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1. BEVEZETES ES CELKITUZES

1.1. Bevezetés

Az elmult évtizedekben vilagszerte és hazankban is a meguajuld
energiaforrasok iranti novekvd igényeknek koOszonhetdéen egyre jobban eldtérbe
keriilt az energianévények, igy a rovid vagasforduloju fafajok termesztése is. Az
energetikai céllal telepitett iiltetvények biomasszaja akar zold, akar fa alapanyagként
energia forrasként szolgalhat a kiilonb6z6 iparagak szdmara. Az energiandvények jo
alkalmazkoddképességiiknek, gyors novekedési litemiiknek €s a gyengébb mindségii
talajjal szembeni toleranciajuknak koszonhetden sikerrel termeszthet6k a szélsGséges
adottsagu teriileteken is. A fas szaru energetikai iiltetvényekkel megvaldsithato a
nehézfémekkel szennyezett teriiletek rekultivacidja, fitoremediacidja, a talajok
novényi fémakkumuldcid segitségével torténd javitasa, felhasznalhatok a
szennyviziszap, illetve szennyviz tisztitasara is. A zdldenergia hasznositasa a
fokozatosan kimeriilé, nem megujuld energiaforrasok kivaltasaban kaphat szerepet,

gazdasagosan és konnyen el6allithatok, ugyanakkor kérnyezetterhelésiik minimalis.

1.1.2. A téma aktualitasa és jelentosége: A megujulo energianovények szerepe az

Eurépai Unié és Magyarorszag energiagazdalkodasaban

Az Eurdpai Unidban a biomassza és a megtjulod energiaforrdsok iranti egyre
novekvld igények az Eurdpai Energia Unid stratégidjaban megfogalmazott
energiahatékonysagi célkitlizésekkel ¢és a megljuld energiaforrdsok eurdpai
részesedésének novelésével elégithetdk ki hossza tavon (Lizakova 2018). Az EU-ban
a mezdgazdasag és az erddgazdalkodas mellett a hulladék, haldszat és akvakultira a
legfontosabb biomassza forrasok (Lizakova 2018). Az EU foldteriiletének felét a
mezdgazdasagi teriiletek adjak, amelybdl az éves teljes biomassza hozam 2006-2015
kozott elérte a 956 millio tonna szarazanyag tartalmat (Garcia-Condado et al. 2017).
Ebbél az elsédleges termékek formajaban eldallitott biomassza 54%-ot, a
masodlagos, vagyis fennmaradd 46%-ot tett ki, utobbi aranya enyhe novekedést
mutatott az 1998 és 2015 kozotti iddszakban (Lizakova 2018). Az EU erdéteriilete
2015-ben a teljes foldteriiletének 34%-at fedte le, vagyis 161 milli6 hektart,
amelynek 84%-an folyt erdégazdalkodas (Camia et al. 2018). Az erddék becsiilt teljes

biomassza hozama 2013-ban 18600 Mt szarazanyag volt, de ha csak a fold feletti
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részét tekintjiik, ugy 16000 Mt, amelyet 10900 Mt a szélfa és 5100 Mt egyéb fas rész
teszi ki (Camia et al. 2018). A legtobb erdégazdalkodasbol szarmazd biomasszat
Ko6zép-Nyugat-Eurépa (36%), Eszak-Europa és Kozép-Kelet-Eurdpa régiéi adjak.
2000 ota a fold feletti biomassza készlet az EU erddiben atlagosan 223 millié
tonnaval emelkedett évente, amely aranya évi 1,3%-os novekedést jelent. Ez a
novekedés kulcsfontossdgu a klimavaltozas mérséklése érdekében, mivel az erdok
jelentds mennyiségli széndioxid megkotésére képesek (Camia et al. 2018). Az EU-
ban a teljes fa hozambodl szarmaz6 biomassza termelés kozel fele (48%) hasznosul
energia felhasznalas céljabol (Lizakova 2018).

Az EU 2007-ben elfogadott klimapolitikajanak egyik f6 torekvése, hogy a
tagallamok 2020-ig 20%-kal csokkentsék az iiveghazhatasu gazok kibocsatasat és
ugyanilyen ardnyban noveljék a megujuld energiaforrasok felhasznalasat. Az Eurdpai
Energia Ugynokség (EEA) 2008-as jelentése szerint a termesztett energiandvények
koziil a rovid vagasforduloju fas szaru energiaiiltetvények aranya eleny€sz0, amit
2020-ig 1%-r61 17 %-ra terveznek novelni, mig bizonyos mas energianovények

részesedési aranyat jelentésen csokkenteni (1. abra) (EEA 2013).

A révid vagasforduléju fasszaru energia iiltetvények A rovid vagasforduléju fasszaru energia ltetvények
jelenlegi részesedése 2006 és 2008 kdzotti idGszakban tervezett jdvGhenirészesedésiaranya 2020-ra
Rétek, legel6k Rovid végasforduldji fasszard
ia Ultetvénvek R Cree oo . Napraforgd
Egyéb szantéfldi kultidrak 1 energia ultetvenye Rovid vagasforduldju fasszard  Olajrepce

1% energia Ultetvények 5 % 1%

Kukorica 0%
7% <
Gabonafélék
11 %
Cukorrépa
1%

17 % Cukorrépa

0%

Gabonafélék
26 %

| Olajrepce

59 % ) B
Rétek, legelék

/‘.vv
/ 26 %

Napraforgd

" Kukorica
20%

2%
Egyéb szantofoldi kulturak

. 23%
Forras: ETC/SIA, 2013, *

1. abra: A rovid vagasforduloju fasszaru energia iiltetvények részesedési ardnya
az EU mult (2006 és 2008 kozotti idoszakban) és a tervezett, jovébeni (2020)
klimapolitikai stratégiajaban (ETC/SIA, 2013)

Magyarorszdgon a fosszilis tlizeléanyagok kimeriilésével parhuzamosan egyre
inkdbb eldtérbe keriilnek a foldgaz (14,2%), a nuklearis (40,4%) és a megujuld
energiahordozok (21,5%) iranti megnovekedett igények. 2015-6s adatok szerint

hazank energiatermelése 472,7 PJ (peta Joule) volt, ezzel szemben az orszag teljes
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energiafelhasznalasa 1000-1100 PJ kozott alakult, melynek kovetkeztében a
megndvekedett energiaigények kielégitésére 756,3 PJ energia importaldsa valt
sziikségessé. A 2016-os évben a rendelkezésre allo energia 30,5%-at a lakossag,
26,5%-at a kozlekedés, 24,9%-at az ipar, 14,3%-at a kereskedelem és egyéb kozcélu
szolgaltatasok, 3,7%-at pedig a mezégazdasag, erd6gazdalkodas és a halaszat
hasznalta fel (Antal 2018). A 2013. évi adatok szerint Magyarorszag 0Osszes
energiafelhasznalasanak 9,8%-at biztositottdk megujuld  energiahordozokbol,
azonban a kormanyzat klimapolitikai szandékai szerint a 2020-ig az elérendd
célérték 13%.

Hazéankban a hasznositasra keriild megjulod energiaforrasok koziil a legnagyobb
jelentdsége a biomasszanak van, amely 65-80%-os arannyal bir. A fas szaru
energiaiiltetvényeken megtermelt biomassza felhasznalasa alapvetden a ho-és
villamosenergia eldallitasara iranyul, de bioetanol és biogaz eldallitasara is
alkalmasak (Csipkés 2011). Magyarorszagon napjainkban kozel 5,3 milli6 hektaron
folyikk mezdgazdasagi termelés, ebbdl hozzavetdlegesen 4,3 millio hektaron
szant6foldi novénytermesztés. A kedvezOtlen termOhelyek ardnya a tobb szdzezer
hektart is eléri, amelyeken azonban megvalosithatd a fas energia lltetvények
telepitése (Gyuricza et al. 2012).

Hazénk Osszes biomassza készlete 350-360 millié6 tonna. A biomassza nagy
rész¢ét a faalapu biomassza képezi, ami magaban foglalja a fas energiaiiltetvények
mellett az erdégazdalkodasbol szdrmazéd szilard biomasszat is (Vagvolgyi 2013).
Magyarorszagon az energiatermelés céljabol Iétrehozott liltetvényekben elsddlegesen
hasznalt fafajok a nyar, az akac és a fiiz. Az elmult évtizedben a z6ldenergiak iranti
egyre novekvé igényeknek koszonhetéen megndtt az energiandvények, - mint
megljuld energiaforrdsok - hasznositasa kovetkeztében a természetes erddk,
valamint a margindlis termOhelyeken Iétesitett fis szaru energetikai iiltetvények

jelentésége is (Dudits és Nagy 2017).
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1.2. Célkituzés

Célkitlizéseink kozott szerepelt:

1. Az ,ENERGO” energiafiiz (Salix viminalis L., 2n=38) poliploidizacidja és az igy

el6allitott autotetraploid egyedek felszaporitasa, citologiai és élettani jellemzése.

A poliploidizacié elényeinek kiaknazasa 0j utakat nyithat a magas biomassza
produktummal és a jobb agrondmiai, illetve energetikai jellemzokel rendelkezd
populaciok energiaiiltetvényekben torténd hasznositdsaban. Emellett értékes
alapanyagot szolgaltathat a tovabbi nemesitési célok meghatarozasdban és

elérésében.

2. Az ,ENERGO” energiafiiz fajta (Salix viminalis L., 2n=38) molekularis

citogenetikai jellemzése fluoreszcens in situ hibridizacio (FISH) alkalmazasaval.

