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Zarojelentés (OTKA T043120)

Palyazatunkban az alabbi harmas célkitiizést fogalmaztuk meg: (i) Uj génforrasok szelekcidja a termesztett
buza abiotikus stressz tiiré6 képességének fokozasa érdekében; (ii) e génforrasoknak a vizhidnyra, a magas
hémérsékletre és a magas fényintenzitasra adott fizioldgiai valaszreakcidinak részletesebb elemzése; (iii) a
buzéhoz képest legjobb stressz tiir6 képességgel rendelkezé és igy legperspektivikusabb vonalakbol
nemzetségkeresztezéssel F; hibrideket eléallitasa. Ennek megfeleléen a legfontosabb eredményeket az
alabbiakban 6sszegezziik.

e Részletes informaciokkal rendelkeziink a kulénbéz6 genommal rendelkezd Aegilops fajok abiotikus

e Eredményeink részben kiegészitik eddigi ismereteinket a vizsgalt stressz tényezék hatdsardl, valamint
az ezekkel szemben kialakult védekezé/szabalyozd mechanizmusokrol. Vizsgalataink eredményeként
informaciok allnak rendelkezésre az eredeti éléhely viszonyai altal meghatarozott védekezési
stratégiakrol, amelyek az egyes fajok és vonalak kozott eltérést mutatnak, és a szarazsagtiirést
eléseqitik.

o Mivel a stresszélettani kisérleteket - néhany egyszerii modellrendszeren kiviil - a termesztett buzaval
szoros genetikai/filogenetikai rokonsagban allé Aegilops nemzetség vonalain végeztiik, a stressztiird
képességért felelés génkomplexumok blzaba konnyen atviheték. Ennek megfeleléen az altalunk
létrehozott F; hibridek kiindul6pontjai lehetnek olyan idegenfaju transzlokaciok eléallitdsanak, amelyek
felhasznalhatoak a blzanemesitésben. E genotipusok alkalmazésa soran Ugy ndvelhetd a blza genetikai
variabilitdsa, hogy az nem vet fel olyan etikai kérdéseket, amelyek a géntranszformacio soran
felmerilnek.

1. Uj génforrasok szelekci6ja a termesztett blza abiotikus stressz tiiré képességének fokozasa érdekében
1.1. AKkisérletekbe bevont Aegilops vonalak
A kisérletekbe bevont Aegilops vonalakat az 1. tablazatban 0sszegezziik. A szemek felszaporitasa az

MTA. Mezégazdasagi Kutatéintézetében (Martonvasar) tértént vonalanként 250 szemszammal.

1. tablazat A kisérletekbe bevont Aegilops fajok )
Genom tipus Csapadék/év El6hely tszf. magassag

Ae. biuncialis (7 vonal) UUMMP 225-1250 0-1750m
Elterjedés: Mediterran-Ny-Azsiai elem

Ae. speltoides (3 vonal) SS 450-1450 mm 0-2000m
Elterjedés: Mediterran-Ny-Azsiai elem,

Ae. tauschii (5 vonal) DD 150-350 mm 0-2700m
Elterjedés: Ny- és Kdzép Azsia, Kina.

Ae. bicornis (4 vonal) sPsP 75-275 mm 0-900m

1.2. Az abiotikis stressztényezdkkel szembeni szelekcio

A kilonb6z6 vonalakat 3 abitotikus stressztényezével szemben szelektaltuk. Szarazsagtiirést csirazasi
(1. &bra) és kiszaritas utani tulélési tesztekkel vizsgaltuk. Kisérleteinkben a csiraztatashoz vizet és 15%-0s
polietilén-glikol oldatot alkalmaztunk. A csirdzési teszteknél mind a promptness (1), mind a csirazasi stressz
index (GSI) szamitasa és kiértékelése megtortént sszesen mintegy 132 6nallé teszt alapjan.

A magas hémérséklettel szembeni toleranciat azon megfontolas alapjan, hogy a névényi sejt egyik
legh6érzékenyebb komponense a Il. fotokémiai rendszer (2, 3) a kezdeti és a steady-state klorofill-a
fluoreszcencia hémérsékletfiiggése alapjan (Fo- és F-T — gorbék; 4-10) hataroztuk meg kiilénbdzé
fényintenzitasokon mintegy 264 mérésszam mellett.

