezelt osszes hajtds réztartalom, Fe Kont: kontroll hajtas Fe koncentracid, Fe Kezelt: kezelt hajtas Fe
koncentracio, T Flu2: Tolerancia Index a 18 napos korban mért F,/F,, értékek alapjan, TI SZT: Tolerancia Index

a szaraztomeg értékek alapjan.

8.7. tablazat. A vizsgalt jellegek kozotti korrelacidhoz tartozo korrelacids koefficiensek a
’Chinese Spring’/’Cappelle Desprez’ szubsztiticios sorozat réztoleranciajanak

vizsgalata soran

Vizsgalt jelleg Korrelacios koefficiens (r)
Kontrol hajtashossz — Kontrol szaraztémeg 0.6206 **

Rézkezelt hajtashossz — Rézkezelt szaraztomeg 0.8705 ***

Cu-tolerancia (hajtashossz) — Cu-tolerancia (hajtasszaraztomeg) 0.8824 **%*

Control hajtashossz — Cu-tolerancia (hajtashossz) -0.0091 NS

Control hajtas szaraztomeg — Cu-tolerancia (hajtisszaraztomeg) -0.1739 NS

Rézkezelt hajtashossz — Cu-tolerancia (hajtashossz) 0.8508 ***

Rézkezelt hajtas szaraztomeg — Cu-tolerancia (hajtds szaraztomeg) 0.9131 *%**

Jelmagyarazat: ** és ***: szignifikans P <0.01 ill. 0.001 %-o0s szinten, NS: nem szignifikans.
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8.8. tablazat. Mikroszatellit markerek térképezése ’Chinese Spring’-ben és ’Chinese

Spring’ SAL homozigota delécios vonalakon

No Marker Hossz | Eredetileg [CS | CS CS CS CS CS CS CS
(bp) térképezve SAL- |5AL- |[SAL- ([5SAL-6 [SAL- |5AL-8 |SAL-
23 20 17 15 10
I. Xgwml126 | 195 ITMI + - - - - - - -
2. Xgwml54 | 104 ITMI + + + + + + + +
3. Xgwml56 |314 ITMI + + + + + + + +
4. Xgwm 186 137 ITMI + + + + + + + +
5. Xgwm4l0 |265 ITMI + - - - - - - -
6. Xgwm865 | 172 NT + - - - - - - -
7. Xgwm982 | 130 ITMI + + + - - - - -
8. Xgwm995 | 170 ITMI + - - - - - - -
9. Xgwmll71 | 158 ITMI + + + + + + + +
10. Xgwm1205 | 140 NT + + + + + + + +
11. Xgwm1236 | 148 ITMI + + + + + + + +

Jelmagyarazat: . +: a marker jelen van a vizsgalt vonalban; -: a marker nincs jelen a vizsgélt vonalban; [TMI:
ITMI” buza térképezési populacid (Roder ¢és mtsai., 1998);.NT: nulli-tetraszémds buza vonal (Roder, 2004,

személyes kozlés).
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8.9. tablazat. Mikroszatellit markerek térképezése ’Chinese Spring’-en és ’Chinese

Spring’ SDL homozigota delécios vonalakon

No Marker Hossz Eredetileg CS | CSSDL- | CSSDL- | CSS5DL-
(bp) térképezve 5 9 2
1. | Xgwmli&2 165 ITMI + + + -
2. | Xgwmli90 213 ITMI + + + +
3. | Xgwm205 141 ITMI + + + +
4. | Xgwm2i2 103 ITMI + - - -
5 | Xgwm292 214 ITMI + + + +
6. | Xgwm358 166 ITMI + + + +
7. | Xgwmb65 152 ITMI + - - -
8. | Xgwm583 163 ITMI + + + +
9. | Xgwm639 134 ITMI + + + +
10. | Xgwm805 243 ITMI + - - -
11. | Xgwm902 146 ITMI + - - -
12. | Xgwm931 271 ITMI + - - -
13. | Xgwm960 171 ITMI + + + +
14. | Xgwm1039 137 ITMI + + + +
15 | Xgwmli072 115 ITMI + - - -
16. | Xgwmli122 115 ITMI + + + +
17. | Xgwml226 166 NT + + + +
18. | Xgwmi252 114 ITMI + + + +

Jelmagyarazat: +: a marker jelen van a vizsgalt vonalban; -1 a marker nincs jelen a vizsgalt vonalban; ITMI:
ITMI” buza térképezési populacio (Roder és mtsai., 1998); NT: nulli-tetraszomas buza vonal (Roder, 2004,

személyes kozlés).
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8.10. tablazat. A ’Chinese Spring(CheyenneSA)’ x *Chinese Spring(7.speltaSA)’ buza

térképezési populiacio térképezéséhez felhasznalt polimorf mikroszatellit markerek