A fiiz kariotipusa és a genom részletes szerkezete, illetve az ismétl6d6 DNS
szekvencidk fizikai elhelyezkedése még nem ismert. A faj részletes molekularis
citogenetikai elemzése ¢s a kromoszomalis jellemzOk atfogd vizsgalata eldsegiti,
valamint hasznos informaciokat nyujthat a fiiz tovabbi nemesitésében és
felhasznalasaban. A citogenetikai vizsgélathoz a lehetd legnagyobb mitotikus index
elérésére torekedtiink a kisérleti koriilmények optimalizalasaval. A DNS probakat
kiilonb6z6é kombinaciokban teszteltiik és az igy kapott in situ hibridizacidés mintazat

alapjan Osszeallitottuk a Salix viminalis L. kariotipusanak fobb elemeit.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A fiiz, mint rovid vagasforduléju fas szaru energianovény taxonémiai
jellemzése, botanikaja, okologiai igénye, Magyarorszagon termesztett fajtai és

klonjai

2.1.1 A Salix nemzetség taxonomiaja

A Salix nemzetség taxonomiajara kiilonbdz6 megkdzelitések és rendszerek
mar korabban leirasra keriiltek, amelyeket Treerné Windisch (2014) tanulmanyaban
foglalt 6ssze. A hagyomanyos taxonémiai besorolas a Salix nemzetséget Ehrendorfer
(1991) rendszere szerint Borhidi (1998) wutan a zarvatermdk tdrzsén
(Angiospermatophyta) beliill a kétszikiieck osztalyaba (Dicotyledonopsida), a
dilléniaalkatiak alosztalyba (Dilleniidae), és a fiizviraguak (Salicales) rendjébe
tartozonak tekinti. A fluzfafélék csaladja (Salicaceae) a rend egyetlen csaladja,
amelybe a Salix nemzetség mellett még a Populus (nyar) és a Chosenia nemzetség
tartozik (Rehder 1951). A Salicaceae csaladba Frank (2008) szerint 350-400 faj
tartozik, és kozel 40 Populus faj ismert. Mas forrasok 200, 300 és 500 fa- és
cserjefajt emlitenek, amelyek tobbsége az északi mérsékelt 6von Eurdpa, Kanada,
Japan, Amerikai Egyesiilt Allamok teriiletén terjedt el (Treerné Windisch, 2014). A
nagyfoka hibridizaci6 miatt a fiiz fajok elhatarolasa nehéz, a csalad evolucios
értelemben még kevésbé stabilizalodott (Podani 2003). Az evolucid soran a fas szaru
novények koziil a mérsékelt égovon a Salix nemzetségben alakult ki a legtobb
kiilonbozé életforma a torpecserjéktdl a nagy fakig. Az inter-és intraspecifikus
hibridizacio az egyes fajok kialakulasaban jelent6s szerepet jatszott, ahogy a
kromoszémaszam-modosulas és a poliploidia is. A Salix nemzetségben az alap
kromoszoémaszam n=19, de az egyes fajok kromoszoémaszamai a diploid
genotipusoktél (2n=2x=38) a kiilonbdz6 poliploid genotipusokig, (2n=4x=76,
2n=6x=114, 2n=8x=152 vagy 2n=10x=190) eltéréek lehetnek. A faji szintli taxonok
elhatarolasa a rendkiviil diverz fiiz nemzetségben a szamos hibrid miatt nehéz. A
nemzetséget 3 alnemzetségre és kozel 30 szekciora lehet bontani (Gencsi és
Vancsura 1992). Az egy szekcioba tartozd fajok egymassal gyakrabban
hibridizalodnak, de eléfordul kiilonbozd szekcidkba tartozo fajok keresztezOdése is.
Szamos megkdzelitést irtak le a flizek csoportositdsara, amelyek koziil az egyszeriibb

rendszerek az Eurdopdban honos flizeket 3 {0 csoportba, mig mas rendszerek 4
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csoportba osztva irjak le, mely csoportokban akar rendszertanilag kiilonbdzd szinti
taxonok is keveredhetnek. (Treerné Windisch 2014).

Napjainkban is folyik a fiiz fajok filogenetikai kutatasa, amelyrdl kiilonb6z6
publikaciok is megjelentek. Wu et al. (2015) 4648 bp-os szekvencia adatokbdl allo
filogenetikai elemzéseket végzett négy kloroplasztiszbol (rbcL, trnD —T, matK és
atpB-rbcL), és két nuklearis markert (ETS és ITS) alkalmazott a kisérlete soran.
Megallapitotta a Salix alnemzetség para- és polifilogenetikai természetét a nuklearis
¢s a kloroplasztisz DNS torzsfak alapjan. Huang et al. (2017) a fiz és fiizfélék
Kloroplasztisz genomjaval végzett molekularis analizis segitségével végezte a
fuzfélék filogenetikai vizsgalatat. Ez a megkdzelités lehetdvé tette a flizfélék sikeres

klimaadaptaciojanak mélyebb megértését.

2.1.2. A fiiz (Salix sp.) fajok botanikai jellemzoi

A Salix nemzetség levelei keskenyek, ép széliiek, szort allasban helyezkednek
el. A levélnyél rovid, sokszor palhalevél is talalhatd. A palhalevél lehet kicsi és
lehullo, de nagy és marado is. Riigyeik porzos vagy termds viragriigyek, illetve
levélriigyek lehetnek. A hajtasriigyek kisebb méretiick és az egyes fajokra kevésbé
jellemz6k (Treerné Windisch 2014). Egyivara, kétlaki viragai vannak, amelyek
barkaszer(i viragzatba tomoriilnek. A porzds viragzatban Sok siriin elhelyezkedd
virag talalhato, mig a termds barkaban a kevesebb virag ritkasabban helyezkedik el
(Frank, 2008). A viragok a leveles vagy levél nélkiili generativ torpehajtasokon, az
el6z6 évi vesszOk kozépsO riigyeibdl fejlodnek. Lombfakadas elétt nyildo tomott
felallo, vagy lombfakadas utan nyil6 laza bokolo flizérekben helyezkednek el. A
Salix fajok részben rovar-, részben szélmegporzastiak lehetnek. A fels6allasu
termbben a placentacié parietalis. A magvak a toktermésben 4-6 hét alatt érnek be.
Altaldban szél utjan terjednek (anemochoria), de vizkozeli fajok esetében a viz is
jelentésen hozzajarulhat a magvak terjesztéséhez (hidrochoria). A magokban
hianyzik az endospermium, igy csak néhany napig csiraképesek. A magok nedves
koriilmények kozott és fényen képesek csirazni (Treerné Windisch 2014). A
természetes populaciokban altalaban 4:1 a porzos- és termds egyedek aranya (Frank
2008). A fa kéreg eleinte sima, szine zdld vagy vordses-zold, amely késobb

felrepedezik és hosszanti barazdak alakulnak ki rajta (Gyuricza 2010).
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2.1.3. A fiiz (Salix sp.) fajok okologiai igénye

A Salix nemzetség a holarktikus florabirodalom egyik jellemz6 fas
nemzetsége. A fiiz fajok tobbsége a Fold északi felén él. Pionir fajok, csak Uj-
Z¢élandon és Ausztralidban nem dshonosak, de a déli féltekén is talalhatd néhany fiz
faj, foleg a tengerszint feletti magasabb teriileteken. Tobbségiik jOl tliri a magas
vizallast és a nehéz Ontéstalajokat, ezért foként folyok arterében alkotnak erddket,
cserjéseket (Treerné Windish 2014). Azonban nem toleralja a hossza idén keresztiili
pango vizet, illetve az oxigénhidnyos allapotot sem, ami miatt az allomany révid 1dd
utan megritkul, majd Kkipusztul (Gyuricza 2014). A laza szerkezetli oxigéndus
talajokat kedvelik, a tomoOr zaréréteget viszont nem toleraljak. Telepitése rovid
vagasforduloji iltetvényként a mély fekvésti Ontés, réti, kotu talajokra javasolt
(Gyuricza 2010). Igényének azok a talajok felelnek meg elsésorban, ahol a talajviz 1-
3 méter mélységben taldlhato. Kedvezdek szamara a mély termdrétegli mezdségi
talajok is, azonban ezek a termOhelyek elsésorban az élelmiszer- ¢és
takarmanyndvények termesztésére alkalmasak. A jo vizellatottsagii barna erddtalaj
kozepesen jo termbhely, de 6-8 %-nal nagyobb lejtésii teriiletekre nem javasolt az
allomany telepitése. Tovabba specialis igénye, hogy 400 méter tengerszint feletti
magassag folé ne keriiljon az iiltetvény (Gyuricza 2014). Olyan talajokon is
keriilend6 a telepitése, amelyekben 1-2 méter mélységben, vagy folotte mészkopad,
illetve egyéb attorhetetlen zaroréteg talalhato. A humuszos homoktalajokon a
kedvez6tlen  vizellatottsag  gyenge  allomanyok  kialakulasdhoz,  illetve
Kipusztulasahoz vezet (Gyuricza 2010). A megfeleld vizellatottsag és a kedvezd
fényviszonyok megteremtése tehat kiemelkedden fontos, mivel a fiiz nem toleralja a
félarnyékos-arnyékos teriileteket, emiatt kozvetlen erdéallomanyok kozelébe nem
javasolt az iiltetése. A melegkedveld fatermetii fajok (Salix alba) jo1 novekednek a
mérsékelt égov enyhébb tajain, a mérsékelten melegkedvelé bokorfliizek fajtait,
illetve klonjait Europaban a skandinav orszagok déli részein termesztik (Gyuricza
2014).
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2.1.4. A rovid vagasforduldjua fiiz, mint fas szard energianovény
Magyarorszagon termesztett fajtai és klonjai

