Szakmai zardjelentés

az OTKA T046495 AG1 szamd,

Viztakarékos dntdzéstechnikaval termesztheté rizsfajtakra

jellemzé génexpresszids mintazatok

cimii palyazatarol

Osszefoglalas

Eltéré vizigényii rizsfajtak (“"széarazrizsek" és hagyomanyos fajtak) ndvekedési, termesztési
paramétereit hataroztuk meg arasztasos ill. csak kiegészité ontdzéses korilmények kozott annak
érdekében, hogy a korlatozott vizellatashoz jol adaptalédd fajtdkra jellemzé tulajdonsagokat
megéllapithassuk. Kidolgoztunk egy olyan kisérleti rendszert, melyben ezeknek a fajtdknak a
gyokérndvekedését vizsgalhatjuk, illetve génexpresszios vizsgalatokhoz mintat gytjthetink.
Transzkript profilok microarray hibridizacids felvételével megallapitottuk, hogy a mélyrehatolo,
erdteljes gyokérzet meghatarozo jellemzéje a szaraz kortilmények kozott is jol teljesité fajtaknak, és
tobb szaz olyan gént taldltunk, melynek transzkript-szintje vizellatastol figgé napszakos
valtozasokat mutat a legnagyobb tiir6képességii Sandora fajta gyokérzetében. Valdsidejii kvantitativ
PCR-rel ellenériztiik szamos gén expresszidés mintazatat, ez dont6 tébbségében megerdsitette a
microarray hibridizaciéval kapottakat, egyuttal mas aszalyérzékenységi rizsfajtakban is

meghataroztuk ezen gének expresszids mintazatat.

Elsé év
1. Feladat:
Szant6foldi és perlitbe Ultetett kisérletek beallitdsa Sandora, Janka és egy késébb kivalasztando,
csak arasztott termesztésre alkalmas genotipusbol, az arasztott, illetve korlatozott vizellatassal
fejlods novénymintak elgéallitasara.

A viztakarékos ontozessel termesztett rizs elsé hallasra furcsa tudomanyos témanak ttnik,
hiszen a rizsrél mindenki arra gondol, hogy ott béven rendelkezés all viz, igy viztakarékossagrol
beszélni értelmetlen dolog. Ha figyelembe vesszilk az ontdzéssel és 0Ontdzési rendszerekkel
kapcsolatos 6kologia hatranyokat, a viz magas arat (vizdij), azonnal mas 6ésszefliggésben latjuk a
rizs és a viz viszonyat.

Simonné Dr. Kiss Ibolya (péalyazatunkban megbizasi szerzédéssel vesz részt) mér

=77



genetikai kutatdsan. Esészertien 6ntdzott rizstermesztési szabadalméat (SZABADALOM, Simonné
K. 1. 1992) a kilencvenes évek elején kapta meg. Széleskorii termesztési alkalmazasara mind ez
ideig nem kerult sor. Szérazségtiréssel kapcsolatos kutatdsunkban, Dudits Dénes akademikus
kezdemenyezése alapjan, Ujszert lehetoséget latunk abban, hogy a szarazrizst, mint egy modellt
hasznaljuk az egyszikiiek szarazsag genetikai kutatasaban.

Palyazatunk fé célkitiizése, hogy a viztakarékos ontozéstechnikaval termeszthetd (réviden
szérazrizs) rizsfajték (széraz kortlmenyekhez jol adaptalodott) jellemz6 génexpresszids mintézatat
megismerjuk.

A genetikai kisérletek rizsfajtainak kivalasztasahoz, az el6zé evek és a 2004 évi Kiserleti
adatait hasznaltuk fel. A GK KhT. kecskési tenyészkertjében 2004-ben beallitott kisérletben jol
lathatd volt, hogy a tavaszi hiivosebb idében tortént kelés utan, 6szre a fajtdk szépen beallott
parcellakat adtak (1. abra). A két fenykép felvétel, mar énalldan is bizonyitja, hogy a SANORYZA
néven szabadalmaztatott technologia hazankban sikerrel alkalmazhat6. A 2004 évi kiserletben 9
rizsfajtdk vizsgaltunk, hogy megallapitsuk széarazsag adaptaciojukat és kozulik kivalasszuk a
legjobb adaptacidval rendelkezé két fajtat. A fajtdk tulnyomodan a kordbbi évek szarazrizs

nemesitesi programjabol keriiltek ki. Negativ kontrollként beallitottunk két un. hagyomanyos

(&rasztasos fajtat: Marilla, Azsuka 2) rizsfajtat is.

1. abra. A ,;széaraz” és ,,0nt6zott” rizsfajtakkal bedllitott szarazrizs kisérlet Szegeden. a: A kiserlet
kelés utani allapota mutatja, hogy a parcellak jol keltek, a tavaszi hiivosebb idéjaras kissé
megviselte a ndvényeket, ezért sargas sziniiek (a szegélyben a talaj fedésére, tavasszal vetett 6szi
baza lathatd). A mérsékelt vizadagolast esészerii Ontdzés biztositotta. b: Szeptember elejére,
0sszesen 700 mm termeszetes és mesterséges Ont6zest kapott rizs parcellak az aratas el6tt szép

allomanyt mutattak.



1. tablazat. Szaraz rizskisérlet teljesitmény vizsgalata. A fajtak rangsora terméseredményik alapjan
készilt. Fajtak 1-7.: a szarazrizs nemesitési programban szilettek, 8-9.: hagyomanyos 6ntozeses
nemesitési programbol negativ kontrollként ker(lte a kisérletbe.

Fajta t/ha St%
1. Janka 428 106,2
2. Sanpiri 4,17 1034
3. Sandora (st) 4,03 100,0
4.5-634 3,86 95,8
5.5-633 3,10 76,9
6. Bioryza 2,85 70,7
7. Auguszta 2,82 70,0
8. Marilla 2,64 65,5
9. Azsuka 2 2,07 514

Az eredményekbdl lathatd, hogy a tobb év oOta standardként hasznalt Sandora fajtat csak két
fajta a Janka és a Sanpiri fajta malta fellil. A hagyomanyos un. arasztasos nemesitési programban
szlletett két fajta, lathatéan a ,széraz” korilmények kozott nagyon alacsony termést mutatott,
bizonyitva ezzel, hogy a szarazrizs termesztési technologia specialis adaptacios képességgel

rendelkezé genotipusokat igenyel.