No Marker Eredetileg CS Ch CS (Ch3A) | CS (Tsp3A)
térképezve ®p) (bp) (bp) ®p)
1. Xgwml26 ITMI 195 195 195 190
2. Xgwml54 ITMI 104 98 98 114
3. Xgwml56 ITMI 314 314 314 318
4. Xgwml86 ITMI 137 99 99 119
5. Xgwm205 ITMI 151 155 155 151
6. Xgwm241 NT 146 129 129 135
7. Xgwm293 ITMI 200 196 196 190
8. Xgwm304 ITMI 210 210 210 196
9. Xgwm410 ITMI 265 267 267 -
10. Xgwm617 ITMI - 169 169 167
11. Xgwm639 ITMI - - - 148
12. Xgwm865 NT 172 172 172 140
13. Xgwm982 ITMI 130 130 130 118
14. Xgwm995 ITMI 104, 174 104, 170 104, 170 113
15. Xgwmll71 ITMI 158 158 158 -
16. Xgwml205 NT 140 140 140 -
17. Xgwml236 ITMI 148 142 142 124

Jelolések: CS: *Chinese Spring’; Ch: *Cheyenne’; Tsp: Triticum spelta; - : fragment nem detektalhato; ITMI:
ITMI” buza térképezési populacio (Roder és mtsai., 1998); NT: nulli-tetraszomas buza vonal (Roder, 2004,

személyes kozlés).
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8.11. tablazat. Adott markerpozicioban a megfeleld sziildi allélt hordozo vonalak szama

a’CS(ChSA)’ x *CS(TspSA)’ térképezési populacio 62 SCR vonalian

No Marker ChSA TspSA CSS5A Hianyzé
fragment fragment fragment SCR-ek
1. Xgwml26 29 33 - -
2. Xgwml54 12 34 12 4
3. Xgwml56 35 26 - 1
4. Xgwml86 22 25 15
5. Xgwm205 13 49 - -
6. Xgwm241 9 34 14 5
7. Xgwm293 14 36 10 2
8. Xgwm304 24 35 - 3
9. Xgwm410 9 35 17 1
10. Xgwm617 25 24 13
11. Xgwm639 39 23 - -
12. Xgwm865 25 36 - 1
13. Xgwm982 24 31 - 7
14. KXgwm995 5 36 16 5
15. | Xgwmll71 49 13 - -
16. | Xgwml205 44 16 - 2
17. | Xgwmli236 23 18 17 4
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8.12. tablazat. A ’Chinese Spring’ x ’Chinese Spring(CheyenneSB)’ buza térképezési

populicio térképezéséhez felhasznalt polimorf mikroszatellit markerek

No Marker Eredetileg CS Ch CS (ChSB)
térképezve (bp) (bp) (bp)
1. Xewm67 ITMI 83 87 87
2. Xewml 18 NT 109,107 109 109
3. Xewm91 ITMI 118 120 120
4. Xewml97 NT - 117 117
5. Xewm335 ITMI - 206 206
6. Xowmd43 ITMI 141 - -
7. Xewm756 NT 123 128 128
8. Xewm790 ITMI - 158 158
9. Xewm810 ITMI 151 145 145
10. Xewm996 NT 190 194 194
11. Xewml016 ITML NT 167 196 196
12. Xewml043 ITMI 146 138 138
13. Xewml054 ITMI 141 143 143
14. XewmlI65 ITMI 147 - -

Jelslések: CS: *Chinese Spring’; Ch: *Cheyenne’; - : fragment nem detektalhato; ITMI: "ITMI” buza térképezési

populéacié (Roder és mtsai., 1998); NT: nulli-tetraszémas buza vonal (Roder, 2004, személyes kozlés).
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8.13. tablazat. Adott markerpozicioban a megfeleld sziildi allélt hordozo vonalak szama

a CS x CS(ChSB) térképezési populacio 62 SCR vonalian

No Marker CSSB Ch5B fragment | Heterozigota Hianyzé
fragment CSSB és SCR-ek
ChSB
fragment
L. Kt 34 27 - -
2. Xewmlls 33 28 - -
3. Xewm191 33 27 - 1
4. Xewml97 30 30 - 1
5 Xewm3ss 32 28 - 1
6. Xowmd43 24 37 - -
o Xewm756 34 25 2 -
8. Xewm790 41 20 - -
9. Xewm810 31 28 - 2
10. Xewm996 33 27 - 1
11. Xewml016 41 20 - -
12. Xewml043 30 31 - -
13. P 31 27 - 3
14. Kevmides 33 28 - -

8.14. tablazat. A 12 vizsgalt paraméter kozotti korrelacios koefficiense értékei az "ITMID’
biza térképezési populacional réztolerancia tesztelése soran

Vizsgalt jelleg Hajtas Hajtas Cu- Hajtas Cu- | Hajtas Cu- | Hajtas Fe- | Hajtas Fe- | Hajtas Mn- | Hajtas Mn- | Hajtas Zn- | Hajtas Zn- | Cu-
szaraztomeg | szaraztémeg, | tolerancia koncentracio, | koncentracié, | koncentracié, | koncentracio, | koncentracio, | koncentracié, | koncentracio, | koncentracio, | akkumulalo
kontrol Cu-kezelt kontrol Cu-kezelt kontrol Cu-kezelt kontrol Cu-kezelt kontrol Cu-kezelt képesé,

Hajtas - 0.5606 *** -0.2888 * -0.1399 NS 0.0457 NS -0.1485 NS -0.0439NS -0.0107 NS 0.1249N8S -0.0549 NS 0.1895NS 0.1760 NS
szaraztémeg,
kontrol

Hajtas a = 0.6228 ##% | -0.1645NS -0.2479 NS -0.0349 NS -0.1848NS -0.2975 NS -0.2051 NS -0.1477 NS -0.2096 NS -0.1384 NS
szaraztémeg,
Cu-kezelt