Az energetikai iiltetvények Ilétrehozédsdra alkalmas fafajokbol az iiltetési
alapanyagot kizardlag a fajtatulajdonostél vagy olyan engedéllyel rendelkezd
termel6t6l lehet beszerezni, aki koézponti vagy lizemi torzsiiltetvényeken eldallitott
szaporitoanyaggal rendelkezik. Ennek megfeleléen csak bizonyos fajtak telepitésére
van lehetség, amelyet rendeletben is szabalyoznak (Gyuricza 2010). A fiznek a
tropusoktol a mérsékelt égovig hozzavetSlegesen 400 faja é1. Oshonos Eurdpéban is,
ahol 60 kiilonb6z6é faja van nyilvantartva. Mintegy 23 faja tekinthetd
Magyarorszagon honosnak, sok keresztezett valtozattal egyiitt (Gyuricza 2010). A
hibridizaci6 és a kromoszoémaszam-médosulas fontos szerepet jatszott a kiilonb6zo
fajok kialakulasaban, amelynek koszonhetéen 1étrejottek az energetikai célra
alkalmas, gyors novekedésti, széles termdhelyi tiiroképességi fajtak és klonok. A faji
szintli elhatarolast jelentdsen megneheziti a flizek rendkiviili valtozatossidga és a
hibridek nagy szama (Gyuricza 2010). A természetes populaciokban Iétrejovo
nemzetség hibridizaci6 a genetikai variabilitds novelésének egyik fontos forrasa
(Dudits ¢és Nagy, 2017). Fontosabb fajok a kosarfonofiiz (Salix viminalis),
szépbarkaju fiiz (Salix x smithiana), molyhosagu fiiz (Salix x dasyclados), a
mandulafiiz (Salix triandra) és a fehér fiiz (Salix alba) (Gyuricza 2014). Az
energetikai faiiltetvények létrehozasara alkalmas néhany fontosabb hazai nemesitést
fajta: a Bédai Egyenes (S. alba ,,Bédai Egyenes”), Csertai (S. alba ,,Csertai”),
Dravamenti (S. alba ,,Dravamenti”), Express (S. alba ,,Express”), és a Porboly (S.
alba ,,Porboly”). A fontosabb kiilfoldi fajtak: a Gudrun (S. dascylados ,,Gudrun”),
Inger (S. triandra x S. viminalis ,,Inger”), Sven (S. schwerenii x S. viminalis
,»oven”), Tora (S. schwerenii x S. viminalis ,, Tora”), Tordis (S. schwerenii x S.
viminalis ,, Tordis”) és Torhild (S. schwerenii x S. viminalis , Torhild”) (Gyuricza
2010).

2.2. A rovid vagasforduloju fas szara energiandvények termesztéstechnologiaja

A rovid vagasforduloju fas szari energianovények termesztésének kornyezeti
feltételei kozé tartozik, hogy az adott termdhely hosszitavon kevésbé legyen
alkalmas a hagyomanyos novénytermesztésre, de megfeleljen valamelyik fas szaru

energiandvény igényeinek. Ilyen teriiletek lehetnek a gyakran vizjarta, belvizes
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teriiletek, szélsdséges viz-és tapanyag-gazdalkodasu teriiletek, homokos valyog vagy
homoktalajok (Gyuricza 2014).

Hazankban a fas szarGi energiaiiltetvények termesztését tobb rendelet is
szabalyozza. Magyarorszag klimatikus adottsaga leginkabb a fiiznek (Salix sp.), a
nyarnak (Populus sp.) és a fehérakacnak (Robinia pseudoacacia L.) kedvez, azonban
a rovid vagasforduloban termesztett energia novényeknek sok kritériumnak kell
megfelelniiik, igy a gyakorlatban csak kevesebb faj ¢és fajta valaszthato (Gyuricza
2014). A behozott és honositott kiilfoldi fajtak egy része a gyenge klimaadaptacios
képességiik miatt hazankban nem képesek a szdrmazasi helyiikon elért biomassza
produkciora, igy a 90-es évek Ota elindult hazai adaptacios kisérletekkel és az
intenziv nemesit6i munkéaval eredményesen allitottak el6 a kiilfoldi klonokkal
versenyképes hazai fajtakat (Gyuricza 2010.). Az intenziv ndvekedés, jo fagytlird
képesség, gazdasdgos ¢€s egyszerli szaporithatosdg, jo alkalmazkodd képesség,
betegségekkel és kartevokkel szembeni ellenallosag, valamint a konnyli betakaritas
mind fontos szempont. Emellett a kivalo Ojrasarjadz6 képesség a visszavagas utdn,
hosszl vegetacios idOszak, nagy nettd asszimilacios rata, konkurenciatiird képesség
strti allomanyban, tag termOhely-tolerancia (amely a legvaltozatosabb kornyezeti
feltételek melletti termeszthetdséget teszi lehetdveé), komplementer jelleg, dtmeneti
aszalytlirés, jo vadkar tlirés, ne okozzon allergiat, kis nedvesség és hamutartalom,
kedvezd kémiai Osszetétel, intenziv nedvességleadd képesség, valamint a nagy
térfogattomeg ugyanigy meghatarozo elvarasok (Gyuricza 2014). Természetesen
minden egyes feltételnek egyetlen ndvényfaj és fajta sem képes megfelelni, de a
rovid vagasforduloju iiltetvények telepitésénél torekedni kell arra, hogy a valasztott
novény a lehetd legtobb elvarasnak eleget tegyen (Gyuricza 2014).

A teriiletvalasztas sordn figyelembe kell venni az Okologiai és miiszaki
adottsagokat is. Igy keriilni kell a pangdvizes vagy folyamatosan arnyékolt
teriileteket. A talaj kémhatdsa pH 5.5-7.5 kozott idedlis, a csapadék mennyisége
pedig érje el a minimum 400 mm-t. Tovabba keriilni kell a 15%-n4l nagyobb lejtésii
teriileteket, legalabb 2 hektaros tablamérettel kell tervezni és lehetdleg burkolt ut
melletti teriiletet valasztani. A termOhelyi tényezdk koziil megkiilonboztetiink
allando és valtozo termdhelyi tényezéket. Allandd tényezok a lejtésviszony,
humusztartalom, kémhatés, talajtipus, termdréteg vastagsiga ¢és a talajmiivelés
mindségét befolyasoldo tulajdonsagok. A valtozd tényezék kozé soroljuk a

meteorologiai tényezdket, a talaj bioldgiai allapotat, tomor réteg jelenlétét illetve
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vastagsagat, agrondmiai szerkezetét, nem elbomlott ndvényi maradvanyok allapotat,
valamint a miivelés hatasara valtozo tényezoket (Gyuricza 2014.).

Az iiltetvények 10-20 évig maradnak ugyanazon a teriileten, igy a precizen
elvégzett talajelokészités és talajmiivelés kiemelten fontos. A talajmiivelési rendszer
megvalasztasa fligg attdl, hogy koran vagy késon lekeriild szant6foldi elovetemény
helyére keriil-e az iiltetvény, vagy egy nem mivelt (rét, legeld, gyenge termdhelyi
adottsagn parlagteriilet vagy elhanyagolt csalitos cserjés) teriiletre. Fontos, hogy az
iltetéagyat kozvetleniil a dugvanyok telepitése eldtt kell elkésziteni (Gyuricza et al.
2012). A telepités kora tavasszal a legidealisabb, szimpla vagy ikersoros
technologiaval (Gyuricza 2014.). A fiiz és nyar esetében rovid dugvanyokat (20-22
cm), az akac esetében egyéves gyokeres magagyi csemetéket alkalmaznak. Az elsé
éves hajtasokbol szarmaz6 révid dugvanyokat az iiltetésig hlivos, parads helyen kell
tarolni, majd a telepités eldtt 2 napig vizben kell aztatni. Az iiltetést specialis
energetikai iiltetégéppel, faiskolai csemete iiltetdgéppel, vagy kézzel végzik. A tétav
mindkét technologia esetében 0,4-0,5 m, a sortavolsag a szimplasorosnal 0,7-2 m az
ikersorosnal az ikersoron beliil 0,6-0,7 m ahol 1,5-3 m széles miiveldutat kell hagyni
(Gyuricza et al. 2012.). A t6szam a technologiatol, fajtatol és a terméhely 6kologiai
adottsagatol fliggden 10-15 ezer t6/ha, de bizonyos fajtak esetében akar magasabb
tédszam is beallithato (Dudits és Nagy 2017). A szakszeri ndvényapolas, mechanika
€s vegyszeres gyomszabalyozas elengedhetetlen a sikeres telepitéshez. A fas szara
energiandvények tapanyag igénye hasonld a tobbi szant6foldi kulttrdkéhoz, igy a
nagy hozam eléréséhez fontos a megfeleld tapanyag visszapotlas is (Gyuricza et al.
2012). A véghasznalati halozatban torténé telepitést kovetéen 10-15 éves
vagasforduloval hengeres fadru eldallitasara keriil sor, mig a sarjaztatdsos, rovid
vagasforduloji iiltetvényekben a 2-4 éves vagasforduloban fas hajtasok
betakarithatok (Dudits és Nagy 2017). A betakaritast januarban és februdrban végzik
egy vagy két menetes gépi illetve kézi betakaritassal. Az elsé év utan a sarjadzas
elésegitésére a bokor alaku flizet a talajfelszin felett visszavagjak, a betakaritasa
pedig a harmadik évben torténik. A fatermetli fliz esetében az elsé év utan - a
bokorflizekkel ellentétben - nincs visszavagas, a betakaritds a masodik évben torténik
(Gyuricza 2010). A betakaritott és el6készitett faanyagot fiitbanyagként ho- és
villamosenergia eldallitdsdra az erémiivek hasznositjak, mig az els6éves vesszok
szaporitdanyagként szolgalnak. Tovabbi fontos hasznositasi teriilet a fermentéciora
alapozott bioetanol és biogaz eléallitas is (Dudits és Nagy 2017). A fiiz telepitésétol
a betakaritaasig torténd folyamatot a 2. abra szemlélteti.
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2. abra: A rovid vagasforduloju energiafiiz liltetvények telepitése, fenntartasa, a

vesszOk betakaritasa és hasznositasi lehetdségei (Dudits és Nagy 2017)