Ahhoz, hogy a fajtdkat genetikai kisérletbe vonjuk egy év Kkisérletét nem tartottuk
elegendének, igy a korabbi évek kisérleti adatait is 6sszegyujtottiik és elemeztik. Arra is figyelmet
kivantunk forditani, hogy 2003-ban volt egy olyan szarazrizs kisérlet, amelyben a takarékos
ontozési normat drasztikusan (50%) lecsOkkentettiik és igy provokativ koriilmények kozott
figyeltiik meg, hogyan alakul a fajtdk produkcidja. A 2. tablazat elsé oszlopéban lathatd, hogy az
els6 harom helyen a Ringola, Sandora és Janka fajtdk szerepelnek. A Ringola fajtat 2004-re a
nemesité egyeb termesztési problémak miatt mar nem javasolta kisérletbe vonni, ezért mar 2004-
ben ez a fajta nem szerepelt kisérletiinkben. Ezzel szemben a Janka és Sandora ebben az évben is
kiegyensulyozottan magas termést produkalt szaraz termesztési koriilmények kozott.

Figyelemre méltd a 2. tablazat masodik oszlopaban szereplé adatsor. A drasztikus
vizmegvonas a fajtak termés teljesitményét alapvetéen befolyasolta. Kisérleti megfigyelésiink
alapjan nagyon pozitiv adatnak latszik, hogy a Janka fajta ebben a provokéacids kiserletben is
kiemelkedéen szerepelt. A Sandora viszont stresszelt koriilmények kozétt nagyon szenvedett, igy a
legalacsonyabb termést adta a 12 fajta kdzott. Ez az adat inditott benniinket késébb arra, hogy a
genetikai Kisérletben tolerans fajtaként ne ezt a genotipust hasznaljuk.

A hagyomanyos rizstermesztési technologiara nemesitett fajtak (Marilla, Azsuka) mindkét

adatsor esetében a gyengén teljesité fajtak kozé sorolddtak, Ujra bizonyitva ezzel a korébbi



megallapitasunkat, miszerint a szaraz kortilmények specialisan adaptalodott un. szaraz fajtakat

igényelnek.

2. tablazat. Szérazrizs kisérlet 2003, Szeged. Az elsé oszlopban szereplé adatok a szarazrizs
termesztési technologiaval nyert adatokbdl szarmaznak. A masodik oszlopban szerepl6 adatok 50%
vizmegvonassal nyert kisérleti technoldgiabol szilettek (stresszelt kisérlet). A fajtdk sorrendjét
mindkeét esetben a fajtak termés teljesitménye hatarozta meg.

Fajta t/ha Fajta t/ha
Stresszelt
1. Ringola 4,24 1. Aguszta 2,81
2. Sandora 3,70 2. Janka 2,76
3. Janka 3,42 3. Ringola 2,70
4. Bioryza 3,30 4, S-634 2,67
5. Karmina 3,23 5. Karmina 2,36
6. Aguszta 3,21 6. Azsuka 2,29
7. S-634 3,12 7. Bioryza 2,26
8. Abel 3,08 8. Abel 2,22
9. Altol 2,98 9. Altol 1,92
10. Azsuka 3,21 10. S-633 1,58
11. S-633 2,03 11. Marilla 0,96
12. Marilla 1,19 12. Sandora 0,28

A fajték kivalasztasanal nem kivantunk csak a termés teljesitmenyre alapozni, mivel a kora
tavaszi kelés utani beallottsag, vagy a betakaritas elétti buga/m? mindketts olyan fontos adat, amely
a fajtak tenyészidoben korai, majd késéi adaptiv képességét fejezi ki. Bar mind a két adat dsszefligg
kdzvetve a termésmennyiséggel, de dontésiinket mégis més aspektusbdl erésitik ezek az adatok.
2003-ban egy szarvasi kisérletben az emlitett adatokat kilon felvételeztik, amelyeket a 3. tablazat
foglal 6ssze. Ebben a kisérletben a Janka fajta és az Abel nevi, (j fajta szerepelt a legjobban. Ezek
kozul az adatok kodzil kiemelkeds, hogy a Janka nevii fajta ebben a kisérletben is jol szerepelt. A jo
adaptaciot mutatja, hogy az Abel nevii fajta a buga/m? adatban kiemelkedd teljesitményt mutatott.
Valoszint, hogy alacsonyabb termését méas terméskialakito tényezé eredmenyezi. Kivald széraz

adaptéciojat viszont a tavaszi beéllottsag és a buga/m? adat kivéléan bizonyitja.

Ezek utan elegend6 adat allt rendelkezéslinkre, hogy a génexpresszids vizsgélathoz
kivalasszuk a két legjobb szaraz adaptacioval rendelkezé rizsfajtat a tovabbi kisérletekhez. Az eddig
ismertetett adatok alapjan a Janka és az Abel fajta mellett dontottink, mint a szaraz termesztési
technoldgiahoz legjobban adaptalddott genotipusok. A negativ kontrollok esetében az adatok sokkal
kisebb meérlegelése is elég volt, hogy a Marilla és Azsuka fajtat hasznaljuk. Szinte minden

kisérletiinkben lathaté volt, hogy a két hagyomanyos termesztési koriilményekre nemesitett fajta



bizonyitotta, hogy nem rendelkeznek a szaraztermesztéshez szilikséges adaptacidval, genetikai
mintéazattal.

A fonti adatokkal bizonyitottnak lattuk, hogy génexpresszids vizsgalatainkat helyes irdnyba
inditottuk el, amikor a széraz termesztéshez specialisan adaptalddott rizsfajtdkat vontuk be a

szarazsagtiirési Kiserleteinkhez.

3. tablazat. A szérazrizs kisérletekbe vont fajtak kora tavaszi beéllottsaga és a buga/m? adata aratés
elétt, 2003 Szarvas. A fajtak a beallottsag eredmények sorrendjében kerlltek besorolasra.