Cu-tolerancia - - - -0.0340 NS -0.2975 NS 0.1037 NS -0.1667NS -0.3186 * -0.3304 * -0.1098 NS -0.4184 ** -0.3138 *
Hajtas Cu- = 0.5647 H## 0.6672 *##* 0.1957 NS 0.5314 ##+ 0.3182 % 0.3535 % 0.0831 NS -0.2193 NS
koncentracio,
kontrol

Hajtas Cu- | - - - - - 0.2501 NS 0.4943 ### 0.3698 * 0.6239 #*# 0.2882 NS 0.4367 ** 0.6760 *#*
koncentracio,
Cu-kezelt

Hajtas Fe- - 7 0.41560 ** 0.3038 * 0.0026 NS 0.4460 ** -0.0022 NS -0.2998 NS
koncentracio,
kontrol

Hajtas Fe- -0.0103 NS 0.2045 NS 0.3402 * 0i3972 #% 0.3093 *%
koncentracio,
Cu-kezelt

Hajtas Mn- 0.6369 *## 0.4469 ** 0.2260 NS -0.0508 NS
koncentracio,
kontrol

Hajtas  Mn- 0.5316 *+* 016309 ##4% 0.4376 **
koncentracio,
Cu-kezelt

Hajtas Zn- 0.6705 #+* -0.0105 NS
koncentracio,
Kontrol

Hajtas Zn- 0.4049 *#
koncentracio,
Cu-kezelt

A korrelacios koefficiens (r) szignifikancia kiiszobértékei: Szabadsagi fok (SZF)=51, Py¢s=0.270679,
Po01=0.35088, P01 =0.4392746, SZF=40, P05=0.3043852, Pu;1=0.393117879, Py 001=0.4895738.

*O¥E &g FR¥ gzignifikans P<0.05, 0.01 és 0.001 szinten, NS: nem szignifikdns. Szignifikans hatas kék szinnel
kiemelve.
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8.2. tablazat.

populaciobol szarmazo6 RIL-ek listaja és a két sziil6i vonal

No.

Genotipus

Az réztolerancia tesztekhez felhasznalt

ITMI

biuza térképezési

Triticum aestivum ssp.

aestivum *Opata85’

26

ITMI-54

27

ITMI-55

*W7984° Synthetic

28

ITMI-62

ITMI-1

29

ITMI-64

ITMI-2

30

ITMI-65

ITMI-4

31

ITMI-66

ITM1-7

32

ITMI-67

ITMI-11

33

ITMI-69

ITMI-13

34

ITMI-70

ITMI-14

35

ITMI-71

ITMI-15

36

ITMI-75

| R ] | | A W N =

ITMI-16

37

ITMI-77

p—
<

ITMI-19

38

ITMI-78

—
o

ITMI-20

39

ITMI-83

p—
[\°]

ITMI-24

40

ITMI-84

p—
w

ITMI-26

41

ITMI-85

p—
-

ITMI-31

42

ITMI-88

p—
n

ITMI-32

43

ITMI-89

p—
=)