2.3. A rovid vagasfordul6ja fas szara energianéovények biomassza hozama

A kiilonboz6 fafajok terméshozama fajtanként és termOhelyenként jelentds
kiilonbséget mutathat. A rovid vagasforduldju sarjaztatdtos energiaiiltetvények
telepitésekor fontos a terméhelyi adottsagokhoz legmegfelelobb fafaj, illetve fajta
kivalasztasa. A termesztéstechnologiai szempontok pontos betartasaval akar 40-50%-
os tobblethozam is elérhetd (Bai 1999). A megfelelden Iétesitett és kezelt
tltetvényeket altalaban 5-6 betakaritasra tervezik, de a megfeleld apolas és
tapanyagpotlas mellett ennél hosszabb élettartam is megvalosithato. Az iltetvény
fenntartasi idejét elsésorban a 4-5. betakaritast kovetd hozam csokkenésének mértéke
hatdrozza meg. Egy bizonyos érték alatt javasolt az iiltetvény felujitdsa, mint az
egyre csokkené hozamok melletti fenntartasa. A varhaté hozam betakaritasonként el
kell, hogy érje a minimum 25 tonna nedves allapotu (35% nedvesség tartalom)
apritékot, amely évi 12 t/ha fa megtermelését jelenti. Ennek nagyobb része a ciklus
masodik évében keletkezik. Az elsd betakaritas adja a legkisebb eredményt, mivel az

elsd vegetacios év fele a gyokeresedésre forditodik. Ezutan 4ll majd be az iiltetvény
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termelékenysége magasabb szintre (Meggyes 2013). Magyarorszagon a sarjaztatasos
rovid vagasforduloban elérheté hozama a fliznek 12-17 ts;o/ha/év, a nyarnak 12-15
tsza/ha/év, az akacnak pedig 5-12 tsza/ha/év (Szalay et al. 2013).

A fliz biomassza hozamanak alakulasadban jelentds szerepet jatszanak a kiilonb6z6
fenotipusos paraméterek is, mint a szar elsédleges és masodlagos novekedése (a szar
hossza és atmérbje), a levelek mérete, illetve az abiotikus és biotikus stressz
tolerancia, rezisztencia kialakitdsa, valamint a jobb vizhasznositas is (Karp et al.

2011).

2.4. A fas szaru fajok nemesitése klasszikus modszerekkel

2.4.1. Keresztezés, heterozis és szelekcio

Eurépaban a rovid vagasforduloju energetikai faiiltetvények Iétesitésére a
nagy biomassza produktummal rendelkezé, magas novési, tag tiréképességii cserje
vagy bokor (Salix viminalis), és fatermetii (Salix alba) fajokat, illetve fajtakat
termesztik (Gyuricza 2010). Fontos forrasai a genetikai variabilitas novelésének a
természetes populaciokban lezajlo nemzetség hibridizaciok. A nemesitéi munka
soran az iranyitott keresztezéseket kovetden a reciprok rekurrens szelekcid a
leggyakrabban alkalmazott médszer, amelyet klon szelekcioval egészitenek ki. Tobb
tanulmany foglalja Ossze az energetikai céllal termesztett fafajok nemesitési
stratégiait a nyar (Stanton et al. 2010), az akac (Rédei et al. 2008) és a fliz esetében
(Karp et al. 2011). A fajok kozotti keresztezés elvégzése utan az utédnemzedékben
heterdzishatas figyelhetd meg, amelynek kdszonhetden az utodnemzedék biomassza
hozama feliilmalhatja a sziildk produktivitdsdt. A nem kivant tulajdonsagok
eltavolitdsara a visszakeresztezés modszerét alkalmazzak. A nemesitéi munka
fajtamindsitéssel zarul a szaporitdanyag mindségének biztositasa érdekében. A rovid
vagasforduloji fas szara energiandvények koziil szamos fajtat allitottak eld
hagyomanyos nemesitési mdodszerekkel, els6sorban szelekcidval és keresztezéssel

(Dudits és Nagy 2017).
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2.4.2. A genomméret megsokszorozasanak tipusai, modszerei és hatisa a rovid

vagasforduloju fas szaru fajok esetében (nyar, csaszarfa, fiiz, akac)

A genetikai variabilitas jelent6s novekedését leginkabb a faj és nemzetség
hibridizacioval lehet elérni, ami klon szelekcioval hasznosithat6. Az alap
kromoszomakészlet tobbszorosével rendelkezd poliploid valtozatok fellelheték a
természetes populdcidkban is, azonban a mesterséges uton létrehozott poliploid
novények szintén értékes nemesitési alapanyagot adhatnak. Kiilondsképpen a triploid
novények fahozama a heterdzishatas érvényesiilése révén kiemelkedden jo lehet. Az
autotetraploid vonalak nagyobb levéltomege, megnovekedett CO> fixacios képessége

mérsékelheti a klimaproblémakat (Dudits és Nagy 2017).

2.4.2.1. A természetes keresztezodésekbol szairmazo alloploid valtozatok

A természetben gyakran jatszodnak le a Salix nemzetségben interspecifikus és
intraspecifikus hibridizaciok, amelyek allopoliploid utdédokat eredményeznek (Dorn
1976, Barcaccia et al. 2003). A Salix nemzetségben talalhat6 300 faj kozott jelentds
szamban talalhatok poliploid valtozatok, amelyek a fajok kozotti keresztezddések
soran alakulhatnak ki. A nemesités soran a bokorflizek biomassza hozamanak
novelése a keresztezési programokon alapul, amelyekkel szintén Iétre lehet hozni
allopoliploid genotipusokat. Hetvendt féle fliz genotipusbol allo populaciéo fahozamat
Osszehasonlitva — amelyek kozott diploid, tetraploid és triploid vonalakat vizsgaltak
— megallapitottak, hogy a legkisebb hozamot a diploid genotipusok, mig a
legmagasabbat a triploid vonalak érték el. A triploidok f6lénye a szar vastagsagaban
is megfigyelhet6 volt a diploid genotipusokhoz képest (Serapiglia et al. 2014). Az

eltéré eredményeket a 3. dbra szemlélteti.
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3. abra: A legjobb diploid, triploid és tetraploid fiiz genotipusok fahozamainak
Osszehasonlitasa (Serapiglia et al. 2014)

A fiz mellett egy masik igen fontos fafajban, az akéacban is fellelhetok
allopoliploid valtozatok. A Koreaban 6shonos allopoliploid fehér akac (Robinia
pseudoacacia L.) kiils6 morfologiai megjelenésére szintén jellemz6é a szélesebb,
nagyobb levélméret és levélvastagsag is a diploid tarsaikéhoz képest. A ploidszint
emelkedésével a morfologiai tulajdonsdgok mellett a fiziologiai tulajdonsagok is
megvaltoztak. A tetraploid akacfak abiotikus ¢€s biotikus stresszel szembeni
toleranciaja, mint a szarazsagtirés, hidegtlrés, soOtlrés, virusok, gombak,
rovarkartevokkel szembeni ellenallosag esetében kiemelkedd eredményt mutatott a
diploidokkal 6sszehasonlitva. A kdrnyezeti stressz faktorokkal szembeni magasabb
tolerancia elérése kulcsszerepet jatszik a mezOgazdasagi és erdészeti ndvények
nemesitésben. A tetraploid fehér akac felhasznalasi kore igen széles, tekintve a gyors
novekedését és a kivald faanyagat. Ez a tetraploid pionir fafaj tagtiirésének
koszonhetben nagy gazdasagi és 6kologiai értékkel bir (Wang Z et al. 2013).

A poliploid nemesités soran a tetraploid ¢és diploid ndvények kozotti
keresztezéssel triploid ndvények is eldallithatok, amelyek fokozott novekedési
eréllyel rendelkeznek. Az elsé triploid nyarfat Svédosrszagban fedezték fel, amely
egyediilallonak szamitott a gyors novekedési erélyével és a hatalmas levélméreteivel.
Szadmos megkdzelités van arrdl, hogy a triploid nyar spontdn keresztez6désbdl is

szarmazhat (Wang J et al. 2013).
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2.4.2.2. Az autotetraploidizacié modszerei a rovid vagasforduléju fafajok

esetében

A nemesitési céllal végzett poliploidizacid soran kiilonboz6 sejtosztodast
gatld vegyiileteket alkalmaznak. A kolhicin a mit6zis metafazisaban fejti ki hatasat.
A tubulin monomerekhez kotddve meggatolja a mikrotubulusok és a magorsok
kialakulasat, amelynek eredményeképpen a kromoszoémak magi podlusokra torténd
vandorlasa nem tud bekdvetkezni. Ennek koszonhetOen a sejtosztodas leall. Ez a
folyamat vezet a genom duplikdlodasahoz (Levan 1938). A kromoszomakészlet
megduplazodasat leggyakorabban merisztéma szovetek kolhicin kezelésével idézik
el6. Mar tobb poliploidizaciés programrol szamoltak be a révid vagasforduldju
energiatiltetvények telepitésére alkalmas nyar (Cai és Kang 2011) és akac (Wang et
al. 2011) esetében is. Elterjedt technika az in vitro tenyésztett szovetekbdl torténd
regeneracio soran végzett kolhicin kezelés.