A fényintenzitas szabadfoldi korllmények kozott gyakran meghaladja a fotoszintetizalo apparatus
szamara még optimalis szintet, ami pedig reakciocentrum-protein degradaciéjan keresztil karosithatja annak
miikodését (11, 12). Ennek megfeleléen az érzékenységet a Il. fotokémiai rendszer (PS Il) adott gerjesztfény-
intenzitas mellett mért fluoreszcencia hatasfok valtozasai alapjan, az un. quenching analizissel (13, 14) hataroztuk
meg. Az emlitett médszerek kombindlt alkalmazéasa nagyszdmu vonal esetén is hatékony eljarasnak bizonyult az
abiotikus stresszekre tolerans vonalak felderitésére.

A paramétereket 6sszehasonlitva a martonvasari Mv9 krl, valamint a Plainsmann 6sziblza fajtakkal, a
legperspektivikusabb vonalakat kivalasztottuk.

Habar mar az elsé év utan valoszintivé valt, hogy csak néhany vonal az, amely a blza szarazsagtiirésének
novelése szempontjabol megfeleldnek tiinik, 13 az elézetes szelekciés modszerekkel kivalasztott vonalon tébb
fiziologiai paraméter alapjan vizsgaltuk a szarazsag alatti abiotikus stressztolarancia valtozasokat. Ezt részben a
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celkitiizés 2. része indokolta, masrészt a vonalak végleges kivalasztasanal sziikséges volt annak megismerésére, hogy
a szarazsag atvészelése milyen stratégia alapjan torténik (2. tablazat). Ezeken a késéhbiekben produkcidbioldgiai és
enzimaktivitas vizsgalatokat is végeztiink.
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1. dbra A csirazasi stresszindex (GSI (%) = 100x(a csirazott magvak szama stressz alatt / a csirazott magvak
szama stressz mentes allapotban) alakulasa a vizsgalt vonalakon

Az abran megjelenitett értékek 3-3 fuiggetlen teszt eredményének matematikai kdzépértékei. Minden egyes teszt
30-30 szem felhasznélasaval tortént.

Jelmagyaréazat: 1. Osziblza (Mv9 krl), 2. Osziblza (Plainsmann), 3. Osziblza (Cappelle Desprez, nem
csirazott), 4. Ae. biuncialis 642, 5. Ae. biuncialis 1094, 6. Ae. biuncialis 382, 7. Ae. biuncialis 379, 8. Ae.
biuncialis 1112, 9. Ae. biuncialis 470, 10. Ae. biuncialis 377, 11. Ae. speltoides 621, 12. Ae. speltoides 362, 13.
Ae. speltoides 1042, 14. Ae. tauschii 426, 15. Ae. tauschii 589, 16. Ae. tauschii 363, 17. Ae. tauschii 590, 18. Ae.
tauschii 605, 19. Ae. bicornis 604, 20. Ae. bicornis 586, 21. Ae. bicornis 603 (nem csirazott), 22. Ae. bicornis
585.

2. tdblazat Az 6sszes mért paraméter alapjan kivalasztott vonalak, néhany fontosabb paraméterrel

Faj, vonal Stratégia tipus” Tco(1000 pE) Te1 (1000 pE) @ PS 11 (1000 pE)
(A alapjan)
Ae. biuncialis jO vizmegtarto 44,5+0,00 49,0+0,00 0,243+0,034
MvGB 382 RWC  csokkenésre
érzékeny
Ae. bicornis jO vizmegtarto 45,8+0,28 48,0+0,00 0,210+0,029
MvGB 585 RWC  csokkenésre
érzékeny
Ae. speltoides vizveszt 46,5+0,70 49,0+0,00 0,205+0,033
MvGB 1042 RWC  csokkenésre
tolerans
Ae. tauschii abszolat 45,0+0,00 51,0+0,50 0,208+0,066
MvGB 605 Sszérazsagtird
Ae. tauschii szarazsagtiiré 44,5+0,50 49,6+0,57 0,317+0,035
MvGB 589




