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A buza genomba beépiilt arpa kromoszoma-régiok hatasanak vizsgalata a koraisagra, a

mindségre és a szarazsagtiirésre

A palyazatban célul tlztik ki a buza genomba beépitett arpa kromoszémak hatasanak
vizsgalatat a koraisagra, a mindsé€gi paraméterekre €s a szarazsagtiirésre. A vizsgalatokban a
Martonvasaron eldallitott buza/arpa addicids és transzlokacids vonalakat hasznaltuk fel. A
korabban eldallitott vonalak mellett folyamatosan valogattunk ki és szaporitottunk 1;j
btza/arpa introgresszids vonalakat molekularis citogenetikai méodszerek (FISH, GISH) és

molekularis markerek segitségével.

1.Uj buiza/érpa addiciés vonalak eléallitdsa

A palyazati munka soran az Mv9 krl (martonvasari 6szi buzatorzs) X Igri (német 2-soros 0szi
arpa) és az Asakaze komugi (japan fakultativ buzafajta) x Manasz (ukran 6-soros 6szi arpa)
kombinaciobol allitottunk eld diszomas addiciés vonalakat. Egyes vonalakat mar a palyazat
beadasa el6tt Iétrehoztunk, de tobb vonalbol addig csak egy-egy ndvényt valogattunk ki (Mv9
krl/lgri 7H), vagy csak monoszomas addiciok alltak rendelkezésre (2H 3H, Asakaze
/Manasz).

Az Mv9 krl/Igri kombinaciobol 2H, 3H, 4H, 6HS, 7H és 1HS izokromoszomas diszomas
addiciés vonalakat allitottunk ¢l6. Az arpa kromoszémakat biza hattérben genomi in Situ
hibridizacioval (GISH) mutattuk ki, fluoreszcens in situ hibridizacioval (FISH) azonositottuk,
¢s azt molekularis markerekkel megerdsitettiik Vizsgaltuk az egyes vonalak genetikai
stabilitasat. A vonalakat felszaporitottuk ¢és morfologiai tulajdonsidgaikat jellemeztiik
(Szakacs-Molnar-Lang, 2010, Genome 53(1): 35-44.) A létrehozott vonalak lehetévé tették,
hogy az Igri arpa 1HS, 2H, 3H, 4H, 6HS, ¢és 7H kromoszémajanak hatdsat tanulmanyozzuk
buza hattérben. Az Mv9 krl/Igri kombinaciobol létrehozott 7D-5HS transzlokacios vonalban
az Igri SH arpa kromoszoéma rovid karjanak egy szakasza épiilt be, ami lehetdvé teszi ennek a

kromoszomanak a vizsgalatat is.



l.abra. A 6H ¢és a 7H Asakaze komugi/Manasz addiciés vonalak szomatikus kromoszomai
fluoreszcens in situ hibridizacio (FISH) utan. a, ¢, Az arpa kromoszomak kimutatasa genomi
in situ hibridizacioval (GISH), az arpa kromoszomak zolden fluoreszkalnak (nyillal jelolve).
b, d, A kromoszomak azonositasa FISH-sel az Afa family (piros), HvT01 (zold) és pTa7l
(narancs) DNS probakkal.



Az Asakaze X Manasz kombinaciébol a 2H, 3H, 4H, 6H és 7H diszomas addicidos vonalakat
allitottuk el6, amelyeket FISH-sel repetitiv DNS probak segitségével azonositottunk (1. bra),
¢s azt molekularis markerekkel aldtamasztottuk. A vonalakat elszaporitottuk és fenotipusos
tulajdonsagaikat fitotronban és szant6foldi korilmények kozott is jellemeztiik (Molnar-Lang
et al. 2012. Genome 55(4): 302-311). Az Igri (német kétsoros 6szi arpa) és a Manasz (ukran
hatsoros 0Oszi arpa) arpa kromoszomakat hordozéd vonalakat (2. 4bra) szant6foldon
elszaporitottuk, ami lehetévé tette, hogy a kiilonb6z6 agrondémiai vizsgalatokat

elvégezhessiik, azokhoz a sziikséges mennyiségli szemet biztositsuk.

Asakaze Manas 2H 6H 7H  Chinese
komugi spring

2. dbra Az Asakaze komugi/Manasz addicids vonalak (2H, 3H, 4H, 6H, 7H) kalaszai a
sziildpartnerek (Asakaze komugi — japan fakultativ blzafata, Manasz — ukran hatsoros
arpafajta) mellett. Az elsé visszakeresztezést a Chinese Spring kinai tavaszi buzafajtaval

végeztiik, ezért ennek a genotipusnak a kaldszat is feltiintettiik utolséként a képen.