A nyarfa esetében tobbféle poliploidizacids moddszert is alkalmaztak a
ploidfok novelésére, mint a magok, a hajtascstcs és a kallusz kolhicinnel torténd
kezelése. Egy tjabb eljaras soran a zigotikus kromoszémak megduplazasat magas
hémérsékleten torténd kolhicin kezeléssel végezték, melynek eredményeként szintén
sikeresen allitottak el6 tetraploid nyar vonalakat (Wang J et al. 2013).

Az akéc magok, illetve a csiranovények kolhicin kezelése szintén poliploid
genotipusok eldallitasat tette lehetévé (Dudits és Nagy 2017). Magyarorszagon
elsoként Kopecky Ferenc allitott eld tetraploid akacot kolchicines kezelés utjan,
valamint haploid fehérnyarakat virdgpor indukacios modszer alkalmazasaval,
amelyet Nemky Ern6 (1965) publikacidja foglal 6ssze. Az in vitro szaporitott fiiz
(Salix viminalis) novények oldalriigyein a kolhicin kezelést kovetden, sikerrel
allitottunk elé és neveltiink fel tetraploid (2n=4x=76) vonalakat. A poliploidizacié
hatasara jelent6s funkcionalis valtozasok is kimutathatok voltak, amelyek a
biomassza hozamot is jelent6s mértékben befolyasoljak (Dudits et al. 2016).

A csaszarfa (Paulowina australis) Kinaban 6shonos fafaj, de szamos
orszagban megtalalhato a telepitett erdészeti kultarakban és energitiltetvényeken.
Gyors novekedésének, a kornyezeti feltételekhez valo jo alkalmazkoddképességének
kdszonhetden igen elterjedt. Faanyaganak mindsége kivalod alapanyagot biztosit az
ipar szamara, gazdasagi ¢és Okologiai szempontbol is értékes. Az in vitro

szovetkultarabol nevelt diploid Paulowina australis magoncok kolhicin kezelésével
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tetraploid egyedeket allitottak eld, amelyeket daramlasi citometridval ¢és

kromoszdémaszam meghatarozassal azonositottak (Wang et al. 2017).

2.4.2.3. A rovid vagasforduloja fafajok autotetraploid valtozatainak fobb

morfologiai és produkcios jellemzoi

A poliploidizacio a teljes génallomany, illetve a genom megsokszorozasan
alapuloé nemesitési modszer. A poliploidizaci6 torténhet spontan vagy mesterségesen
indukalva is. A diploid egyedek genomjanak megkett6zédése soran autotetraploid
egyedeket hozhatunk létre, melyek minden homolég kromoszomabol négy példanyt
tartalmaznak. A diploidokhoz képest a nagyobb génddzis nagyobb mennyiségii
géntermeket allit eld, igy a tetraploid novények méretei (sejt, szar, virag, termés,
gyokér, levél, stb.) joval nagyobbak, mint diploid tarsaiké, amely a legtobb esetben
gazdasagi elonyokkel is parosul.

Ezek a jellemzd fenotipusos tulajdonsagok mas autotetraploid fasszaruakban
is megjelentek. A poliploidizacid a ndvénynemesités egyik fontos eszkozéveé valt. A
triploid ¢és tetraploid nyarfa levelei szélesebbek ¢és vastagabbak lettek diploid
tarsaikénal. Biomassza hozamuk is kiemelked6 eredményeket mutatott (Wang J et al.
2013).

A tetraploid csaszarfa (P. australis) ugyancsak megnovekedett levélméretet
¢és levélvastagsagot mutatott a diploidokhoz képest. A sejtek szama csokkent, de a
sejtméret novekedett. A klorofill tartalom szintén nagyobbnak bizonyult a tetraploid
levekben, amelyek tobb  kloroplasztiszt  tartalmaztak. Ezaltal nagyobb
fontoszintetikus rata volt kimutathat6 a tetraploid ndvényekben (Wang et al. 2017).

Altalanossagban megfigyelhetd tehat, hogy a révid vagasforduloju poliploid
fafajokra egységesen jellemzd a nagyobb ¢és vastagabb levélméret mellett a
kiemelkedd biomasszahozam is. A poliploidizacidoval tovabbi elényds tulajdonsagok
is elétérbe kertiltek, mint a biotikus és abiotikus stressz tolerancia fokozodasa, amely

tovabb noveli a poliploid energiandvények gazdasagi értékét és jelentdségét.
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2.4.3. A hagyomanyos és iranyitott mutagenezissel létrehozott genetikai

variabilitas hasznositasa a fafajok nemesitésében

A mutacidés nemesités egy hagyomanyos nemesitési modszer, melynek soran
a DNS molekulak szerkezetét besugarzassal vagy kémiai anyagokkal teljesen
véletlenszerlien megvaltoztatjak. Ezek a hirtelen fellépd orokletes megvaltozasok a
mutaciok, melynek kovetkezményeként a gének felépitése vagy mitkkddése modosul.
A nemesités soran az utddokon értékelni kell a megvaltozott tulajdonsagokat, és
kivalasztani a hasznos mutans egyedeket a fajtaelddllitashoz. A véletlenszerii
mutacio el6idézheté fizikai mutagénekkel (UV, gamma és X-sugarzas), tovabba
kémiai vegyiiletekkel (pl: EMS) is (Dudits és Nagy 2017).

A heterozigbta allapot gyakorisaga, a nagy novényi testméret vagy a késoi
viragzas gatoljak a hagyomanyos mutacios technikdk és megkozelitések sikerességét
a fasszaru fafajok esetében. Azonban az idegen szekvencia beépiiléséhez kotott
inszerci6s mutagenezis alkalmas a fas szaru névények Orokletes tulajdonsidgainak
megvaltoztatasara, amely megkozelitést a nyar estében a beltenyésztéssel eldallitott
homozigoéta vonalakon sikerrel alkalmaztak (Busov et al. 2005). Egy masik eljaras
lehet6vé teszi az aktiv szabalyzd elem, a promoéter szekvencia beépitését mutacios
vektor konstrukciok alkalmazasaval. Amennyiben a promoéter valamely belsé gén
kozelében épiil be, ugy megnodvelheti annak kifejezodését. Ezzel a modszerrel
nyarfaban felfedeztek és azonositottak Activation-Tagged mutansokat, amelyek
fokozott masodlagos ndvekedést €s a kéregdllomanyukban is moédosuldst mutattak. A
mutans novényekben a masodlagos novekedési zonaban a szar atmérdje
megnodvekedett és kdzel 50%-kal haladta meg a vad tipus kéregvastagsagat. A kéreg
mélyen barazdaltta valt. A mutansok levelei ellenben kisebbek voltak a vad
tipuséndl. Ezek a morfologiai valtozasok a mutansokban az LBDI transzkriptum

magasabb szintjének kdszonhetok (4. abra) (Yordanov et al. 2010).
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4. abra: Morfolédgiai valtozasok az Activation-Tagged nyar mutans ndvényekben. A

mutans (A, C, E) és a vad tipus (B, D, F) 6sszehasonlitasa (Yordanov et al. 2010)

A TILLING (Targeting Induced Local Lesions in Genomes) eljarassal a
géneket érintdé mutaciok DNS szinten azonosithatok. Nyarfa kisérletekben mar
sikerrel alkalmaztak kisebb modositasokkal a TILLING modszert, amellyel az EMS-

sel kezelt nyarfa populacié mutans egyedeinek szlirését végezték (Riyal 2011).

2.5. Molekularis modszerek a kutatas és nemesités szolgalataban

A fafajok biologiai teljesitoképességének novelésében nagy szerepet kapnak a
géntechnologiai modszerek is. A DNS markerekkel torténd szelekcidval, illetve
fahozamot javitdo gének izoldlasaval és a génbeépitéssel lehetdvé valt a kedvezd
tulajdonsagok kialakitasa. Az igy eldallitott GM valtozatokat zart rendszerekben
értékelik vilagszerte. A kedvezObb ndvekedési paraméterek, a stressz tolerancia,
illetve a faanyag jobb fermentdlhatosdga mind hozzajarulhatnak a nemesités

sikerességéhez. A genomszerkesztési stratégidk lehetévé teszik az iranyitott
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mutagenezist, 0j korszakot nyitva a precizios nemesités szamara, amellyel a
novények tulajdonsagainak tervezett kialakitdsa akar gén beépitése nélkiil is

megvaldsulhat (Dudits és Nagy 2017).

2.5.1. A fas szara energianévények nemesitése molekularis markerekkel

A fas szara ndvények kiemelt nemesitési céljai a biomassza hozam ndvelése,
a biotikus és abiotikus stressz tolerancia fokozasa. A markerekre alapozott szelekcid
segitségével ezeknek a tulajdonsdgoknak a genetikai hatterét fel lehet deriteni és
azonositani lehet a kiilonbdzé hasznos géneket és kapcsoltsdgi csoportokat is. A
nyarfa esetében szamos publikacio jelent meg és tobb nemesitési program is indult,
melynek soran QTL (Quantitative Trait Locus) térképezéssel, sikerrel azonositottak
rezisztenciagéneket. Emellett SNP (Single-Nucleotide Polymorphism) markereket is
alkalmaztak, tovabba szintén markerekkel szelektalnak a hasznos, jelolt génekre is
(Stanton et al. 2010).

A kiilonb6z6 nyarfa és fiizfa fajokon és hibridjeiken az eltérd, egyedi klonok
azonositasahoz hasznaljdk a RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA)
analizist, amely alkalmas lehet a kiilonb6zé biomassza hozamt klonok
megkiilonboztetésére is. Flizben tanulmanyoztak és haszndltak mikroszetellit SSR
(Simple Sequence Repeat) markereket. A fiiz genomi DNS-éb6l magas SSR tartalmu
kis inszert konyvtarat hoztak létre. A mikroszatellitek magas foku polimorfizmust
mutattak az Gsszes tesztelt fiiz klonnal, ezaltal alkalmazhatok az AFLP alapt genom
térképezéshez (Lindegaard et al. 1996).