ITMI1-34

44

ITMI-90

p—
~

ITMI-35

45

ITMI-91

p—
=

ITMI-36

46

ITMI1-92

p—
o

ITMI1-37

47

ITMI-93

[\
<

ITMI-39

48

ITMI-94

[\°]
—

ITMI-40

49

ITMI-95

N
[\*}

ITMI-41

50

ITMI-96

(S0
w

ITMI-43

51

ITMI-97

[\
=

ITMI-46

52

ITMI-98

o
i

ITMI-50

53

ITMI-100

Az elemtartalom vizsgalatokhoz felhasznalt RIL -ek vastag betiivel vannal jelolve.
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8.3. tablazat. SA kromoszomara rekombinans beltenyésztett vonalak, melyek a
*CS(ChSA)Y’ x ’CS(TspSA)’ keresztezésbol szarmaznak, és a sziil6i vonalak
No. | Genotipus Eredet 30 [Mv19-8 2002, MgKi
Triticum aestivum . ssp.  aestivurm | 2002, MgKi 31 | Mv20-3 2002, MgKi
"Chinese  Spring(Cheyenne35A)’ 3 oS 3002, MaKi
Mv57-1
T. aestivum ssp. aestivum *Chinese | 2002, MgKi 33 (Mv23-2 2002, MgKi
Spring(TspeltaSA) Mv58-1 34 [ Mv25-2 2002, MgKi
1 Myv-c14-3 2002, MgKi 35 | Mv26-8 2002, MgKi
2 |Mv-cld-4 2002, MgKi 36 | Mv26-10 2002, MgKi
3 Myv-c26-5 2002, MgKi 37 | Mv28-7 2002, MgKi
4 | Mv-c30-3 2002, MgKi 38 | Mv28-10 2002, MgKi
5 Mv-c36-1 2002, MgKi 39 [ Mv31-6 2002, MgKi
6 [Mv-c37-1 2002, MgKi 40 [Mv31-10 2002, MgKi
7 Mv-c46-1 2002, MgKi 41 [Mv32-5 2002, MgKi
8 | Mv-¢50-1 2002, MgKi 42 [Mv32-7 2002, MgKi
9 | Mv-¢50-2 2002, MgKi 43 [Mv32-8 2002, MgKi
10 | Mv-¢53-2 2002, MgKi 44 [Mv33-8 2002, MgKi
1T | Mv-c58-3 2002, MgKi 45 [Mv34-3 2002, MgKi
12 | Mv3-4 2002, MgKi 46 |Mv36-1 2002, MgKi
13 | Mv7-3 2002, MgKi 47 [Mv36-2 2002, MgKi
14 | Mv9-2 2002, MgKi 48 [Mv37-2 2002, MgKi
15 | Mv9-5 2002, MgKi 49 [Mv40-2 2002, MgKi
16 | Mv9-8 2002, MgKi 50 [Mv40-3 2002, MgKi
17 |Mvll-5 2002, MgKi 51 [Mv4l-6 2002, MgKi
18 |Mvll-6 2002, MgKi 52 [ Mv44-10 2002, MgKi
19 |Mvli2-4 2002, MgKi 53 [ Mv45-8 2002, MgKi
20 | Mv66-1 2002, MgKi 54 | Mv46-8 2002, MgKi
21 [Mvl4-3 2002, MgKi 55 [ Mv46-9 2002, MgKi
22 (Mvl4-4 2002, MgKi 56 | Mv67-7 2002, MgKi
23 [Mvl4-9 2003, MgKi 57 | Mv69-2 2002, MgKi
24 | Mvls-1 2002, MgKi 58 [ Mv72-6 2002, MgKi
25 [Mvls-3 2003, MgKi 59 [Mv74-7 2002, MgKi
26 [Mvls-4 2002, MgKi 60 [Mv74-10 2002, MgKi
27 [Mvl5-8 2002, MgKi 61 [Mv&0-7 2002, MgKi
28 [Mvl6-2 2002, MgKi 62 [Mv&2-5 2002, MgKi
29 [Mvl9-6 2002, MgKi
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8.4. tablazat. SB kromoszomara rekombinans beltenyésztett vonalak, melyek a *CS’ x

’CS(ChSB)’ keresztezésbél szarmaznak és a sziil6i vonalak

Genotipus

Eredet

Triticum  aestivum  SSp.

aestivum ’Chinese Spring’

Izolalt, 2002, MTA MgKi

28

CS(Ch3B) 23-3

Izolalt, 2002, MTA MgKi

29

CS(Ch5B) 27-1

Izolalt, 2002, MTA MgKi

T. aestivum S$sp. aestivum

’Cheyenne’

IPK-Gatersleben

30

CS(Ch3B) 27-2

Izolalt, 2002, MTA MgKi

31

CS(Ch3B) 27-5

Izolalt, 2002, MTA MgKi

T. aestivum S$sp. aestivum
*Chinese

Spring(Cheyenne5B)’