2. Koraisag

Vizsgéltuk a buza genomba beépitett arpa kromoszoémak hatasat a koraisagra, a kalaszolasi és
viragzasi idore fitotronban mesterséges koriilmények kozt és szantéfoldon két egymast kovetd
évben. Fitotronban harom kezelést alkalmaztunk, rovid napos megvilagitast (12 6ra), hossza
napos megvilagitast (16 ora) és vernalizacio nélkiil neveltiik a névényeket kezdetben 15/10
°C-on, majd bokrosodas utan 2 °C-kal emeltiikk a hémérsékletet. A 2H, 3H, 4H, 6HS, 7H Mv9
krl/Igri és a 2H, 3H, 4H, 6H ¢és 7H Asakaze/Manasz diszoémas addicidos vonalakbdl 5-5
novényt neveltiink fitotronban mindegyik kezelésben. Szant6foldon genotipusonként 10-10
novényt felvételeztiink.

Mindegyik kezelésben szant6foldon és fitotronban is, mindkét fajtakombinacioban a 7H
kromoszomat hordozdé  vonalak voltak a  legkorabbiak. Fitotronban  mindkét
fajtakombinacidban minden kezelésben a 4H kromoszomat hordozé vonalak voltak a
legkésObbiek, szant6foldon azonban az Asakaze/Manasz kombinacidoban a 6H kromoszomat
hordoz6 vonalak virdgoztak legkésobben. Az Asakaze/Manasz kombinacidban a 7H és a 4H
addicios vonalak virdgzasdban szant6foldon 6 nap volt a kiilonbség, ez fitotronban hosszu
napos megvilagitas mellett 16 napra, rovid napos megvilagitas mellett 44 napra novekedett.
Az Mv9 krl/Igri kombinacidban a 7H addicios vonal 7 nappal korabban viragzott, mint a 4H
addici6. Rovid napos megvilagitas mellett a 4H és a 7H viragzasi idejének kiilonbsége 52
napra novekedett. A tobbi vonal viragzasa fitotronban a két vonal kdz¢é esett. Sajnos az 1H és
az 5SH kromoszémak hatasat nem tudtuk vizsgalni. Az 1H kromoszoma sterilitdst okoz, az
1HS izokromoszémat hordoz6 addiciés vonal pedig rendkiviil instabil. Az 5H kromoszoma
mindkét kombinacidoban BC, nemzedékben eliminalodott.

A fenotipusos tulajdonsagok részletes feldolgozasakor megfigyeltiik, hogy az arpa jo
bokrosoddképessége elsdsorban a 7H addicidos vonalakban nyilvanult meg, ezek
szignifikdnsan jobban bokrosodtak mint a biza, mindkét fajtakombinacioban. A legnagyobb
fertilitast a 4H addicios vonalakon tapasztaltuk. A 4H Asazake/Manasz addicioés vonal
kalaszai szignifikansan hosszabbak voltak mint a biza sziild. A kisérletb6]l Farkas Andras,
Molnar Istvan, Karsai Ildiko és Langné Molnar Marta tarszerzéségével ,, The effect of winter
barley chromosomes added into wheat/barley addition lines on flowering time under short and
long day length in phytotron and in the field” cimmel publikaciot készitettiink, amelyet az
Euphyticaban kivanunk publikalni.



3. Minéség

Vizsgaltuk a buza/arpa addicids €s introgresszidos vonalak mindségi paramétereit. Miutan a
stitdipari vizsgalatok nagy mennyiségli szemet igényelnek, el6szor azokat a genotipusokat
vizsgaltuk, melyekb6l a kb 1 kg szemtermés mar rendelkezésre allt. Vizsgaltuk a
fehérjetartalmat, a sikértartalmat, a sikérteriilést, a Zeleny indexet, az esésszamot, a
gluteninindexet. Megéllapitottuk, hogy a buza/arpa transzlokacids vonalak koziil a 6B-4H
MvOkrl/Betzes transzlokaciés vonal kiemelkedd fehérjetartalommal és sikértartalommal
rendelkezik, ellenben glutenin indexe kedvez6tleniil alacsony.