Fehér akéicban sikeresen izoldltak mikroszatellit markereket, ahol 11
mikroszatellit l0kusznal egyértelmiien polimorfizmus volt megfigyelhetd. Ezek
hasznos genetikai adatot szolgaltatnak az erd6k oOkologiai tanulmanyozasahoz az
akac esetében is (Mishima et al. 2009). Tovabba SSR és SRAP (Sequence Related
Amplified Polymorphism) marker rendszerek alkalmazasaval vizsgaltak a mutans
fehér akac populacidban a kiilonbdzd, megvaltozott morfologiai paramétereket. A
mutans ndvényekben az SSR és SRAP analizis magasabb genetikai diverzitast
mutatott ki (Yuan et al. 2012).

A kétszikli novényekben szamos faj esetében alkalmazhat6 az ivarhoz
kapcsolt DNS markerek hasznalata. Kimutathaté volt, hogy a him ivarg, kiilonb6zd
nyar ¢és fliz fafajok magasabb fotoszintetikus aktivitassal és CO2 megkotd
képességgel rendelkeztek ndivaru tarsaikhoz képest a novekedési iddszakban,
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tovabba a szarazsaggal és hideggel szemben is toleransabbnak bizonyultak. A nyar
esetében a RAPD és az SSR, mig a fliz esetében a RAPD, RAPD-SCAR (Sequence
Characterized Amplified Region) és AFLP-SCAR analizist alkalmaztdk az ivarhoz
kapcsolt DNS markerek kimutatasara (Gyulai et al. 2015).

2.5.2. Transzgenikus modszerek alkalmazasa a fas szaru energianévények

nemesitésében

A biomassza hozam novelése kulcsfontossdgli az energiandvények esetében,
igy az erre iranyuld transzgénikus stratégidk kidolgozasa rendkiviil nagy
jelentéseéggel bir. A GM technologiak nagyban hozzajarultak mar a novények
méretének megvaltoztatasaihoz. A hormontermelést és hormonhatast, valamint a
sejtosztddast iranyitd gének milkddésének szabalyozasaval jelentdés novekedést
sikeriilt elérni. Az ARGOS gén taltermeltetésével megnovelhetd a lignocelluloz
aranya a ndvényekben, amely a z6ld tomeget €s a novény fold feletti szerveinek
erdteljesebb ndvekedését is eldidézi. Az ARGOS fehérje fokozza az auxin hormon
hatasat, mellyel stimulalja a sejtosztodast (Dudits és Gyorgyey 2013). Arabidopsis-
ban és kukoricaban is sikerrel alkalmaztdk a nagyobb zoldtomeg elérése érdekében.
A Kkukorica ARGOS1 (ZAR1) génjének tultermeltetése nemcsak a zdldhozamot
novelte a hibrid kukoricdkban, hanem a termés mennyiségét és a szarazsagtiirést is
jelentésen fokozta (Guo et al. 2014). Kuluev et al. (2016) fekete nyarban (P. nigra)
azonositottdk a (PnARGOS)-LIKE auxin szabalyozo gént, amely a kezdeti
levélfejlodést, a levéllemez feliiletét és hosszat, a sejtek méretét is megnovelte a
transzgénikus dohanyban és nyarban (P. tremula).

A fas szarG energiandvények esetében a magas biomassza hozam elérése
mellett fontos a klonok, fajtdk, hibridek betegség ¢és kartevokkel szembeni
ellendllosdganak a novelése is. Ezeknek a feltételeknek sajnos csak kevés,
gazdasdgosan termeszthetd fajta képes megfelelni. A nemesitési munka soran
szelekcioval, keresztezésekkel és interspecifikus hibridizacioval is eldallitottak
tolerans fajtakat (Lindegaard et al. 1996). A fas szart novények transzformacioja sok
nehézségbe litkozik. A nyar- és fenydfélék esetében mar szamos publikacio
megjelent a sikeres Agrobacterium-kozvetitte transzformacios technikakrol.

Az energetikai célu iltetvényekben hasznalt fafajok (nyar, fiiz vagy akac
genotipusok) nemesitését segithetik a biomassza hozamot befolyasold gének
azonositasa ¢és meghatarozdsa. Ezek a gének izoldlhatok, 4talakithatok, és
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visszaépithetok az adott fafaj genetikai képességeinek fejlesztése érdekében,
kiemelten a rovid vagasforduld termesztéstechnologiai kdvetelményeire valod
tekintettel. A genom szekvenalasi programoknak kulcsszerepe van, amelyek
teljességében vagy részlegesen feltarjak egy adott fafaj DNS-ét alkotdé nukleotidok
bazisainak sorrendjét. A nyar (Populus trichocarpa) DNS szekvenciaja tobb mint tiz
éve ismert. Napjainkban lehetéség van a mintegy 41 ezer gént tartalmazo
funkcionalis génhalézat megszerkesztésére, amellyel azonosithaté akar a 100
legfontosabb farész/ xilem fejlédési gén, illetve fontos stressz gének is (Liu et al.
2016). A nyar DNS szekvencidjanak ismerete segitséget nyajt a fiiz részleges
szekvencia adatainak bioinformatikai feldolgozasaban. A Salix suchowensis DNS-
ének nukleotid sorrendje alapjan sikerrel azonositottak 26 ezer fehérjét kodold gént,
amelyek koziil 20 ezer esetében nyar gén homologot talaltak (Dai et al. 2014). Habar
az akac teljes genomi DNS-re kiterjed6 szekvenalasi eredménye még nem ismert,
azonban a cDNS-ek szekvenalasat koveten sikeriilt 36 ezer gént azonositani (Wang
et al. 2015).

Nincs  alapveté  kiilonbség a  gazdasdgi ndvények  genetikai
genomjaba torténd génbeépités mddszerei kozott. A fas szari ndvények biomassza
hozamdnak novelésére iranyuld génbeépitések a tulajdonsdgok széles korét
érintették. Ilyen tulajdonsagok a hajtas €s lombkorona felépitése (fatorzs magassag,
clagazas, levél méret, xilem képzodés): 24 gén; gyOkérrendszer, vizhasznositas,
tapanyagfelvétel: 14 gén; fotoszintézis: 13 gén; lignin anyagcsere: 4 gén; reproduktiv
szervek, viragzas: 7 gén; hideg stressz: 7 gén; szarazsag stressz: 7 gén; biotikus
stressz: 24 gén. Kiemelkedd figyelmet érdemelnek azok a kisérletek, amelyekben
egyidejlileg tobb tulajdonsagot is érintett a transzgenezis. A fas szarGak modell
ndvényeként ismert nyar kdzponti faj a transzforméns valtozatok eléallitadsaban és
jellemzésében (Dubouzet et al. 2013). A rovar Kkartevokkel, illetve a
gombabetegséggel szembeni rezisztencia kialakitasa kiilonbozd génbeépitési
stratégiaval is sikeresnek bizonyult (Ye et al. 2011). Su et al. (2011) 6t gén egyidejii
beépitésével  tobbféle rezisztenciat  alakitottak ki a  hibrid nyarban
(Populus x euramericana ,,Guariento™).

A megujuld zold energiaforrasok hasznositasa soran fontos szempont, hogy a
bioetanol vagy biogdz termeléshez az élelmiszerként is hasznosithatd alapanyagokat
ne hasznaljuk fel, mert az élelmiszerigény folyamatos ndvekedésével kell szamolni.
Ez az elvaras a fa biomassza jelentdségét megndveli, mivel a cellulozalapu
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fermentacios technologidk gazdasagos energia eldallitast tesznek lehetdvé. Azonban
a fas szovetek lignin tartalma kedvezOtleniil befolydsolja a hozamokat. A
géntechnologiai beavatkozdsoknak kdszonhetéen a kivalasztott gének miikddése
mérsékelhetd. Eldallitottak olyan nyar (Populus tremula x Populus alba)
transzformansokat, amelyekben a lignin bioszintézis egyik kulcs enzimét kodold gént
elcsendesitették (Van Acker et al. 2014). A szabadfoldi kisérletbdl betakaritott GM
famintdk az egyidejii cukrositds és élesztd fermentacido soran szignifikdnsan tobb

bioetanol elballitasat tették lehetévé (5. abra).
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5. abra: A GM nyar novények (FS3, FS40 ¢s FAS13) alacsony lignin tartalmt
fajanak fermentacidja soran tobb etanol nyerhet6é mind a belgiumi, mind a francia

term6helyen nevelt fak esetében (Van Acker et al. 2014)

Az akac transzgenikus valtozatait az Agrobacterium fertézést kovetéen a
szOvettenyészetekben torténd regeneracioval allitjak el6. Az akac rendelkezik
bizonyos mértékli természetes szarazsagtiirési képességgel, azonban adddhatnak
olyan klimatikus viszonyok, amikor hosszabb periodusu vizhiany alakul ki. A stressz
tolerancia javitasa ezért kulcsfontossdgu lehet. A stresszvalaszokban szerepet jatszo
gének mikodését transzkripcios faktorok szabalyozzak, amelyek kozé tartoznak a
DREB fehérjék is. Ezek egyik valtozatat transzgén beépitéssel tultermeltették egy
steril akac valtozatban (Robinia pseudoacacia ,,Jdaho”). A GM novények mélyebbre
hatolé gyokérzettel rendelkeztek, és vizmegvonds utani tulélési aranyuk is jobb volt
(Xiu et al. 2016). A fiiz transzformacidos modszerének kidolgozaskor jelentds

akadalyt jelent, hogy a tenyésztett szovetekbdl torténd ndvény regeneracié nehéz.
29