Fajta Bedllottsag buga/m?2

Janka 3,9 325
Abel 3,8 343
HSC-2 3,6 278
Ringola 3,5 305
Sandora 3,5 288
Bioryza 3,5 205
Oryzella 3.3 313
Karmina 3,3 235
Marilla 2,8 305
Japonka 2,8 310
Auguszta 25 310
Azsuka-1 1,8 293

2. Feladat
Mintavételezés 30-40-napos korban, szarazsaggal meg nem sujtott allapotban, valamint 50-70 nap
kozott, amikor az &rasztas nélkil nevelt érzékeny fajtan az elsd stressz-tiinetek megjelennek.
Mintavételezésre kihasznaltuk a tenyészkerti Kisérlet utolsd (4. sorozatdban) sorozataban
mesterségesen teremtett stresszelt korilményeket. Bugazas idején az utolsd szorofejet a sziikséges
ontézes alkalmaval lekapcsoltuk és a génexpresszios vizsgalathoz innen szedtik a négy kivalasztott
fajtabol (Janka, Abel szaraz fajtak, Marilla Azsuka ontozott fajtak) a novénymintat (fiatal gyokeér,
kdzponti merisztéma, fiatal buga) az RNS izolaldshoz. A kontroll mintakat a Kisérlet elsé

sorozatabol vettik, ahol a technologianak megfeleléen ideélis 6nt6zéviz kiadagolas tortént.



2. abra. A mintagyujtéshez tenyészkertben létrehozott provokativ szaraz kérilmények. A parcella
végeén jol lathatd az erés szarazsagtiinet, az utols6 6nt6z6 szordfej lekapcsolasat kbvetsen. A szaraz
mintékat ebbol a parcellarészbol vettik.

A minték Uveghazi begyjtéséhez perlit és késébb homokkal telt cserepekbe (PVC tasakkal
kibélelt) vetettiik a kivalasztott rizsfajtakat (négy fajta). A fajtakat az elsé 40 napban idealis tapoldat
mennyiséggel dntdztik és a 40. napon mintakat vettlink. Ett6l a napt6l a fajtakat két csoportra
osztottuk. Az els6 csoportot (a ndvények 50%-a) valtozatlan tapoldatos vizmennyiseggel neveltik
tovabb, mig a mésodik csoportndl a névényi élet minimuméara csokkentettilk a tapoldatos viz

mennyiségét. A mintavételt Ujabb 40 nap utan megismételtik.

3. feladat:

RNS tisztitds négy fajta gyokerasbdl, levelébdl és a fejléds bugakbdl.

A szabadféldi és liveghazi novények lefagyasztott mintaibdl an. Trizolos modszerrel RNS mintat
tisztitottunk. Ennek eredményeként az esetek zomében 50-100 pug mennyisegii, elektroforézis képe
alapjan megfelel6 minéséqgii, ép teljes cellularis RNS mintakat kaptunk. Mivel mind real-time PCR-
hez, mind DNS-chip hibridizaciéhoz 3-10 ng sziikséges, a 2. évben sor kerlilhet e mintak

felhasznalasaval az expresszios vizsgalatokra.



4. tablazat Tisztitott rizs teljes RNS mintak koncentracioi (ug/ul), a minték térfogata 100 pl

Szabadfoldi hajtas gyokér
noévények | kontroll |stresszelt| kontroll |stresszelt
Abel 2,24 1,07 0,97 0,87
Janka 0,37 0,92 0,23 0,81
Matrilla 1,30 2,43 0,27 0,86
Azsuka 1,24 2,02 0,75 0,34
.. . hajtas gyokér
Uveghazi
iy o 6.hét . 6.hét
névények |0.idépont 0.idépont
ontdzott | stresszelt ontdzott | stresszelt
Abel 0,42 0,86 0,45 0,05 0,81 0,64
Janka 0,44 1,27 0,57 0,15 0,56 0,31
Marilla 0,69 1,03 0,24 0,10 0,58 0,45
Azsuka 0,81 0,58 0,45 0,17 0,20 0,34
Abel Marilla Azsuka Janka
Kk S k S k S k S

3. dbra Szabadféldi rizs névények hajtasaibol tisztitott teljes RNS mintak agar6z gélelektroforézis
képe. k: dntozoétt kontroll ndvények; s: vizhiannyal stresszelt ndvények.

Mésodik év

4. feladat

Microarray hibridizacié szabadféldi hajtas mintak RNS mintéival

A Kkisérletekhez sziikséges DNS-chipek beszerzése késedelmet szenvedett, mivel a felhasznalni
tervezett cDNS chip készitését Hans Bohnert laboratériuma besziintette. Ezzel parhuzamosan

elkezdédott egy oligonukleotid-chip feljesztése (http://www.ricearray.org/), azonban ezeknek a

chipeknek az elkészilte és szallitasa csuszott. VVégeredményben a 2004 végére rendelt chip-ek
szallitasa 2005 marcius kozepen tortént meg, ugyanakkor ez a chip a kisérleteink céljaira sokkal
alkalmasabb volt, mivel génspecifikus oligonukleotidokat hordoz. Ezen tébb mint 20 ezer rizs genre



specifikus 50-70 nukleotid hosszusagu oligonukleotid mintat helyeztek el, hasznalatanak mddja,
hibridizcidjanak kortlményei hasonldak a korabban hasznélatos cDNS-chipek hasznélatahoz.

A DNS-microarray-ek hibridizacidjahoz az Abel (mérsékelt vizigényi) és a Marilla (hagyomanyos
termesztést) fajtak szabadfoldi hajtasainak RNS-ét hasznaltuk fel, mind az 6nt6zétt, mind az
ontdozésmegvonassal stresszelt mintakbdl szarmazdkat. Kettos jeldlésekkel, nyolc chipen, 6sszesen
tizenhat hibridizaciot végeztink. A Kkiértékelés soran az ontozott és az Ontdzésmegvonassal
stresszelt mintak kozotti 6sszehasonlitast végeztilk el minkét fajta esetében.