Az Mv9 krl1/Igri addicidés vonalakat 6sszehasonlitva megallapitottuk, hogy a 3H Mv9 krl1/Igri
addicios vonal tobb évben tobb ismétlésben is magasabb fehérjetatalommal rendelkezett, mint
a kontroll bzasziil6 (Mv9kr1) és a 2H addicios vonal (1. év Mv9 krl- 15.78%, 3H -18.25%;
2H —15.61%; 2. év Mv9 krl- 12.45%, 3H -14.5%, 2H —12.87% ). A kiilonbség a két vonal
kozt és az Mv9 krl-hez viszonyitva is szignifikans volt. A 4H addicios vonal fehérjetartalma a
2H ¢és a 3H kozé esett. Hasonloképpen magasabb volt a 3H Mv9 krl/Igri addicids vonal
sikértartalma. Erdekes megfigyelés, hogy a 2H, 3H buza/arpa addicids vonalak esésszama a
buza sziilopartnernél szignifikdnsan magasabb lett, amely a kaldszban csirazas gatldsa miatt
fontos.

Vizsgaltuk a buza/arpa introgresszidos vonalak p-glukantartalmat is. A B-glukdn az arpa
endospermium sejtfalaban fordul eld és a legtobb gabonaféléban megtalalhato. Az egészséges
taplalkozas szempontjabol fontos rost, és kedvezd ¢€lettani hatdsa van a koleszterin tartalom
csOkkentésére. Az arpaban Iényegesen nagyobb mennyiségben fordul eld, mint a buzaban.
Kisérleteinkben vizsgaltuk az Asakaze komugi/Manasz kombinacioban a 7H addiciés vonal
B-glukantartalmat a buza és az arpa sziildpartnerekhez viszonyitva. A Chinese Spring ¢és az
Asakaze komugi buzafajtdkban a B-glukantartalom 9.65 mg (mg/g szarazanyag) ¢és 12.10 mg
volt, ellenben az arpafajtaban négyszeres mennyiséget mutattunk ki (Manasz — 44.82 mg,
Betzes — 45.8 mg). A 7H addiciés vonalban és a 4BS.7HL transzlokacioés vonalban a f-
glukantartalom a buza sziilohoz képest kétszeresére novekedett (23.2 mg és 20.41 mg) (Cseh,
A., Kruppa K., Molnar I, Rakszegi M, Dolezel ,J., Molnar-Lang, M. 2011. Genome 54:(10)
795-804.)



4. Szarazsagtiirés

A buza/arpa introgresszidos vonalak €s a sziiloi genotipusok abiotikus stressztolerancidjat
(ozmotikus stressz) laboratériumi koriilmények kozott vizsgaltuk. A ndvényeket mddositott
Hoagland tapoldatban neveltiik négy hetes korukig 200 pmol m? s fényintenzitdson normal
polietilén-glikol €s sooldatokkal torténtek. A novények vizallapotdnak valtozasat a relativ
viztartalom (RWC) meghatarozasaval kovettik nyomon. Az intakt levelek gézcsere
paramétereit infravorés gazanalizissel hataroztuk meg (GFS-300-FL, H. Walz, Effeltrich,
Németorszag) gazanalizatort hasznalva. A gazcsere és a klorofill a fluoreszcencia indukcios
mérések egy idoben, ugyanazokon a leveleken torténtek. Az asszimildcids rita (A), a
sztomakonduktancia (gs) €és a quenching paraméterek szdmitdsa a palyazatban megadottak
szerint tortént. Az ozmotikus és sokezelések adott koncentracioji polietilén-glikol és
sooldatokkal torténtek. A vizsgéalatok célja volt, hogy meghatarozzuk, hogy a fiatal
novénykorban mérhetd paraméterek alapjan, a beépitett arpa kromoszomak milyen mértékben
befolyésoljak a buza abiotikus stressztolerancidjat. A kisérletben laboratoriumi koriilmények
kozott megvizsgaltuk, hogy a PEG indukalta ozmotikus stressz utdn milyen mértékben

allapithatd meg kiilonbség az egyes vonalak abiotikus stressztoleranciajaban.

Az ozmotikus kezelés az arpa sziiléi vonalakban (Igri, Betzes, Manasz) erés sztomazarast és
asszimilaciés rata (A) csokkenést okozott, ami legkifejezettebben az Igri arpafajtanal
jelentkezett. Ezzel szemben a buzavonalak (Chinese Spring, Asakaze komugi, Martonvasari 9
krl) sztomai a kdzepes és erds ozmotikus kezelés hatasara nagyobb nyitottsagot mutattak. A
vizhidny a buza/arpa introgresszids vonalakban a sziildi arpafajtak viselkedésének megfeleld,
jelent6s sztomazarasal jart egyiitt. Ennek megfelel6en az asszimilacios rata sem haladta meg a
sziild1 buzafajtadk megfeleld értékeit.