Yang et al. (2013) embrio eredetii kallusz-szoveteket fertéztek meg Agrobacterium-
mal, melynek soran sikeriilt GM fiiz novényeket el6allitani. A transzgenikus
genotipusokbol 1étesitett energetikai faiiltetvényekkel szemben alapvetd elvards,
hogy a nemesitett valtozatok a természetes populaciok egyedeivel ne
keresztez6dhessenek. A biztonsagos termesztés egyik lehetésége a steril GM
valtozatok alkalmazasa (Haggman et al. 2016). Xiu et al. (2016) steril akac
(Robinia pseudoacacia ,,Jdaho”)  genotipust  hasznaltdk a  transzformacios
programjukban. Valtozé hatékonysaggal, tobb gén beépitésével is sikeriilt indukalni
a fas novények sterilitasat (Haggman et al. 2016). A hossza életciklusa fafajok
esetében a nemesités hatékonysagat javithatja a vegetativ fazis leroviditése, illetve a
korabban viragzd tenyészanyagok hasznalata. A FLOWERING LOCUS T gén
mikodtetése hdsokk szabalyzo elemmel inditotta el a nyarfak virdgzasat (Zhang et
al. 2010). A Populus fajok az erdészeti és energetikai felhasznalasuk mellett kivaldan
alkalmasak a szennyezett talajok megtisztitdsara, remedialasara. A fitoextrakcio
soran a nyar a talajszennyez6 anyagokat felveszi, akkumulalja, majd a biomassza
betakaritasat kovetéen a szennyezés eltavolithatd a teriiletrél. Kimutattdk, hogy a
GSH (glutation) alapu fitoremediaciéra nemesitett 35S-gshl transzgenikus
nyarfaklonok kozel tizszer aktivabban képesek a talajszennyezddések felvételére a

hagyomanyos fajtakkal szemben (Gyulai et al. 2012).

2.5.3. A genomszerkesztési modszerekkel végzett célzott mutagenezis és

preciziés nemesités

A funkcionalis gének beépitésével eldallitott GM fas szarti genotipusok mind
a fahozam novelése mind a kornyezet- és klimavédelmi célok érdekében segithetik a
nemesités sikerességét. A genomszerkesztési modszerekkel egy kivalasztott célgén
akér egyetlen épitd elemét, nukleotidjat is ki lehet cserélni, amivel az elvarasnak
megfeleléen megvaltoztathatok a kodolt fehérje tulajdonsagai. A DNS-hez kotott
cink-ujj (ZF) protein doménjét elsdként alkalmaztak genomszerkesztési eszkozként.
Jelenleg tobb genomszerkesztési modszert hasznalnak, mint a cink-ujj nukleaz
(ZFN), a TALENS, és a CRISPR/Cas9 rendszer. (Osakabe et al. 2016).

A cink-ujj nukleazok (Zinc-Finger Nucleases, ZFN) mesterségesen kialakitott
fuzios fehérjék, amelyek kétféle feladatot ellatd egységgel rendelkeznek. A cink-ujj
fehérjestrukturdk felismernek egy meghatarozott DNS-szekvenciat. A kotddésiik
szelektivitasat 3-4 cink-ujj fehérjeegység egyiittese biztosithatja. Informatikai
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programok segitségével analizaljak egy kivalasztott célgén DNS-szekvenciajat, hogy
meghatarozzak azt a 9-12 bazisnyi DNS-régiot, amelyhez a cink-ujj egységek
megbizhatdan kapcsolodni képesek. Ahhoz, hogy a DNS felnyitdsa a kivant helyen
kovetkezzen be, minden egyes célgén esetében kiilon-kiilon tervezik meg a cink-ujj
egységeket (leiras: Dudits és Gyorgyey 2013). A TALE (Transcription Activator-
Like Effectors) megtervezett fehérjékre szintén alapozhatéo a DNS-szekvencia-
motivum felismerése. A TALE fehérjékben nagymértékben konzervalt kozépso régio
van jelen, amelyekben 34 aminosavbdl 4116 szakaszok ismétlddnek. Ezek a szerkezeti
egységek, ismétlddések feleldsek egy-egy nukleotid megkotéséért, attol fiiggden,
hogy a 12. és 13. helyen milyen aminosavak talalhatok. Az ismétlodések
sorrendjével egy ismert DNS-szekvencia-szakaszhoz ko6t6dé TALE fehérje épithetd
fel, amelyhez a Fokl endonukledz kapcsolodik. Az igy kialakitott rekombindns
fehérje a kivant helyen hasitja a DNS mindkét szalat (attekintés: Dudits 2014).

A CRISPR/Cas9 rendszer egyik kulcslépése, hogy a DNS molekula mindkét
szalan torést kell el6idézni a kicserélendé nukleotid kozelében, amelyet a Cas9 vagy
FokI restrikcios endonukledz enzim végez el. A genomszerkesztést végzo
molekuldkat a novények esetében tenyésztett sejtekben aktivaljdk ¢és az 1j
variansokat a mutaciét hordozod sejtekb6l nevelik fel. A rendszer azonban
kivitelezhetd funkciondlis gén beépitése nélkiil is. A 6. dbra bemutatja a folyamatot,
valamint a Cas9 kettésszali DNS-t hasitdo nukleazt és a cél szekvenciat felismerd
vezetd RNS komplexét (Dudits és Nagy 2017).

Cas 9

W Cél szekvencia
G - 1

enom szekvencia

vezeté RNS

6. abra: A CRISPR/Cas9 genomszerkesztési rendszer génspecifikus mutaciok
indukalasat teszi lehetové. A Cas9-kettdsszali DNS-t hasitd nukleaz és a cél

szekvenciat felismerd vezetd RNS komplexe. (Dudits és Nagy 2017)
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A genomszerkesztési modszereket mar sikerrel alkalmaztak az erdészeti fas
szart fajok esetében is (Tsai és Xue 2015). Zhou et al. (2015) a CRISPR-Cas9
eljarassal a nyar 4-coumarate: CoA ligase (4CL) génjében létrehozotak egy két

alléles mutéaciot, amely 23%-al csokkentette a fas szovetek lignin tartalmat.

2.5.4. A rovid vagasforduléju fasszara fajok molekularis citogenetikai vizsgalata

FISH modszerrel

A FISH a jelolt heterolog DNS probakon alapuld modszer, amellyel
megvalosithatd a kromoszomak €és a kromoszoma parok azonositasa, ezaltal elso
Iépésként a kariotipus részleges meghatarozasa. Az in situ hibridizacié a modern
névényi sejt és molekularis biologiaban alkalmazott alapveté moédszer. Hatékony
technikdja a nukleinsav szekvenciak (DNS vagy RNS) lokalizalasanak a biologiai
anyagokban, mint a sejtmagban, kromoszomakban, organellumban vagy a
citoplazmaban (Pardue és Gall 1969, Houben et al. 2005). A fluoreszcens in situ
hibridizacioban (FISH) hasznalt repetitiv DNS probak specifikus mintdzatot adnak a
kromoszémakon (Rayburn és Gill 1987, Pedersen és Langridge 1997). Ez a modszer
alkalmas a kromoszomak azonositdsara és a ndvényfajok elkiilonitésére, gy mint a
Triticeae torzsekben is (Mukai et al.. 1993, Rayburn és Gill 1985, 1986). A
fasszartiak koziil a sz6r6s termésti nyar (Populus trichocarpa) az els6 olyan fafaj,
amelynek a genomjat megszekvenaltak, ennek kovetkeztében ezt a fajt tartjak az
erdei fafajok modellndvényének a genetikai €s genomikai kutatasokban (Tuskan et
al. 2006). A FISH jeleket adott rDNS klonokat, illetve Arabidopsis-tipust teloméra
specifikus szekvenciakat és markerekre szelektalt BAC DNS klonokat mar
azonositottak a nyarban (Islam-Faridi et al. 2009a,b). A telomerikus szekvencia
motivum detektaldsa a centronméra régidjaban mar az ember, allat és mas
novényekkel kapcsolatos korabbi tanulmanyokban is leirasa keriiltek (Ruiz-Herrera
et al. 2008). Nyarral végzett FISH kisérletekben az Arabidopsis-tipust telomérikus
iIsmétl6do szekvencia probak eredménye minden kromoszomanak a kdzépponttol
tavol es6 végén adott jelet. A szerzd nem figyelt meg hibridizacios jelet a centroméra
régiojaban (Islam-Faridi et al. 2009a,b). Buzabol izolalt riboszomalis probat
hasznaltdk a nyirfa fajok (Betula L.) kromoszéma FISH analiziséhez is
(Anamthawat-Jonsson 2003). A plazmid DNS a kukorica 18S-28S rDNS inszertjével
hibridizacios probaként szolgalt a gesztenye (Castanea dentata), kromoszoma
komplementereinek meghatarozasahoz (Islam-Faridi et al. 2009a,b).

32



2.5.5. A Salix vimialis L. molekularis citogenetikai vizsgalata soran alkalmazott

marker DNS probak jellemzése

Kisérleteink soran kilenc jelolt DNS probat alkalmaztunk, amelyek tobbsége
a buza és rokon fajaibol, valamint az Arabidopsis thaliana-bol szarmazott.