Izolalt, 2002, MTA MgKi

32

CS(Ch3B) 27-9

Izolalt, 2002, MTA MgKi

33

CS(Ch3B) 28-7

Izolalt, 2002, MTA MgKi

34

CS(Ch3B) 29-7

Izolalt, 2002, MTA MgKi

—_

CS(Ch3B) 1-7

Izolalt, 2002, MTA MgKi

35

CS(Ch3B) 29-9

Izolalt, 2002, MTA MgKi

36

CS(Ch5B) 30-3

Izolalt, 2002, MTA MgKi

37

CS(Ch3B)31-7

Izolalt, 2002, MTA MgKi

38

CS(Ch5B) 32-5

Izolalt, 2002, MTA MgKi

39

CS(Ch3B) 35-10

Izolalt, 2002, MTA MgKi

40

CS(Ch3B) 36-8

Izolalt, 2002, MTA MgKi

41

CS(Ch3B)37-7

Izolalt, 2002, MTA MgKi

42

CS(Ch3B) 38-2

Izolalt, 2002, MTA MgKi

43

CS(Ch3B) 41-9

Izolalt, 2002, MTA MgKi

44

CS(Ch3B) 41-10

Izolalt, 2002, MTA MgKi

45

CS(Ch3B) 42-9

Izolalt, 2002, MTA MgKi

46

CS(Ch3B) 43-3

Izolalt, 2002, MTA MgKi

47

CS(Ch3B) 43-7

Izolalt, 2002, MTA MgKi

48

CS(Ch3B) 43-9

Izolalt, 2002, MTA MgKi

49

CS(Ch3B) 45-4

Izolalt, 2002, MTA MgKi

50

CS(Ch3B) 50-8

Izolalt, 2002, MTA MgKi

51

CS(Ch3B)51-8

Izolalt, 2002, MTA MgKi

52

CS(Ch3B) 52-4

Izolalt, 2002, MTA MgKi

53

CS(Ch3B) 52-7

Izolalt, 2002, MTA MgKi

54

CS(Ch3B) 52-10

Izolalt, 2002, MTA MgKi

55

CS(Ch3B) 54-4

Izolalt, 2002, MTA MgKi

56

CS(Ch3B) 54-7

Izolalt, 2002, MTA MgKi

57

CS(Ch3B) 58-4

Izolalt, 2002, MTA MgKi

58

CS(Ch3B) 58-6

Izolalt, 2002, MTA MgKi

59

CS(Ch3B) 59-6

Izolalt, 2002, MTA MgKi

60

CS(Ch5B) 60-3

Izolalt, 2002, MTA MgKi

2 CS(Ch5B) 2-8 Izolalt, 2002, MTA MgKi
3 CS(Ch5B) 3-10 Izolalt, 2001, MTA MgKi
4 CS(Ch5B) 4-5 Izolalt, 2002, MTA MgKi
5 CS(Ch5B) 4-7 Izolalt, 2002, MTA MgKi
6 CS(Ch5B) 5-2 Izolalt, 2002, MTA MgKi
7 CS(Ch5B) 7-1 Izolalt, 2002, MTA MgKi
8 CS(Ch5B) 7-3 Izolalt, 2002, MTA MgKi
9 CS(Ch5B) 8-6 Izolalt, 2002, MTA MgKi
10 | CS(Ch5B)9-8 Izolalt, 2002, MTA MgKi
11 | CS(Ch5B) 10-4 Izolalt, 2001, MTA MgKi
12 | CS(Ch5B) 11-4 Izolalt, 2002, MTA MgKi
13 | CS(Ch5B) 12-2 Izolalt, 2002, MTA MgKi
14 | CS(Ch5B) 12-3 Izolalt, 2002, MTA MgKi
15 | CS(Ch5B) 12-5 Izolalt, 2001, MTA MgKi
16 | CS(Ch5B) 14-1 Izolalt, 2001, MTA MgKi
17 | CS(Ch5B) 14-4 Izolalt, 2002, MTA MgKi
18 | CS(Ch5B) 14-5 Izolalt, 2002, MTA MgKi
19 | CS(Ch5B) 15-2 Izolalt, 2001, MTA MgKi
20 | CS(Ch5B) 17-3 Izolalt, 2002, MTA MgKi
21 | CS(Ch5B) 18-4 Izolalt, 2002, MTA MgKi
22 | CS(Ch5B) 18-8 Izolalt, 2002, MTA MgKi
23 | CS(Ch5B) 20-9 Izolalt, 2002, MTA MgKi
24 | CS(Ch5B) 21-5 Izolalt, 2002, MTA MgKi
25 | CS(Ch5B) 22-1 Izolalt, 2002, MTA MgKi
26 | CS(Ch5B)22-2 Izolalt, 2002, MTA MgKi
27 | CS(Ch5B) 23-1 Izolalt, 2001, MTA MgKi

61

CS(Ch3B) 62-6

Izolalt, 2002, MTA MgKi
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8.5. tablazat. Génbanki anyag réztoleranciajanak vizsgalata soran a vizsgalt

paraméterek kozotti korrelacios koefficiensek értékei.

SZT SZT Flul Flul Flu2 Flu2 Cu Cu ZCu ZCu Fe Kont | Fe TI TI
Kont Kezelt Kont Kezelt | Kont Kezelt Kont Kezelt | Kont Kezelt Kezelt | Flu2 SZ
T

SZT Kont 1

SZT Kezelt 0.8937*%* | 1

Flul Kont -0.0164 0.0401 1

Tlul Kezelt 20.2501 0.0305 0.4383% | 1

Flu2 Kont 0.2167 0.1999 0.3383 0.0823 1

Flu2 Kezelt -0.0163 0.1054 -0.2998 | -0.3538 -0.0537 i

Cu Kont -0.0955 0.0311 -0.3330 | -0.0795 -0.1633 0.3291 1

Cu Kezelt -05996*** -0.5949%* -0.0476 | -0.0562 -0.0606 0.2916 0.3159 1

YCu Kont 0.6687*** 0.6837*** -0.1670 | -0.2319 0.0737 0.2277 0.6500%**¢ | -0.2182 | 1

X Cu Kezelt 0.2819 0.3523 0.0753 -0.0251 0.2738 0.4171% 0.4052* 0.4461% | 0.5253** | 1

Fe Kont 0.2641 0.1287 -0.2502 | -0.4268* | -0.1283 0.1112 0.4173* 0.1068 0.5493** | 0.3082 1

Fe Kezelt -0.3941%* -0.3610 -0.0759 | -0.0245 -0.1104 0.2845 0.0795 0.4192% | -0.2246 0.0070 0.1326 1

TI Flu2 -0.0299 0.0921 -0.3196 | -0.3581 -0.1099 0.9984%%* | 0.3376 0.2968 0.2218 0.4016% | 0.1188 0.2915 1

TI SZT -0.0202 0.4144%* 0.0610 0.5842** | 0.0324 0.2656 02774 -0.0853 | 0.1840 0.2679 -0.1817 0.0332 0.2619 1

Korrelacids koefficiensek szignifikans kiiszobértékei: ryos: 0.3809, 161:0.4764, 15001:0.5974. Szabadsagi fokok
szama: 25. Jelolés: *, ** ***: g7ionifikdans P < 0.05, 0.01 ill. 0.001 %-os szinten, NS: nem szignifikdns. A
szignifikans értékek kék szinnel kiemeltek. Roviditések: SZT Kont: Kontroll szaraztomeg, SZT Kezelt: kezelt
szaraztomeg, Flul Kont: Kontroll F,/F,, érték 13 napos korban, Flul Kezelt: kezelt Fv/Fm érték 13 napos
korban, Flu2 Kont: Kontroll F,/F, érték 18 napos korban, Flu2 Kezelt: Kezelt F./F, érték 18 napos korban, Cu
Kont: Kontroll hajtds Cu koncentracio, Cu Kezelt: kezelt hajtas Cu koncentracio, ZCu Kont: Kontrol osszes
hajtas réztartalom, 2Cu Kezelt: kezelt osszes hajtas réztartalom, Fe Kont: kontroll hajtas Fe koncentracio, Fe
Kezelt: kezelt hajtas Fe koncentracio, TI Flu2: Tolerancia Index a 18 napos korban mért F /F,, értékek alapjan,

TI SZT: Tolerancia Index a szaraztomeg értékek alapjan.
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8.6. tablazat. A vizsgalt paraméterek kozotti korrelacios koefficiensek értékei rézkezelt

hexaploid bizaknal.