2. Az abiotikus stressztényzékre adott fizioldgiai valaszreakciok részletesebb elemzése

Ennek keretében az Aegilops vonalak stressz-élettani jellemzéit, a szarazsag tulélésében megallapithat6
stratégiakat, valamint az egyes protektiv folyamatokban fellelheté k6z0s vonasokat ill. az azok kdzott
feltételezhetd kapcsolatokat részletes vizsgalatnak vetettiik ala. Néhany mondatban sziikséges arra utalni, hogy a
kilonb6z6 Aegilops fajok és vonalak adott stressz-tényezékkel szembeni valaszreakcidinak részletes vizsgalatat
megel6zte azok bizonyos kryptogam és magasabbrendii Cz-as modellndvényeken torténé tanulmanyozésa.
Ezekben a kisérletekben részben kikiiszobolheték voltak azok a zavard tényezok, amelyek a magasabbrendiiek
bonyolultabb felépitésébsl adddnak, és amelyek az Aegilops vonalakon csak kdzvetve mérheték, vagy mar
meglévd ismeretek alltak rendelkezésre e folyamatokkal kapcsolatban. E vizsgalatok eredményeit részben
szintén publikaltuk, de a jelentésben terjedelmi okok miatt nem ismertetjik.

2.1. A kisérleti bedllitasok rovid jellemzése

Uveghazi nevelés, 1,5 kg fold, természetes megvilagitas, 20-25 °C. Klimakamraban vizkulturas nevelés,

25°C.
Vizhidny el6idézése 6 hét utdn vizmegvonassal, vagy adott koncentracidju polietilén-glikol (PEG) oldatok
alkalmazasaval tortént. A kezelések fliggvényében minden vonal esetében meghataroztuk a relativ viztartalmat:
RWC=(FW-DW)x100/(SW-DW), ahol FW a nyers tdmeg; SW a viztelitett szegment tomege; DW a
szaraztomeg.

Az IR gazanalizis (ADC LCA-2) és a fluoreszcencia kioltas analizis (PAM 101-103) ugyanazon
leveleken egy idében torténtek. Az IR géazanalizis paraméterei félig zart rendszerben, telitési fényintenzitason
(1000 pmol m?s™) 3-1000 ppm CO, koncentréaci6 kozott hataroztuk meg. A sztémakonduktanciat (gs), a nettd
asszimilacios ratat (A) és az intercellularis CO, koncentracioét (C;) von Caemmerer and Farquhar (15) egyenletei
alapjan hataroztuk meg. A relativ sztéma (L) és mezofill limitacié (L,,) meghatarozasa az A/Ci gorbék alapjan
Lawlor D.W. (16) modszerével tortént. A CO,-ra vonatkoztatott mezofill konduktanciat (g.,) a kioltas analizisek
soran mért elektrontranszport-rata és az IR gazanalizissel meghatarozott paraméterek (A, Ci) alapjan hataroztuk
meg. A hétolerancia-valtozasokat a PS 11 fluoreszcencia hatasfok hémérsékletfliggése alapjan mértiik sététében
és fényben (Fq- és Fs-T — gorbék, 17).

2.2. A vizhidny hatadsa a relativ viztartalom valtozasaira, a gazcsere és a fluoreszcencia indukcios
paraméterekre

A vizhiany hatasara (mivel a kiszaradas alatt vizfelvétel korlatozott) a novény vizegyensulyaban valtozas
kovetkezik be, amivel parhuzamosan a relativ viztartalom (RWC) csokken és a legtdbb esetben sztomazarddas
kovetkezik be (10, 28). Ezzel parhuzamosan - bar nem azonos mértékben és azonos RWC értékek mellett - altalaban
valtozds mutathato ki a fotoszintézis egyes részfolyamataiban (18-23), a szérazanyag produkciban, a névekedési
rataban és a termésben is (24-27). Az adott genotipusok mind a talaj, mind a vizkultaras vizsgalatok eredményei
alapjan egymashoz képest hasonld stressz valaszokat mutattak egy vonalon belil. A relativ viztartalom a
buzaktol (folyamatosan magas gs mellett) jelentésen erételjesebben veszitette a vizet az Ae. biuncialis MvGB
642, Ae. speltoides MvGB 1042, 624, Ae. tauschii MvGB 426. A legjobb vizmegtarté képességet mindkét
kisérleti rendszerben az Ae. bicornis MvGB 585 mutatta, a gyors és nagyfokd sztémazaras mellett, de szintén ide
sorolhat6 az Ae. biuncialis MvGB 377, 382. Hasonl6an lassan veszitette a vizet az Ae. tauschii MvGB 605, de
folyamatosan magas gs mellett és A-val parhuzamosan.