Az Abelnél 46 szignifikans véltozast mutat6 transzkriptumot talaltunk. A legnagyobb mRNS-szint
emelkedést egy GST génje esetében tapasztaltuk, mintegy hétszeres ndvekedeést, és 6sszesen 25 gén
mutatott kétszeres koruli, vagy azt meghaladé ndvekedést. Ebb6l 18 ismeretlen funkcidjd, a hét
ismert kozil csak a GST génjérdl ismert, hogy stressz-valaszban szerepel.

A megemelkedett génekkel Osszemeérheté szamban — 21 génnél — tapasztaltunk mRNS-szint
csokkenest, ezek harmada, hét gen teljesen ismeretlen funkcioju fehérjét kddol. A legnagyobb
visszaesést az Abelben — mintegy otszoroset — egy lipaz gén mRNS-e mutatta.

A Marillaban jelentésen kevesebb szignifikans valtozas volt kimutathatd. Minddssze 17 ilyen esetet
talaltunk, melyek egyetlen kivétellel RNS-szint csokkenésben nyilvanultak meg. Az esetek felében,
koztuk az egyetlen — kevesebb, mint kétszeres — ndvekedest mutatd mRNS esetében a gen
ismeretlen funkcidju.

A kozos, mindkét fajtaban eltérést mutatd gének: egy hipotetikus fehérje, egy leucinban gazdag
ismétlodést hordozo feherje és egy MYB-szerii feltételezett transzkripcids faktor génjei esetében
tapasztaltunk mindkét fajtdban mRNS-szint csokkenést az 6nt6zés megvonasanak hatasara, ezek
mértéke is hasonld, 2-2,5-szeres volt.

Eddigi tapasztalataink tobb szdz valtozast vartunk, azonban a kapott eredmények — tobbszoros
ismétlésben — erre racafoltak. Feltételezzlik, hogy az 6ntozott teruletrél szarmazd — kontrollnak
szant — mintdk sem reprezentéltak viszonylag stresszmentes allapotd ndévényeket egyik fajta
esetében sem, igy a felvett transzkriptoma profilok kilénbdz6 erésséggel, de minden esetben
aszaly-stresszelt allapotokat mutatnak. Ennek fényében az is jol értelmezhets, hogy a vizhianyt
jobban tolerald Abel fajta esetében nagyobb szamban talaltunk véltozast, novekedést és csokkenést
egyarant, mig a termesztési tapasztalatok alapjan vizhianyra sokkal érzekenyebb Marilla fajtaban
szinte kizarolag transzkriptum szint csokkenés volt megfigyelhet. A toleransabb fajta az
ontdzésmegvonasra még képes volt tovabbi adaptacidra, mely gének — példaul az adaptacidban
bizonyitottan szerepet jatszo glutation-S-transzferaz — fokozottabb muikddésében is megnyilvanult.
fokozott vizhiany életmiikbdéseket erésebben gatlé hatdsa nyilvanult meg néhany gén
transzkripcidjanak csokkenésében.



5. feladat

Az elsd évi szabadfoldi és ternyészkerti termesztési kisérletek ismétlése.

Az elsé év eredményei alapjan, szabadféldon és tenyészkertben megismételtik a SANORYZA
viztakarékos rendszerrel végzett kisérletet. Szarvason a liziméter Kisérleti telepen allitottuk be,
Simonné Dr. Kiss Ibolya iranyitasaval, telepitett csepegteté o6ntézéberendezéssel, hat fajtaval
(,,széraz” fajtak: Janka, Abel, Sandora, mint kontroll; hagyomanyos fajtak: Azsuka, Marilla, és a
Bioryza H). A modell fajtikra alapozott kisérletet Szegeden Uveghézban végeztik provokélva a
szaraz és bedllitva az idedlis vizellatasi korilményeket.

A tenyészidoszak (5 honap alatt) soran a szaraz kiserleti kérilmények kozott tizenegyszer ontdztik
a rizst, ezzel 410 mm vizpotlast adtunk. 352 mm es6 hullott, igy 6sszesen 762 mm vizet kaptak
névényeink a teljes kisérlet alatt. Ez a hagyomanyos termesztési rendszerben adott
vizmennyiségnek kb. 50 %-a.

A szabadfoldi kisérletben a termés rangsorban az Abel (4.1 t/ha) és a Bioryza (3.7 t/ha) fajta
szignifikansan (P=5%) felul multa a tobbi fajtat. Emellett a Janka (3.6 t/ha) és a Sandora (3.5 tr/ha)
fajtak is szignifikansan felil multdk a két hagyomanyos fajtat az Azsukét (1.6 t/ha) és a Marillat
(1.3 t/ha). Az eredménybél lathatd, hogy a ,.szaraz” rizsfajtaként kisérletbe allitott genotipusok
(Abel, Janka, Sandora) ebben az évben is bizonyitottak, hogy a szaraz termesztéshez egyértelmiien
adaptalodott genotipusok. Orémteli, hogy egy Ujabb genotipust (Bioryza H) is talaltunk. A
hagyomanyos fajtak Iényeges termésdepresszidja, statisztikailag értékelt kisérletben jol mutatta,
hogy a szaraz termesztéshez adaptalddott fajtak, milyen jelents terméstobbletet (megkdzelitéleg
3x-0s) tudnak elerni 6ntdzott kordlmeények kozott kivald fajtakkal szemben, szaraz kisérleti

korilmények kozott. A tenyeszkerti Kisérleti adatok megerdésitették kordbbi eredményeinket.