SZT SZT Flul Flul Flu2 Flu2 Cu Cu ZCu XCu Fe Kont | Fe TI TI
Kont Kezelt Kont Kezelt | Kont Kezelt Kont Kezelt | Kont Kezelt Kezelt | Flu2 SZT
SZT Kont )
SZT Kezelt
0.4387 1
Flul Kont 0.0216 0.2085 1
Flul Kezelt
-0.6040 0.1821 | 0.0694 1
Flu2 Kont -0.8713
0.6537 -0.0513 | -0.1007 xhox 1
Flu2 Kezelt
-0.0406 02425 | -02837| -03128 | 03426 1
Gu Kont -0.2465 04485 | 05432 02044 | 0008 | 02214 1
CuKezelt 0.0748 01820 | 04036 | -06437 ] 051084 | 04150 0.1203 1
2Cu Kont
-0.0258 05848 | 05746 | 00727| 00478 | 02527 | 097379 | 01640 1
XCu Kezelt 0.8782
0.3359 03008 | 04994 | 05013 | o05325| 05046 0.3292 = | oms 1
Fe Kont
0.0048 04604 | 02115 02003 | 03654 | 06751 | 075467 | 04360 | 0.8103% | o0.6741 1
Fe Kezelt -0.8378
0.2829 0.4003 | -03308 | 03192 | -0.1488 | -0.2260 -0.1875 x| 01360 | -06141| -03683 1
TI Fl2 0.9970
-0.089% 02453 | -0.2880 | -0.2534 | 02816 xxx 02301 | 03884 | 02512 04953| 0623 | -0.2218 1
1
TLSET 03828 0.6606 | 03082 | 06598 | -0.5630 | 03070 06959 | -02182 | 0.6533 | 0.0603 | 04258 | o160t | 03489

Korrelacids koefficiensek szignifikans kiiszobértékei: roos: 0.7545, 10,01:0.8745, 19001:0.9508. Szabadsagi fokok
szama: 5. Jelolés: *, ** **%: gzionifikdns P < 0.05, 0.01 ill. 0.001 %-os szinten. A szignifikans értékek kék
szinnel kiemelve. Roviditések: SZT Kont: Kontroll szaraztomeg, SZT Kezelt: kezelt szaraztomeg, Flul Kont:
Kontroll F/F,, érték 13 napos korban, Flul Kezelt: kezelt Fv/Fm érték 13 napos korban, Flu2 Kont: Kontroll
F/Fn érték 18 napos korban, Flu2 Kezelt: Kezelt F,/F,, érték 18 napos korban, Cu Kont: Kontroll hajtas Cu
koncentracié, Cu Kezelt: kezelt hajtds Cu koncentracié, ECu Kont: Kontrol 6sszes hajtas réztartalom, XCu
Kezelt: kezelt osszes hajtds réztartalom, Fe Kont: kontroll hajtas Fe koncentracid, Fe Kezelt: kezelt hajtas Fe
koncentracio, T Flu2: Tolerancia Index a 18 napos korban mért F,/F,, értékek alapjan, TI SZT: Tolerancia Index

a szaraztomeg értékek alapjan.

8.7. tablazat. A vizsgalt jellegek kozotti korrelacidhoz tartozo korrelacids koefficiensek a
’Chinese Spring’/’Cappelle Desprez’ szubsztiticios sorozat réztoleranciajanak

vizsgalata soran

Vizsgalt jelleg Korrelacios koefficiens (r)
Kontrol hajtashossz — Kontrol szaraztémeg 0.6206 **

Rézkezelt hajtashossz — Rézkezelt szaraztomeg 0.8705 ***

Cu-tolerancia (hajtashossz) — Cu-tolerancia (hajtasszaraztomeg) 0.8824 **%*

Control hajtashossz — Cu-tolerancia (hajtashossz) -0.0091 NS

Control hajtas szaraztomeg — Cu-tolerancia (hajtisszaraztomeg) -0.1739 NS

Rézkezelt hajtashossz — Cu-tolerancia (hajtashossz) 0.8508 ***

Rézkezelt hajtas szaraztomeg — Cu-tolerancia (hajtds szaraztomeg) 0.9131 *%**

Jelmagyarazat: ** és ***: szignifikans P <0.01 ill. 0.001 %-o0s szinten, NS: nem szignifikans.
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8.8. tablazat. Mikroszatellit markerek térképezése ’Chinese Spring’-ben és ’Chinese