A fentiekkel parhuzamosan légkdri CO,-koncentracié mellett a nettd CO,-fixalas (A) RWC csokkenésre
mutatott gatlasa kifejezett az Mv9 krl és az Ae. bicornis MvGB 585 esetében (habar az utébbi esetben az RWC
lassan csokken). A vizvesztésre kevéshé érzékeny a Plainsmann, valamint az Ae. tauschii MvGB 605 és az Ae.
speltoides MvGB 1042 esetében az A még 70-75 %-0s RWC esetében is megtartja a jo vizellatottsagra jellemzé
értéket (3. abra).

A vizsgalt Aegilops vonalaknal az RWC, g és az A szérazsag alatti valtozasai alapjan tébb olyan ,,stratégia”
feltételezhets, amely szerepet jatszik a szaraz periddus atvészelésében.

Abszolut szarazsagtiirok: hatékonyan 6rzik a vizet, ennek ellenére az A és a g; tolerans az RWC cstkkenésére, az A
alacsonyabb viztartalomnal is nagyrészt sztomatikus kontroll alatt all (Ae. tauschii MvGB 605, 589).

Vizmegtartdk: a kiszaradas alatt lassan csokkené viztartalomra az A és a gs erésen érzékeny, de az alacsony g
mellett a féleg mezofill folyamatok &ltal befolyasolt CO,-fixalast viszonylag hosszl ideig kielégitd szinten tartjak
(Ae. biuncialis MvGB 377, 382, Ae. bicornis MvGB 585).

Vizvesztok: viztartalmuk a kezelési id6 fuggvényében gyorsan csokken, de A és a g, ersen tolerdns a viztartalom
csokkenésére, sztomatikus kontroll (Ae. speltoides MvGB 1042).

Abszolut szarazsagra érzékenyek: az RWC és a fixalas gyorsan esik, az A fliggetlentl az egyéb paraméterektdl a
vizvesztésre nagyon érzékeny (Ae. biuncialis MvGB 1094).



A mérésekbe bevont vonalak egy része a kiilonb&z6 ,,stratégiak” kozott atmeneti jelleget mutat (pl. Ae. biuncialis
MvGB 1112, 470).

Az A csokkenése eredhet a kisebb sztémakonduktanciabol, vagy kilénbdzé a mezofillumban lejatszodo
folyamatok miatt kdvetkezhet be (16, 28, 30-37). A vizsgalt genotipusoknal, praktikus okoknal fogva is szlikséges
ismerni, hogy az A csokkenése sztomatikus, vagy mezofill kontroll alatt all-e. Az els6 esetben ui. a névény a
vizellatas normalizalédasa utadn a gs novelésével képes gyorsan visszaallitani a jo vizellatottsagi szintre jellemzé
szénasszimilaciot. JO vizellatottsag mellett minden vonal esetében a sztémalimitacié Ly meghatarozé, a mezofill
limitacio (L) jelentéktelen. A vizvesztéssel parhuzamosan a buzak és az Ae. bicornis MvGB 585 esetében az L
gyorsan csokkent, az L, pedig hirtelen emelkedett. Az Ae. tauschii MvGB 605 és az Ae. speltoides MvGB 1042-
ben forditott a helyzet: az Ly az RWC cstkkenéssel parhuzamosan nem csokkent, az L, pedig csak 70 % RWC
alatt emelkedett. Ebbdl kdvetkezéleg a mezofill-limitacié hatterében all6 fontosabb tényezok, dgymint a CO,
intercellularis jaratoktol a kloroplasztiszokig torténd diffizidjanak gatlasa; metabolitikus faktorok (RUBISCO
aktivitas csokkenés, RuBP regeneracidjanak gatlasa, stb.) még alacsony viztartalomnal sem befolyasolja 605 és a
1042 CO,-fixalasat. Az elézéeknek megfeleléen valtoztak a mezofill konduktancia (g, értékei és a karboxilaciés
hatékonysag (c. e.) értékei is.