6. feladat

Ellendrzott vizellatasu tenyészedenyes Uveghazi kisérletek beallitasa

Uveghazi kisérletben megkezdtilk a fajtak agrobotanikai tulajdonsagainak mérését provokativan
bedllitott szaraz és nedves, azaz ideéalis kisérleti korilmények kdzott (két vizellatasi kezelés, négy
sorozatban, négy genotipussal). A szaraz provokacio 70%-kal kevesebb vizadagolast jelentett az
idealis nevelési korulmenyhez képest. Az 50 %-kal csOkkentett vizmegvonas még okozott
szignifikans hatést a szaraz genotipusok esetében. 70% vizmegvonas viszont, szignifikans hatast
mutatott a novények novekedési paramétereiben. A szaraz korllmények a novények
hosszndvekedésére a kisérlet kezdetétol (ket héttel a kelés utdn) szamitva egyre fokozodoan
depressziven hatott. Bokrosodas idején az érzékeny fajtak (Azsuka, Marilla) magassaga mar 30 % -
kal csokkent. Ez a csdkkenés az érés idejére mar kis hijan elérte az 50 %-ot. Pontosan 47 % volt, a
széraz (Abel, Janka) fajtakhoz viszonyitva. A szaraz fajtik ezzel szemben a szaraz korilmények



kozott csak tiz szazalék koril csokkentették hosszndvekedésiiket. Kilondsen jol adaptalodott az
Abel, amely csupéan 1-2 cm-rel csokkentette magassagat a kontroll koriilményekhez képest. Az Abel
esetében meg kell jegyezniink, hogy koraisdga (10 nappal korabbi a Jankanal) is segiti a szaraz

korilmények ,,elviselésében”.

Harmadik év

A vizhidny novényekre gyakorolt hatdsanak vizsgalatara inditott Kisérletek elsé két évében
(2004, 2005) jelent6s kilonbségeket tapasztaltunk az egyes genotipusok kozott. A kapott
eredmények alapjan 2006-ban Ujabb 6sszehasonlitd kisérletet allitottunk be Szarvason a liziméter
kisérleti telepen a SANORYZA 0ntdz6viz takarékos rizstermesztési rendszerben, illetve ezzel
parhuzamosan a Galambosi rizskisérleti telepen hagyomanyos, arasztott kortilmények kozott. Az
dsszehasonlitasban 6t fajta teljesitményét vetettilk 6ssze, ezek koziil a Janka, az Abel és a Sandora
az un. ,szaraz” fajtak, a Bioryza H 2005-ben jo eredményeket mutatott aerob koértlmények kdzott
is, mig a Marilla vizmegvonésra érzékeny fajta. A szabadfdldi kisérletek mellett Szegeden,
Uveghazi kornyezetben laboratoriumi kisérleteket végeztink a gyokeér és szarazsagtiirés

kapcsolatanak feltarasara.

7. feladat
A korabbi eredmények alapjan kivalasztott 5 fajta véletlen elrendezésii, négyismétléses szabadféldi
kisérlete.

A SANORYZA rendszerben a novények vizellatasat telepitett  csepegtetd
ontézéberendezéssel oldottuk meg, mig az arasztott terlleten a tenyészid6 alatt folyamatos
vizboritast alkalmaztunk. Mindkét telepen a vizforras a szarvasi Holt-Kords volt. A természetes
csapadék mennyisége a két teriileten a telepek kozelsége miatt (<1 km) megegyezett, ez a majus
elejetdl augusztus veégeig tartdé idészakban 318 mm volt. Az idéjarashoz alkalmazkodva 9
alkalommal 6ntoztik a kisérleti allomanyt dsszesen 235 mm vizzel. Ezzel a tenyészidészakban 553
mm vizet kaptak a viztakarékos rendszerben nevelt névényeink, mig az arasztott korilmények
kozott 1200 mm-nek megfeleld arasztvizet juttatunk ki. Igy a vizmegtakaritas a két termesztési
technologia kozott kozel 55%-0s volt.

A kivélasztott 6t genotipust 4 ismétléses, véletlen elrendezésti kisérletben vetettik el a
szantéfoldon, a sortavolsadg 25 cm volt. Az aratasra szeptember 16. és 18-an keriilt sor. A teljes
novényallomanyt betakaritottuk, majd a Galambosi telep novényfeldolgozojaban laboratériumi
berendezésekkel (Wintersteiger BL-350 cséplogép, Satake laborhantolo) értékeltik az egyes
parcellakat.



A 4. abran 6sszehasonlitottuk a hagyomanyos es a viztakarékos rendszerben nevelt fajtak
termését. Az arasztott korulmények kozott (Galambos) a termésmennyiségek a korébbi
vizsgalatoknak megfeleléen viszonyultak egymashoz. Az OMMI teljesitményvizsgalataiban
standard fajtaként szereplé6 Sandora lett a negyedik (4,5 t/ha) a Marilla el6tt (4,2 t/ha). A
legnagyobb termést a Bioryza H (5,6 t/ha) és az Abel (5,3 t/ha) esetében kaptuk, mig a Janka
termése 4,7 t/ha volt. Lathatd, hogy az els6 két fajtan kivll a termésmennyiségek kozdtt nincs

szdmottevo kildnbség.

600,00

500,00 + _l

400,00

OLizi

300,00 +—
B Galambos

Termés (g/m2)

200,00 +

100,00 +—

0,00 ‘
Abel Janka Bioryza  Sandora Marilla

4. abra Rizsfajtdk terméshozamanak 0sszehasonlitasa hagyomanyos (Galambos) és SANORYZA
viztakarékos (Liziméter telep) termesztésben

Az aerob korilmények kozott nevelt parcellak termései alapjan azonban megvaltozott a fajtak
kozotti sorrend. A ,,szaraz” fajtak folénye figyelheté6 meg a lizitelepi eredményeket attekintve. A
valtozas kilondsen szembetiin6 a Sandora fajta esetében, amely az 6sszehasonlitasban az élre ugrott
(5,5 t/ha), ezzel is bizonyitva a szarazsagstresszel szemben mutatott kiting tolerancijat. Az Abel
(5,4 t/ha) és a Janka (4,7 t/ha) ugyancsak jol szerepelt az 6nt6zott kornyezetben. Kiemelendo
tovabba, hogy a korabban hagyomanyos fajtanak szamitd, de 2005-ben jol teljesité Bioryza H 2006-
ban is a legjobbak k6zott szerepelt.