Spring’ SAL homozigota delécios vonalakon

No Marker Hossz | Eredetileg [CS | CS CS CS CS CS CS CS
(bp) térképezve SAL- |5AL- |[SAL- ([5SAL-6 [SAL- |5AL-8 |SAL-
23 20 17 15 10
I. Xgwml126 | 195 ITMI + - - - - - - -
2. Xgwml54 | 104 ITMI + + + + + + + +
3. Xgwml56 |314 ITMI + + + + + + + +
4. Xgwm 186 137 ITMI + + + + + + + +
5. Xgwm4l0 |265 ITMI + - - - - - - -
6. Xgwm865 | 172 NT + - - - - - - -
7. Xgwm982 | 130 ITMI + + + - - - - -
8. Xgwm995 | 170 ITMI + - - - - - - -
9. Xgwmll71 | 158 ITMI + + + + + + + +
10. Xgwm1205 | 140 NT + + + + + + + +
11. Xgwm1236 | 148 ITMI + + + + + + + +

Jelmagyarazat: . +: a marker jelen van a vizsgalt vonalban; -: a marker nincs jelen a vizsgélt vonalban; [TMI:
ITMI” buza térképezési populacid (Roder ¢és mtsai., 1998);.NT: nulli-tetraszémds buza vonal (Roder, 2004,

személyes kozlés).
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8.9. tablazat. Mikroszatellit markerek térképezése ’Chinese Spring’-en és ’Chinese

Spring’ SDL homozigota delécios vonalakon

No Marker Hossz Eredetileg CS | CSSDL- | CSSDL- | CSS5DL-
(bp) térképezve 5 9 2
1. | Xgwmli&2 165 ITMI + + + -
2. | Xgwmli90 213 ITMI + + + +
3. | Xgwm205 141 ITMI + + + +
4. | Xgwm2i2 103 ITMI + - - -
5 | Xgwm292 214 ITMI + + + +
6. | Xgwm358 166 ITMI + + + +
7. | Xgwmb65 152 ITMI + - - -
8. | Xgwm583 163 ITMI + + + +
9. | Xgwm639 134 ITMI + + + +
10. | Xgwm805 243 ITMI + - - -
11. | Xgwm902 146 ITMI + - - -
12. | Xgwm931 271 ITMI + - - -
13. | Xgwm960 171 ITMI + + + +
14. | Xgwm1039 137 ITMI + + + +
15 | Xgwmli072 115 ITMI + - - -
16. | Xgwmli122 115 ITMI + + + +
17. | Xgwml226 166 NT + + + +
18. | Xgwmi252 114 ITMI + + + +

Jelmagyarazat: +: a marker jelen van a vizsgalt vonalban; -1 a marker nincs jelen a vizsgalt vonalban; ITMI:
ITMI” buza térképezési populacio (Roder és mtsai., 1998); NT: nulli-tetraszomas buza vonal (Roder, 2004,

személyes kozlés).
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8.10. tablazat. A ’Chinese Spring(CheyenneSA)’ x *Chinese Spring(7.speltaSA)’ buza

térképezési populiacio térképezéséhez felhasznalt polimorf mikroszatellit markerek

No Marker Eredetileg CS Ch CS (Ch3A) | CS (Tsp3A)
térképezve ®p) (bp) (bp) ®p)
1. Xgwml26 ITMI 195 195 195 190
2. Xgwml54 ITMI 104 98 98 114
3. Xgwml56 ITMI 314 314 314 318
4. Xgwml86 ITMI 137 99 99 119
5. Xgwm205 ITMI 151 155 155 151
6. Xgwm241 NT 146 129 129 135
7. Xgwm293 ITMI 200 196 196 190
8. Xgwm304 ITMI 210 210 210 196
9. Xgwm410 ITMI 265 267 267 -
10. Xgwm617 ITMI - 169 169 167
11. Xgwm639 ITMI - - - 148
12. Xgwm865 NT 172 172 172 140
13. Xgwm982 ITMI 130 130 130 118
14. Xgwm995 ITMI 104, 174 104, 170 104, 170 113
15. Xgwmll71 ITMI 158 158 158 -
16. Xgwml205 NT 140 140 140 -
17. Xgwml236 ITMI 148 142 142 124

Jelolések: CS: *Chinese Spring’; Ch: *Cheyenne’; Tsp: Triticum spelta; - : fragment nem detektalhato; ITMI:
ITMI” buza térképezési populacio (Roder és mtsai., 1998); NT: nulli-tetraszomas buza vonal (Roder, 2004,

személyes kozlés).
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8.11. tablazat. Adott markerpozicioban a megfeleld sziildi allélt hordozo vonalak szama

a’CS(ChSA)’ x *CS(TspSA)’ térképezési populacio 62 SCR vonalian

No Marker ChSA TspSA CSS5A Hianyzé
fragment fragment fragment SCR-ek
1. Xgwml26 29 33 - -
2. Xgwml54 12 34 12 4
3. Xgwml56 35 26 - 1
4. Xgwml86 22 25 15
5. Xgwm205 13 49 - -
6. Xgwm241 9 34 14 5
7. Xgwm293 14 36 10 2
8. Xgwm304 24 35 - 3
9. Xgwm410 9 35 17 1
10. Xgwm617 25 24 13
11. Xgwm639 39 23 - -
12. Xgwm865 25 36 - 1
13. Xgwm982 24 31 - 7
14. KXgwm995 5 36 16 5
15. | Xgwmll71 49 13 - -
16. | Xgwml205 44 16 - 2
17. | Xgwmli236 23 18 17 4
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8.12. tablazat. A ’Chinese Spring’ x ’Chinese Spring(CheyenneSB)’ buza térképezési