Irodalmi adatok szerint a szarazsagtiirésért és a vizhasznositasi hatékonysagért (WUE) felel6s
genetikai régiok a 6H (hosszu kar) és a 7H (centromera koriili régidban) kromoszoémakon
talalhatok (Cattivelli et al. 2002, Molnar et al. 2007). A WUE-t levél szinten mint a netté CO2
asszimildcidés rata (A) és a sztomakonduktancia (gs) hanyadosaként hatarozhatjuk meg
(WUEI, Martin and Ruiz-Torres, 1992). Az ozmotikus kezelések megkezdése eltt a WUEI
paraméter nem mutatott szignifikdns kiillonbséget a vizsgalt sziildi vonalak kozott. A sziiloi
vonalak koziil mérsékelt ozmotikus kezelésre a WUEI nem csokkent a bliza genotipusokban

¢s Igri arpafajtdban, s6t a Chinese Spring (CS) buzafajtdban mérsékelten emelkedett.



Ugyanakkor Betzes arpafajta vizhasznositdsi hatékonysaga szignifikdnsan csokkent (P <
0.01). Ennek ellenére a 4H(4D) CS/Betzes szubsztiticiés és a 3HS.3BL MvOkrl/Betzes
centrikus fuziét hodozoé vonalban a WUEI értékei megfeleld szinten maradtak, s6t a 6H
Mv9krl/Betzes diszomas addicids vonalban kimagaslo emelkedés volt kimutathato (P < 0.01)
A WUEI ilyen emelkedése irodalmi adatok szerint a szarazsagra tolerans novényekre jellemzé
(Medrano et al. 2002).

A vizsgalt sziiléi arpa genotipusok ozmotikus stresszre mutatott toleranciaja nem haladja meg
a buzafajtakét. Ennek ellenére néhany introgresszios vonal (3H Mv9krl/Igri addicio, 4H
Asakaze/Manasz addici6, 7DL.7DS-5HS Mv9krl/Igri transzlokacio, 6BL.6BS-4H CS/Betzes
transzlokacio és a 6H Mv9kr1/Betzes addicio) a sziiléi arpafajtakhoz képest kevésbé érzékeny
a vizhianyra. Kiemelked$ vizhasznositasi hatékonysaggal rendelkezik a 6H Mv9krl/Betzes-
addici6s vonal.

Az ozmotikus stresszre mutatott tolerancia mellett a sziildi arpa és buzavonalak genotipusok
¢s buza/arpa introgresszios vonalak sotiirését is vizsgaltuk. A soOstressz nem csak ionikus,
hanem ozmotikus hatassal is rendelkezik, ezért a vizsgalt vonalak relativ viztartalma a
kezelések hatasara a legtobb vonal kivételével csokkent. Ezzel parhuzamosan a sziildi és az
introgresszids vonalak sztomakonduktancidja is altaldban csokkent, holott a a viztartalom
csokkenése ezt nem indokolta minden esetben. A Manasz arpafajta, a 7H Asakaze/Manasz ¢€s
a 6H Mv9krl/Betzes addicids vonalak esetében a sztomakonduktancia a sostressz alatt is
kielégitd maradt. Ez utébbi vonalakban a nettd fotoszintetikus szén-dioxid fixalds még a
kozepesen erds, 200 mmol/L-es NaCl koncentracidé mellett is megfeleléen magas mértékben
ment végbe, valamint azt sztomatikus faktorok limitaltdk. Mindez manifesztalodott a
novények szarazanyag-produkcidjaban is. Ezek az eredmények &sszhangban allnak azokkal
az irodalmi adatokkal (Colmer et al. 2005), amelyek a 7H kromoszoma szerepét
hangstlyozzék a levelek natrium és kalium tartalmanak modositasaban, és magyarazzak a 7H
Asakaze/Manasz addiciés vonal erdteljes sotoleranciajat. Erdekes 6H Mv9kr1/Betzes addicids
vonal megfeleld sotlirése is, habar tolerancidjat a sziiléi genotipusok viselkedése nem
magyardzza (Dulai, S. Molnar, 1., Hal6, B., Molnar-Lang, M. 2010. Photosynthesis in the 7H
Asakaze komugi/Manas wheat/barley addition line during salt stress. Acta Agronomica,
58(4): 367-376.)
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3. abra

Az Asakaze komugi x Manasz hibridb6l szarmazé 4BS.7HL centrikus fizié szomatikus
kromoszomai in situ hibridzacié utan. a, Arpa kromoszémakar kimutatasa GISH-el (arpa
kromoszomakar vords, buza kromoszomak kékek). b, A kromoszoémak azonositasa Afa family
(voros) , pSc119.2 (zold) és pTa7l (sarga) probakkal. ¢, A kromoszémak azonositasa FISH-
sel pSc119.2 (z6ld), arpa szubteloméra specifikus proba HvTO01 (sarga), centroméra specifikus
proba (AGGGAG)n voros.