Az eredménybdl lathatd, hogy a ,,szaraz” rizsfajtaként kisérletbe allitott genotipusok (Abel,
Janka, Sandora) ebben az évben is bizonyitottdk, hogy a szaraz termesztéshez egyeértelmiien

adaptalodott genotipusok.
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5. abra Rizsfajtdk harvest index valtozasa a hagyomanyos (Galambos) es a SANORYZA
viztakarékos (Liziméter telep) termesztésben

A novények teljesitményének masik fontos értékméréje az un. harvest index (HI), amely a
szemtermés és a teljes ndveny ardnyat mutatja meg. Az 5. abréan jol lathat6, hogy a rizsfajtak Hl
értékei arasztott koriilmények kozott nem mutatnak nagyobb eltéréseket a legjobb Abel (60 %) és a
legalacsonyabb Marilla (52 %) kozott sem. A ,,szaraz” termesztésben az Osszes fajta HI értéke
csokkent, azonban az adaptalodott rizsfajtak esetében ez a csokkenés néhany szazalékos (Abel 54
%, Sandora 50 %, Janka 49 %, Bioryza H 51 %) volt. A kisebb HI érték mogott alapvetéen a kisebb
szemtdémeg és a megndvekedett sterilitas all. A érzékeny Marilla fajta esetében azonban a HI érték
drasztikus csokkeneset figyelhettiik meg (21 %).

A Marilla hagyomanyos (arasztott) fajta lényeges termésdepresszidja a kisérletben jol
mutatta, hogy a szaraz termesztéshez adaptalodott fajtak (Abel, Janka, Sandora) széraz kisérleti
koralmények kozott jelentés terméstobbletet (megkozelitéleg 4-5x) tudnak elérni az ontdzott

korialmények kozatt jol teljesito fajtakkal szemben.

8. feladat

Ellendrzott vizellatasu tenyészedenyes Uveghazi kisérletek RNS mintavételhez.

A szantéfoldi eredmények és a korabbi vizsgalatok alapjan 2006-ban is 6 fajtat vizsgaltunk
iiveghazban (Abel, Janka, Sandora, Bioryza H, Marilla, Azsuka), kiilonbozé vizellatottsagu
homokkal megtoltott tenyészedényekben. A kisérletek alapveté célja az volt, hogy a szantéfoldi

eredményekkel 6sszhangban olyan jol definialhato
Kisérleti rendszert hozzunk létre, amely lehet6vé teszi a
genotipusok korai, nagy mennyiségi tesztelését. Ehhez
a kereskedelemben kaphatd 250 mi-es lezérhat6 fedeli

6. abra Fiatalkori szarazsagstressznek Kkitett

noveények fejlodési kilonbsége edenyes kisérletben
e e ” , (balra Sandora, jobbra Marilla)

g “ i 1 A\



muanyag edényeket hasznaltunk fel. Az 5 ismétlésben bedllitott kiserletekben az idealis
vizellatottsagot a vizkapacitasa 60%-aig (13,5 m/m%) feltoltott homok jelentette, mig a
szérazsagstressz kivaltasara az edényekben 1évé homokot a teljes vizkapacitds minddssze 20%-ara
(4,5 m/m%) allitottuk be. A ndvények fejlodését folyamatosan nyomon kovettiik addig, amig a
szarazsagstressz tunetei vizualisan is érzékelhet6vé valtak (3. abra). A kezdeti eredmények alapjan a
Kisérleti rendszer adatai jol kdvetik a szantofoldi eredményeket, a felnevelt ndvények paraméterei
kozul mértik a hajtas- és gyokérhosszt, a hajtas- és gyokér nedvestdmeget, valamint a

szarazanyagtartalmat és a vizfelhasznalast.

A Kkorabbi évek Uveghdazi kisérletei alapjan Gjabb, nagyobb tenyészedényes (1600ml)
kisérleteket is inditottunk, a novényeket a kelés utan 45 és 60 nappal vizsgéltuk meg. A
novényneveléshez homok és perlit 2:1 aranyd (térfogat) keverékét alkalmaztuk, a tapanyagellatast
Osmocote™ tartos hatast miitragyaval oldottuk meg. Az elsé két hét utan a ndvényeket stresszelt
(vizkapacitds 20%-a), 60%-0s vizkapacitasu és teljesen elarasztott csoportra osztottuk. A kapott
eredmények alapjan szembetiiné, hogy a Kkifejezetten ,szaraz” termesztésre adaptalt fajtak

hasznaltak fel a legkevesebb dntdzévizet egységnyi szarazanyag eldallitasahoz (7. abra).
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7. dbra Rizsfajtak altal 1 g szarazanyag eléallitasahoz felhasznalt viz mennyisége (g) (20%-0s
kezelés)

Az alkalmazott talajkeverék tulajdonsdgai miatt lehetdség volt a ndvények gyokereinek vizsgélatara
is, a SANORYZA rendszerben legeredmenyesebb Sandora esetében a hagyomanyos fajtakkal
0sszehasonlitva szembetiing volt a stresszelt korilmények kozott a gyokérrendszer joval erésebb

fejlettsége (8. abra).



8. &bra Stresszelt korilmények kozott, azonos id6 alatt fejlesztett gyokérzetek dsszehasonlitasa
(balrol-jobbra: 1. Azsuka, 2. Bioryza H, 3. Sandora, 4. Marilla)

A Kisérleteket tovabb folytatjuk, a fajtak produkcios paramétereinek meghatarozésara és a kiserleti

rendszer tovabbi optimalizalasara.