populicio térképezéséhez felhasznalt polimorf mikroszatellit markerek

No Marker Eredetileg CS Ch CS (ChSB)
térképezve (bp) (bp) (bp)
1. Xewm67 ITMI 83 87 87
2. Xewml 18 NT 109,107 109 109
3. Xewm91 ITMI 118 120 120
4. Xewml97 NT - 117 117
5. Xewm335 ITMI - 206 206
6. Xowmd43 ITMI 141 - -
7. Xewm756 NT 123 128 128
8. Xewm790 ITMI - 158 158
9. Xewm810 ITMI 151 145 145
10. Xewm996 NT 190 194 194
11. Xewml016 ITML NT 167 196 196
12. Xewml043 ITMI 146 138 138
13. Xewml054 ITMI 141 143 143
14. XewmlI65 ITMI 147 - -

Jelslések: CS: *Chinese Spring’; Ch: *Cheyenne’; - : fragment nem detektalhato; ITMI: "ITMI” buza térképezési

populéacié (Roder és mtsai., 1998); NT: nulli-tetraszémas buza vonal (Roder, 2004, személyes kozlés).
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8.13. tablazat. Adott markerpozicioban a megfeleld sziildi allélt hordozo vonalak szama

a CS x CS(ChSB) térképezési populacio 62 SCR vonalian

No Marker CSSB Ch5B fragment | Heterozigota Hianyzé
fragment CSSB és SCR-ek
ChSB
fragment
L. Kt 34 27 - -
2. Xewmlls 33 28 - -
3. Xewm191 33 27 - 1
4. Xewml97 30 30 - 1
5 Xewm3ss 32 28 - 1
6. Xowmd43 24 37 - -
o Xewm756 34 25 2 -
8. Xewm790 41 20 - -
9. Xewm810 31 28 - 2
10. Xewm996 33 27 - 1
11. Xewml016 41 20 - -
12. Xewml043 30 31 - -
13. P 31 27 - 3
14. Kevmides 33 28 - -

8.14. tablazat. A 12 vizsgalt paraméter kozotti korrelacios koefficiense értékei az "ITMID’
biza térképezési populacional réztolerancia tesztelése soran

Vizsgalt jelleg Hajtas Hajtas Cu- Hajtas Cu- | Hajtas Cu- | Hajtas Fe- | Hajtas Fe- | Hajtas Mn- | Hajtas Mn- | Hajtas Zn- | Hajtas Zn- | Cu-
szaraztomeg | szaraztémeg, | tolerancia koncentracio, | koncentracié, | koncentracié, | koncentracio, | koncentracio, | koncentracié, | koncentracio, | koncentracio, | akkumulalo
kontrol Cu-kezelt kontrol Cu-kezelt kontrol Cu-kezelt kontrol Cu-kezelt kontrol Cu-kezelt képesé,

Hajtas - 0.5606 *** -0.2888 * -0.1399 NS 0.0457 NS -0.1485 NS -0.0439NS -0.0107 NS 0.1249N8S -0.0549 NS 0.1895NS 0.1760 NS
szaraztémeg,
kontrol

Hajtas a = 0.6228 ##% | -0.1645NS -0.2479 NS -0.0349 NS -0.1848NS -0.2975 NS -0.2051 NS -0.1477 NS -0.2096 NS -0.1384 NS
szaraztémeg,
Cu-kezelt

Cu-tolerancia - - - -0.0340 NS -0.2975 NS 0.1037 NS -0.1667NS -0.3186 * -0.3304 * -0.1098 NS -0.4184 ** -0.3138 *
Hajtas Cu- = 0.5647 H## 0.6672 *##* 0.1957 NS 0.5314 ##+ 0.3182 % 0.3535 % 0.0831 NS -0.2193 NS
koncentracio,
kontrol

Hajtas Cu- | - - - - - 0.2501 NS 0.4943 ### 0.3698 * 0.6239 #*# 0.2882 NS 0.4367 ** 0.6760 *#*
koncentracio,
Cu-kezelt

Hajtas Fe- - 7 0.41560 ** 0.3038 * 0.0026 NS 0.4460 ** -0.0022 NS -0.2998 NS
koncentracio,
kontrol

Hajtas Fe- -0.0103 NS 0.2045 NS 0.3402 * 0i3972 #% 0.3093 *%
koncentracio,
Cu-kezelt

Hajtas Mn- 0.6369 *## 0.4469 ** 0.2260 NS -0.0508 NS
koncentracio,
kontrol

Hajtas  Mn- 0.5316 *+* 016309 ##4% 0.4376 **
koncentracio,
Cu-kezelt

Hajtas Zn- 0.6705 #+* -0.0105 NS
koncentracio,
Kontrol

Hajtas Zn- 0.4049 *#
koncentracio,
Cu-kezelt

A korrelacios koefficiens (r) szignifikancia kiiszobértékei: Szabadsagi fok (SZF)=51, Py¢s=0.270679,
Po01=0.35088, P01 =0.4392746, SZF=40, P05=0.3043852, Pu;1=0.393117879, Py 001=0.4895738.

*O¥E &g FR¥ gzignifikans P<0.05, 0.01 és 0.001 szinten, NS: nem szignifikdns. Szignifikans hatas kék szinnel
kiemelve.