Habar a fotokémiai és elektrontranszport folyamatoknak néhany szerzé szerepet tulajdonit a metabolitikus
limitacidban (38, 39), az elsédleges toltésszétvalasztas hatasfokat (F./F.,) sem a buzak, sem a kecskeblzék esetében
még az extrém vizhiany sem befolyasolta (40-42). A fotoszintetikus elektrontranszport-lanc aktivitasa szemben a
blzavonalakkal az Ae. tauschii MvGB 605 és az Ae. speltoides MvGB 1042-ben a vizhianyra emelkedett, és csak
extrém alacsony RWC értékeknél csokkent jelentdsen, ami a fényenergia fotoszintetikus folyamatokban vald
hasznosulasanak kedvezé voltéra utal. Ezzel parhuzamosan az utdbbi két vonalban az L, is elhanyagolhat6, mig
a buzak esetében mar gyenge vizhianyra is dominans parhuzamosan az effektiv kvantumhatasfok csokkenésével.
A non-radiativ energia disszipacié minden vizsgalt vonalnal csékken (kivétel Plainsmann) azonban e csokkenés
hatterében a két Aegilops vonalban az effektiv kvantumhatadsfok, mig az Mv9krl-ben a steady-state
fluoreszcencia emelkedése all. Ez utdbbi a fotoszintetikus folyamatok zavartsagat jelzi, mely a terjedelmi
korlatok miatt itt nem részletezhets.

Vizhiany alatt mind a buzék, mind az Aegilops vonalak esetében megndvekedett a PS 1l megvilagitott
helyzetben mért hétolerancidja. Ez a novekedés legkifejezettebb az Ae. tauschii MvGB 605 esetében (4. abra).
Mivel a DTT mind a szarazsagra, mind a fényre mutatott hétolerancia-ndvekedést gatolta valésziniisithets, hogy
a fotoszintetizalo apparatus e kornyezeti faktorral szembeni védekez6 mechanizmusai részben olyan kdzos
alapokra helyezhets, aminek hétterében a lumensavanyodas all (43).

A 2.2. fejezet legfontosabb eredményeit Osszegezve megallapithatd, hogy a buzdk a vizvesztésre
gazcserenyilasok zarasaval, a CO, asszimilacié mezofill és metabolitikus faktorok altali nagyfoka gatlasaval
reagalnak, a regeneracidjuk lassi. Ezzel szemben a jo szarazsagtiirésii Aegilops vonalakra a szarazsag alatt is
jelentés mértékii, sztomatikus faktorok altal befolyasolt CO, asszimilacié és gyors regeneracié jellemzé, a
biomassza kisebb mértékben csokken.

3. A buzahoz képest legjobb stressz tiiré képességgel rendelkezé és igy legperspektivikusabb vonalakbol
nemzetségkeresztezéssel F; hibridek eldallitasa.

A pélyazatban véllalt feladatnak megfeleléen a szarazsag- és hétiirési tesztek alapjan perspektivikusnak
bizonyult kecskebiza genotipusokkal 2005-ben és 2006-ban a blzaval tortént keresztezéssel F; hibrideket
allitottunk els. A keresztezések természetes korilmények kozott az MTA Mezégazdasagi Kutatdintézetének
tenyészkertjében torténtek. A 2005-ben tortént keresztezésekhez (3. tablazat) blza keresztezési partnerként egy,
a phlb mutaciot hordozé Chinese Spring tavaszi blza genotipust hasznaltunk. A phlb mutécio egy kb. 50 Mbp
hosszu régidt érint6 delécio az 5B kromoszdma hosszu karjan, mely a Phl gén elvesztését eredményezte. A biza
5B kromoszémajanak hossz( karjan lokalizalt Phl gén a meidzis soran megakadalyozza a nem homoldg
kromoszomak parosodasat. A gén hianyaban azonban mar az egyes homeoldg csoportok kromoszémai (pl. 5A-
5B, 5A-5D, 5B-5D) is parosodhatnak egymassal. A Phl gén hidnya megndveli a valésziniiségét a bluza és
valamely rokon faj azonos homeoldg csoportokba tartoz6 kromoszomai kozt bekdvetkezé parosodasnak is,
amely idegen faju rekombinacidk kialakulasat eredményezheti. A Chinese Spring bulzafajta Ph mutéans
vonalainak felhasznalasaval hozott létre Uj buza-rozs rekombinacidkat Lukaszewski (44), és buza-arpa
rekombinécidkat Islam et al. (45).