Negyedik év
9. feladat
Microarray hibridizacio tenyészedényes névények gyokér RNS-eivel
Az élettani kisérletekben dsszessegében kiemelkedé eredményt mutatd Sandora fajta gyokérzetébol
szarmaz6 RNS-ekkel végeztiink oligonukleotid-chip hibridizaciot, vizhianyos (20%-0s) és a teljesen
arasztott mintakat osszevetve. Egy 21 ezer gént reprezentalo chipet hibridizalva, 6sszességében
kdzel 600 gén mutatott legaldbb 2x-es valtozast, ezek kodzil 371 volt indukalt és 214 represszalt a
vizhianyos mintaban. Mindkét csoport osztalyozasa sordn hasonlé ardnyban talaltunk a kilénb6z6
(génexpresszid, jelatvitel, stresszvalasz stb.) osztalyokba tartozd géneket, kivéve az alapveto
anyagcseregéneket, melyek 25%-0s aranyban fordultak el6 az indukaltak kdzott, és csak 16%-ban a
represszaltak kozott, eés az ismeretlen funkcidju géneket, melyek az indukéltak 38%-at, a
represszaltaknak viszont kozel felét (48%) adtak.
Ugyanakkor feltiinéen nagy aranyban fordultak el6 a 10-20x-o0s indukciot mutaté gének kozott is
ismeretlen funkcidjuak: az elsé 10 génbol 8 ismeretlen, a tovabbi 2 feltételezett protein kinazt és

LEA fehérjét kddol. Ezzel ellentétben a 10-20x-0s repressziot mutatd gének kdzott mindodssze 1



ismeretlen funkcidju, a tébbi anyagcsere-enzim, transzkripcids faktor, membranfehérjék, regulator

fehérjék és egy feltételezett stressz-fehérje génje.

Ahogy az élettani Kkisérletekbol kitiint, hogy a szarazsag-stresszelt (20% vizkapacitason tartott)
novények a nap masodik felére rendszeresen lankadast mutatnak, majd masnapra tébbé-kevéshé
visszanyerik turgorukat. Ezért célszertinek lattuk a kordbban végzett chip hibridizaciokat
Ujabbakkal kiegésziteni, melyeknek eredményeit az ésszeriiségi megfontolasbél elnapolt részfeladat
helyett itt szeretnénk jelenteni.

Ehhez olyan RNS-mintdkat gyijtottink, melyek a szarazsag-stressz soran fellépé napi
ingadozésokat tarhatjdk fel. A chip hibridiz&ciéhoz a stresszelt korllmények kozott legerésebb
gyOkérzetet fejleszté Sandora fajta gydker mintait hasznaltuk fel, a 20% és a 100%-os viztelitettség
mellett n6tt névényeket 8, 14 és 18 orakor arattuk le.

Mind a hat mintaval elvégezve a hibridizaciot a 22 ezer oligot tartalmazo rizs chipen, a kapott
eredmenyeken klaszter-analizis végeztink.

A kovetkezé abrakon a vizhianyos és kontroll &llapotok kozdtt markans kilonbséget mutato
klaszterek lathatok, alattuk tablazatokban a klaszterbe tartozé gének annotécidja: (feltételezett)
funkcioja és azonositoja.

Az abrakon a 100%-os, reggel 8-6ras kontrollhoz viszonyitott log2 alapu relativ transzkript-szint

valtozast abrazoltuk.

9. abra Azon gének csoportja melyek a vizhianyos mintaban jelent6s napi indukciot mutatnak, mig
a kontrollban ilyen nincs, vagy sokkal mérsékeltebb.

Az alabbi gének tartoznak a klaszterbe:



Info 1 Info 2

F-box domain, putative 11682.m04419
oxidoreductase, short chain dehydrogenase/reductase family ~ 11670.m04026
AT5g64600/MUB3_12 11686.m00842
jmjC domain, putative 11668.m04545
putative chelatase subunit 11669.m03601
Protein kinase domain, putative 11686.m00607

Similar to C-x8-C-x5-C-x3-H type Zinc finger protein, putative 11669.m01922

Tovébba 7 azonositatlan fehérje génje.

10. abra Ebbe a csoportba olyan gének kertiltek melyek a vizhianyos allapotban mérsékelt valtozast
mutatnak, noha a kezeletlen mintaban jelentés napkozbeni represszidjuk figyelheté meg.

Az alabbi gének tartoznak a klaszterbe:

Info 1 Info 2
AP2 domain, putative 11667.m01001
1,3-beta-glucan synthase component, putative 11669.m00295

probable Kinesin light chain [imported] - Arabidopsis thaliana 11668.m05692
DNA-3-methyladenine glycosylase I; 14940-15720, putative 11669.m00965

Protein kinase domain, putative 11667.m05323
uridylate kinase, putative 11667.m07376
U-box domain, putative 11680.m00591
CXC domain containing TSO1-like protein 1 11682.m04920

embryonic flower 1-like protein 11667.m01264



B3 DNA binding domain, putative

NB-ARC domain, putative

No apical meristem (NAM) protein, putative

Similar to NBS-LRR disease resistance protein homologue
Protein kinase domain, putative

putative transposase

XPG I-region, putative

Putative tRNA binding domain

Tovébba 13 azonositatlan fehérje genje.

11667.m00397
11687.m00275
11674.m00035
11687.m01149
11673.m00296
11669.m02908
11674.m00013
11670.m02215

11. &bra A vizhianyra er6s napkozbeni represszioval reagdlé gének Kklasztere. Lefutdsuk a
kezeletlen allapotban valtoz, de ha kivételesen represszaltak, akkor sem olyan mértékben, mint a

vizhiany soréan.

Az alabbi gének tartoznak a klaszterbe:

Info 1

Hpt domain, putative

Af10-protein

putative reductase

O-methyltransferase, putative

UDP-glucoronosyl and UDP-glucosyl transferase
Similar to GMFP5

profilin a

hypothetical protein, (thylakoid membrane phosphoprotein 14 kda, chloroplast

precursor, putative, expressed )

expressed protein, (putrescine-binding periplasmic protein, putative, expressed )

Info 2

11674.m04480
11667.m05271
11669.m05442
11670.m00047
11673.m03060
11676.m02628
11676.m01466

11667.m05484
11670.m05010



putative transport protein particle component
pectate lyase precursor (ec 4.2.2.2)

putative oxidase

receptor-like protein kinase, putative
Exostosin family, putative

Similar to CDCS5 protein

ribosomal protein S17, putative

Sigma-70 region 2, putative

Exostosin family, putative
Ubiquitin-conjugating enzyme

Tovébba 35 azonositatlan fehérje genje.

11669.m02901
11668.m01124
11669.m03600
11674.m01711
11668.m00865
11670.m02652
11674.m01012
11674.m00596
11667.m00081
11676.m02689

12. abra Azon gének csoportja melyek a vizhidnyos mintdban magas szinten fejezédnek ki a
kezeletlen reggeli kontrollhoz képest, mig a kezeletlen mintaban jelentés napkdzbeni indukcidjuk

figyelheté meg.