5. Buza/arpa transzlokaciok elédllitasa

Az Asakaze komugi/Manasz kombinacidban genomi in situ hibridizacioval (GISH)
kimutattunk egy spontan transzlokaciot, amelyet FISH-sel és molekuldris markerekkel
4BS.7HL centrikus fuzidonak azonositottunk (3. abra). A transzlokacios vonal segitségével a
7H kromoszoéma hossza karjan térképeztilk a HVCSIF6 gént, amely a B-glukan szintézisért
felel6s. A HvCsIF6 génrdl eddig csak azt publikaltak, hogy a 7H kromoszoma centroméra
koriili régiojaban helyezkedik el, de nem volt ismert melyik kromoszémakaron. A
transzlokacido és 7HL diteloszomés vonalak segitségével sikeriilt pontosan térképezni ezt a
gént (Cseh et al. 2011. Genome 54:(10) 795-804.). A transzlokacios vonal B-glukan tartalma
a buza sziilonek kétszerese lett, amely érték buza genotipusokban nem fordul eld, ezt csak az
arpa lényegesen magasabb [B-glukantartamdnak atvitelével lehetett elérni. A B-glukan az

egészséges taplalkozas szempontjabol fontos paraméter.

Homeolog transzlokaciok létrehozasanak céljaval az Asakake komugi/Manasz addicids
vonalakat kereszteztik a 2C buza/Aegilops cylindrica addiciés vonallal, mert a 2C
kromoszoma gametocid géneket hordoz és kromoszoma atrendezddéseket hoz 1étre az
utddokban. A gametocid rendszer segitségével hoztak létre buzdban a delécids sorozatot,
illetve allitottak eld transzlokaciokat a Chinese Spring/Betzes addiciés vonalb6él Endo és
munkatarsai. Kisérleteinkben az Asakaze komugi/Manasz addicio x 2C CS/Ae. cylindrica
keresztezésb6l szarmazo F; szemeket 2011-ben tenyészertben elvetettiik, a ndovényeket
izolaltuk. Az izolalt szemekben megkezdtiilk GISH-sel az atrendez8dések kimutatasat. A 4H
Asakaze/Manasz x 2C Ae. cylindrica keresztezésbdl szarmazd F, szemekben eddig 50
vizsgalt szembdl 6-ban talaltunk buza/arpa transzlokacioés kromoszomakat. A tovabbiakban

vizsgalni kivanjuk a 7H Asakaze /Manasz x 2C hibridek utodait is.



4. abra

A 4HL.5DL buza/arpa centrikus faziét hordozé vonal szomatikus kromoszoémai in situ
hibridzacié utan. a, Az arpa kromoszomakar kimutatisa GISH-sel (arpa kromoszdémakar
vOros, buza kromoszomak kékek). b, Kromoszomak azonositasa fluoreszcens in situ

hibridizacioval Afa family (voros) , pSc119.2 (z61d) és pTa71 (sarga) DNS probakkal.

A 4H(4D) Mv9krl/Betzes szubsztitucidos vonalat a CS ph mutanssal keresztezve egy
4HL.5DL transzlokacids vonalat allitottunk eld, amelyet FISH-sel és molekuldris markerekkel
azonositottunk (Kruppa, K., Tiirkosi E., Szakacs E., Cseh, A., Molnar-Lang, M. 2012.
Development and identification of a 4HL.5DL wheat/barley centric fusion using GISH, FISH
and SSR markers. Cereal Research Communications. online DOI: 10.1556/CRC.2012.0038).
A homozigéta transzlokaciés vonal genetikailag stabilnak bizonyult. Morfologiai

tulajdonsagait (n0vénymagassag, bokrosodas, fertilitas, kalaszhossz, kalasztipus) jellemeztiik.
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Ez a vonal alkalmas arra, hogy a 4H kromoszoma hosszl karjan lokalizalt gének hatdsat és
expressziojat a blza genomban tanulmanyozuk. A 4H kromoszoéman szamos fontos,
agronémiai  tulajdonsagért felelés gén talalhato(szarazsagtirésért felelds  gének,
vizhasznositasi hatékonysagért felelés gének, dehydrin gének, Vrn-H2, Al-tiirésért felelds
gének) melynek beépitése a buzaba nemesitési szempontbol érdekes. Az Asakaze/Manasz
kombinacioban 2H, 3H, 6H arpa kromoszoéma szegmentumokat hordozé translokaciokat

mutattunk ki, melyek felszaporitasa folyamatban van.
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