2006-ban keresztezési partnerként a krl keresztezhetéségi gént tartalmazé Mv9 krl 6sziblza genotipust
hasznaltuk (4. tablazat). Az Mv9 krl genotipus elénye, hogy a létrehozdsahoz a ,Martonvésari 9”
koztermesztéshen szerepelt 6szi buza fajtat hasznaltdk (46), ami a tavaszi tipusi CS phlb genotipusnal jobb
télallosagot és egyéb agrondmiai tulajdonsagokat biztosit. A létrehozott F; hibridek alkalmasak arra, hogy azokbél
tovabbi visszakeresztezésekkel az Aegilops fajok szarazsagtiirését a blzaba beépitsik.

(A jelentésben kozolt publikaciokon kivil 2 éven bellil még egy tanulmany megjelenését tervezziik
nemzetkozi folyoiratban.)
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2. abra A relativ viztartalom (RWC) kiszaritas alatti valtozasa a vizsgalt Aegilops vonalakon
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3. dbra A nett6 asszimilacios rata (A, pmol CO, m? s™) RWC-fiiggése Iégkéri (350 ppm, balra) és emelt (1000
ppm, jobbra) CO, koncentracié mellett 1000 pE m™ s™ fényintenzitason, a kiilénbézé Aegilops vonalakban (a

jelolék megegyeznek a 2. dbraéval)



Ae. speltoides 621
Ae. speltoides 1042
Ae. tauschii 426
Ae. tauschii 363
Ae. biuncialis 1112
Ae. biuncialis 1094
Ae. biuncialis 642
Ae. biuncialis 470
Ae. biuncialis 377
Ae. bicomis585
Ae. tauschii 605
Ae. tauschii 589
Ae. biuncialis 382
Plaismann

MOKrl

40 42 44 4 48 50 B2 -1 1 3 5 7
TC (OQ Tcl_T c0 (OC)
4. &bra Az egyensulyi fluoreszcencia (1000 umol m? s aktivfény-intenzitason) hémérsékletfiiggése alapjan
meghatarozott kritikus homérsékleti értékek (T.), valamint a vizvesztés hatasara bekovetkezé atlagos

hémérsékleti tolerancia-ndvekedés (T.i- To) az egyes 6sziblza és Aegilops vonalakon (T, a szarazsagkezelés
0. napjan meghatarozott hémérsékleti stabilitas; T.; a periédus végén meghatarozott hémérsékleti stabilitas).

3. tablazat A 2005-ben elvégzett keresztezések és az egyes kecskebiiza genotipusokkal képzett F1 hibrid

szemszamok.

) Szemkotés %
Anya @ Apa & kalész ¥ szem szam (Megporzott
virdg/szem9)
Ae. biuncialis
CS philb MVGB382 5 76 26
Ae. tauschii
CS phlb MVGB605 10 8 1,45
Ae. tauschii
CS phlb MVGB589 6 0 0
Ae. bicornis
CS phlb MVGB 604 6 39 10,1
Ae. bicornis
CS phlb MVGB 585 4 0 0

4. tablazat A 2006-ban elvégzett keresztezések és az egyes kecskebuza genotipusokkal képzett F1 hibrid

szemszamok.
) Szemkotés %
Anya @ Apa & kalész ¥ szem szam (Megporzott
virdg/szem9)
Ae. biuncialis
Mv9krl MVGB382 8 86 19,2
Ae. tauschii
Mv9krl MVGB605 1 0 0
Ae. tauschii
Mv9krl MVGB589 17 70 7,57
Ae. speltoides
Mv9krl MVGB 1042 10 5 0,88
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