Az alabbi gének tartoznak a klaszterbe:

Info 1

Protein kinase domain, putative

IQ calmodulin-binding motif, putative
putative WRKY DNA-binding protein

Info 2

11667.m02013
11667.m00939
11669.m05923

expressed protein, (Cucumisin precursor, putative, expressed) 11670.m00204

Tovébba 6 azonositatlan fehérje génje.



13. &bra A vizhiényra estig tartd csokkenéssel reagald genek Kklasztere. Lefutdsuk a kezeletlen
allapotban valtozo, de ha kiveételesen represszaltak, akkor sem olyan mértékben, mint a vizhiany
soran.

Az alabbi gének tartoznak a klaszterbe:

Info 1 Info 2

phosphatidate cytidylyltransferase 11670.m05684
Zinc finger, C2H2 type, putative 11670.m04680
VQ motif, putative 11667.m05358
Histone deacetylase family, putative 11667.m03884
Similar to At1g09280/T12M4_1 11686.m03702
C2 domain, putative 11668.m00194
Dynein light chain type 1, putative 11667.m01523
DHHC zinc finger domain, putative 11676.m01616
TPR Domain, putative 11668.m03574

putative glucose-6-phosphate/phosphate-translocator 11676.m02994
Acyl-CoA dehydrogenase, C-terminal domain, putative 11667.m00592

AP2 domain, putative 11673.m04734
mitochondrial processing peptidase alpha-chain precursor 11667.m00916
Gotl-like family, putative 11676.m01617
putative serine/threonine kinase 11676.m02800
sorbitol transporter 11669.m00953
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase, putative 11668.m05438
Dihydrodipicolinate reductase, C-terminus, putative 11669.m01392

peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, cyclophilin-type 11680.m00316
Helix-loop-helix DNA-binding domain, putative 11669.m01258



Tovabba 12 azonositatlan fehérje génje.

14. abra Ebbe a csoportba olyan gének keriiltek melyek a vizhianyos allapotban alacsonyabb
szinten expresszalodnak, mint a kezeletlenben, mig ez utobbi allapotban emelked6 tendenciat
mutatnak a nap folyaman.

Az alabbi gének tartoznak a klaszterbe:

Info 1 Info 2

phosphoglycerate mutase family, putative 11687.m00445
expressed protein, (root cap protein 2, putative, expressed) 11670.m03222
Similar to FKBP 11687.m00427
heavy metal-associated domain, putative 11670.m03055
endo-1,4-beta-D-glucanase 11669.m02172
HIT domain, putative 11686.m01281
Endomembrane protein 70 11669.m01305
putative dioxygenase 11676.m03756
dTDP-glucose 4-6-dehydratase-like protein 11669.m01740
AY045615 At1g68660/F24J5 4 11674.m03318
cation channel family protein, putative 11667.m01094
psbD, photosystem 11 44 kDa protein, chloroplast 11562.m00007
Similar to TPD1 11686.m02784
IQ calmodulin-binding motif, putative 11682.m00927
expressed protein, (enzyme of the cupin superfamily, putative, expressed ) 11670.m04158
No apical meristem (NAM) protein, putative 11670.m03672

Tovébba 5 azonositatlan fehérje génje.



Tovabbi részletes vizsgalatra tartjuk érdemesnek mindazokat a géneket, melyek a vizhiany
fuggvényében mutatnak napi ingadozast mind pozitiv, mind negativ iranyban. Bar ezekre a
transzkript-profil vizsgélatokra a palyazat tervezésekor még nem gondoltunk, az eredmények
alapjan érdekes kutatasi iranynak igérkezik a vizhianyos allapot napi ingadozasaval 6sszefiiggéen

valtozo kifejez6dési szintii gének vizsgalata.

Kvantitativ real-time PCR-rel elvégeztiik szamos gén ellenérzését. Osszegezve elmondhato, hogy a
nagyobb érzékenységli és megbizhatobb real-time PCR-ek megerésitették a Sandora fajtan kapott
transzkript profiling eredményeket, tovabba néhany gén esetében meghataroztuk az expresszids
mintazatot mas rizsfajtakbol is, illetve mérsékeltebb stresszhatas mellett is. A Sandora I ill. Sandora
Il mintasorokhoz ugyanolyan 100%-o0s viztelitettsegii kontroll és 20% viztelitettségti vizhianyos
stresszelt mintakat hasznéltunk, azonban a Il.-es kisérletben a névenyek erés napsutésnek és
magasabb, 30 fok kortuli hémersékletnek voltak kitéve, igy a vizhiany és lankadas is erételjesebben

jelentkezett.
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15. dbra Egy ismeretlen funkcioju, vizhianyra induk&l6dé gén mRNS szintjeinek napi ingadozésa
Marilla, Sandora (ket fiiggetlen kisérlet) es Azsuka fajtak gyokérzetében.
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16. adbra Egy gyokér-specifikus és stressz-indukalhatd LEA gén transzkript szintjének napi
valtozdsa Sandora (két fuggetlen kisérlet), Marilla és Azsuka fajtak gyokérében és hajtasaban
vizhiany hatasara.

Jelenleg folytatjuk a megtalalt U] gének részletes expresszios analizisét, valamint promotereik
Osszehasonlitasat. A palyazat tamogatasaval végzett munkardl harom kézirat készil: Jancsd Mihaly
és mtsai kézirata az 6sszehasonlitd termesztési kisérletek eredményeirél, Zombori Zoltan és mtsai
kézirata a vizhiany hatasara napi ciklizalast mutatd gének jellemzésérél. Cserhati Matyas és mtsai
kézirata a stressz-indukalhaté rizs promoterek analizisérél bekildés alatt all (Méatyas Cserhati,
Sandor Pongor, Miklés Cserzé, Dénes Dudits, Janos Gyorgyey: Finding the lost brotherhood:
enumeration methods for promoter analysis of abiotic stress induced Arabidopsis and rice genes to

discover new members).