Vrana et al. (2000) szerint a GAA mikroszatellit szekvencia a Triticum
aestivum L. genomi DNS-¢b6l keriilt felszaporitasra. A pSc119.2 klon 120 ismétlédo
bazispart tartalmaz, amely a rozs ECORI maradvany DNS-€bdl szarmazik, amit a
King Il-vel illesztettek be a pBR322 plazmidba (Bedbrook et al.. 1980). A pTa7l
klonozott 18S-5.8S-26S riboszoémalis DNS proba, amely a buza nagyobb
riboszomalis génjeit képviseli (Gerlach és Bedbrook 1979). A pTa794 rDNS klon a
Triticum aestivum-bdl szarmazik, tartalmazza a 410 bazispar BamHI fragmentumot,
amely magaban foglalja a gének kozotti szakaszt és az 5SS rDNS géncsalad részét.
(Gerlach és Dyer 1980). A HT100.3 teloméra specifikus ismétl6dé (TTTAGGG)n
szekvenciat az Arabidopsis thaliana L-bdl izolaltak és szaporitottak fel (Juchimiuk-
Kwasniewska et al.. 2011). A PpAlIll 178 bazisparbol allo tandem ismétl6do
szekvenciajat szintén az Arabidopsis thaliana L.-b61 klonoztak (Martinez-Zapater et
al. 1986). Az Aegilops tauschii-bol izolalt pAsl DNS préba tgynevezett D-genom
specifikus klon a Triticeae torzsekben, és megkozelitdleg 1,2 kb inszertet tartalmaz
(Rayburn és Gill 1986). Az ismétlédé szekvenciak sok csaladjat klonoztak buzabdl
vagy kozeli rokon fajokbol. Ezek a szekvenciak dsszehangolt tandemet alkotnak, és a
kromoszoma régiok, kromoszoémak és a genom azonositasira hasznalt citologiai
markerekként szolgalnak. Az Afa-family ismétl6édé szekvenciakat (Nagaki et al.
1995) az arpa, (Hordeum vulgare L.) genomi DNS-¢éb61 szaporitottak fel. Az Afa-
family szekvencidja 340 bazisparbol all6 tandem ismétl6dd szekvencia, amely
alapjdban véve szubklonja a pAsl-nek. A pAsl inszertje harom egység ismétlodo
szekvenciabol all. Mindegyik egység 336 vagy 337 bp és nagy homologiat mutatnak
egymassal (Nagaki et al. 1995). A ZCF1 centroméra specifikus proba (Cheng és
Murata 2003), amelyet a buza genomi DNS-€bdl izolaltak.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. A kisérleti alapanyag és fajta kivalasztasa

A kisérletek megtervezésénél a nemesitési célok meghatarozasa mellett
kulcsfontossagt Iépés a megfeleld fajta, nemesitési alapanyag kivalasztasa, amely
dontéen befolyasolja a kisérletiink sikerességét és eredményét.

Kisérleteinket a Kreator 2005. Kft. altal nemesitett és szaporitott ,,ENERGO” (Salix

viminalis L., 2n=2x=38) energiafliz fajtaval végeztiik.

3.2. A dugvanyok tarolasa, elokészitése és iiveghazi kisérleti koriilmények

beallitasa

A kisérletiinkben felhasznalt szaporitoanyagok 20 cm-es flizdugvanyok,
amelyek azonos genetikai hatterrel rendelkezd klonok. A dugvanyokat a szant6foldi
betakaritastol a kisérleti felhasznalasig hidegszobaban 4 °C-on taroltuk. A kiiiltetés
elott csapvizben aztattuk 48 oran at szobahOmérsékleten. A kitiltetést a szant6foldi
termesztéstechnologia figyelembevételével végeztik. A PVC csdvel magasitott
milanyag viragcserepekbe 19 cm-es mélységben helyeztiik el a dugvanyokat. A talaj
30%-ban marosi homok és 70 %-ban kerti komposzt f61d (FLORIMO) keverékébdl
allt. A novényeket iiveghdzban, 16 Ora mesterséges megvilagitas/ 8 ora sotét
periodus, 400 upmol foton/m?/s fényintenzitds mellett neveltiik, 18-22 °C
hémérsékleten optimalis vizellatottsaggal. A poliploidizacids kisérletiinkhoz a
rigyfakadast kovetden izoldltuk a friss fiatal hajtdsokat, majd laboratériumi
koriilmények kozott az elézetes felszinsterilizaciot kovet6en steril tenyészeteket

hoztunk létre.

3.3. Tetraploid fiiz vonalak eléallitasa az oldalhajtasok riigyeinek kolchicin

kezelésével

Az tiveghazbol izolalt 2-4 cm-es hajtas darabok felszinsterilizalasat laminaris
boxban 10 perces steril vizben torténd aztatast kovetden kezdtilk meg az alabbi
lépések szerint. Steril Erlenmeyer-lombikban 10 percig 0,2 %-o0s HgCl, oldatban
lassan razattuk, majd a HgClz ledntését kovetden szintén lassii rdzatas mellett 10
percre 70 %-o0s etanol oldatban aztattuk tovabb az explantumokat. Az etanolos
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aztatas utan steril vizzel 3 x 10 perces mosast végeztiink, majd a hajtas darabokat
steril szlirpapirra téve rovid széritdst kovetdéen félszeres koncentracioji
hormonmentes Murashige and Skoog (MS) taptalajra (Murashige és Skoog 1962)
helyeztiik. Fényszobaban 25 °C-on el6bb petricsészében, majd steril dunsztos
ivegben neveltilk. A regeneralt 8-10 cm-es hajtdsok cslicsi merisztémajat
eltavolitottuk, és 48 ora elteltével kolhicin kezelésnek vettettiik ald. A feldarabolt
oldalriigyeket 0,05 % ¢és 0,1 %-os koncentraciéju kolhicin oldatban, sotétben
inkubaltuk 48 oran keresztiil. A kolhicin kezelés utan az explantumokat haromszor
oblitettiik steril desztillalt vizzel, majd ezt kovetéen 0,6 %-os agardz tartalmu
kolhicin és hormonmentes Murashige and Skoog (MS) taptalajra helyeztiik. A kezelt
csucsi riigyekbdl 2-3 cm hosszu szart hajtdsok névekedtek, amelyeket levagtunk és
megkezdtilk az in vitro mikroszaporitasukat. Az igy regeneralt novénykék
differencialodott gyodkereit a ploidszint meghatarozashoz hasznaltuk fel. Egy év alatt
a szar dugvanyokbol in vitro koriilmények kozott felszaporitott, 8-10 cm magas,
gyOkeres tetraploid novényallomany egyedeit foldbe (iltettiik és tiiveghdzi
koriilmények kozott neveltiik tovabb. Az iiveghazba kiiiltetett gyorsan ndvekedo fiiz

novények szara elfasodott, igy alkalmassa valtak szaporitdanyag eléallitdsra a

tovabbi liveghazi és szantofoldi kisérleteinkhez.

3.3.1. A genomméret meghatarozasa kiilonb6zé mddszerekkel

A kezelt riigyekbdl szarmazd novények tesztelését aramlasi citometriaval,
illetve egy a flizre optimalizalt protokoll segitségével kromoszoémaszamoléssal

veégeztik.

3.3.1.1. Ploidszint meghatirozasa aramlasi citometria alkalmazasaval

A kolhicinnel kezelt in vitro és tiveghazi koriilmények kozott nevelt egyedek
ploidszintjének megallapitasdhoz 4aramlasi citometria vizsgalatot végeztiink,
amelyhez a novények gyokercsucsabdl vettiink mintat. A megsebzett, agaron vagy
vizben gyokeresitett, két hetes dugvanyok gyokércstiicsa megkozelitéleg 5-10 mm.
Az é4ramlési citometria vizsgalatot egy BD FACSCalibur tipust flow citométerrel
végeztik 532 nm-es zOld szilard félvezeté aramkort lézerrel 30 mV-on. A
vizsgalathoz sziikséges sejtmagok kinyerésére jégen tartott 55 mm atmérdji

petricsészében, 1 ml Galbraith pufferben (Galbraith et al. 1983) borotvapengével 15
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mg gyokércstucsot vagtunk fel nagyon apr6é darabokra. A puffer 6sszetevéi a 0,2 M
Tris-HCI, 45 mM MgCl,, 30 mM Na-citrat, 20 mM morfolinpropan szulfonat és 1
v/v %-0s Triton X-100, az oldat pH-ja 7-es. Az igy kapott szuszpenziot leszlirtiik egy
40 um-es atmérdji nejlonsziirével. A sejtmagokat 10 perccel a flow citometria
jo1 detektalhatok legyenek a gép szamara. A sikeres analizis elengedhetetlen feltétele
a magas, minimum 5000 darab feletti részecskeszam mintanként. Az elemzett relativ
fluoreszcens intenzitas értékek alapjan 6sszehasonlithatok, valamint azonosithatok a
diploid és tetraploid mintak. A ploidszint egyenletessége letesztelheté az adott

novény gyokeres szar dugvanyainak ismételt felhasznalasaval.

3.3.1.2. A tetraploid jelleg meghatarozasa citogenetikai vizsgalattal

Az é4ramlédsi citometria alkalmas volt a tetraploid jelolt egyedek
eldszelekcidjara, igy a kivalasztott novényeken tovabbi vizsgalatokat végeztiink. A
tetraploid jelolt egyedek kromoszoémaszam meghatarozasat az altalunk kidolgozott
molekularis citogenetikai protokoll alkalmazasaval végeztiik el. A kromoszomak
vizualizalasahoz 2 mg/ml DAPI festést alkalmaztunk, majd Olympus FV1000
konfokalis 1ézer mikroszkdppal detektaltuk dket.

3.4. A tetraploid genotipusok iiveghazi és szantofoldi koriillményekhez torténo

adaptalasa és felszaporitasa

Mind a tetraploid, mind a kontrol diploid allomanyt {iveghazi koriilmények
kozott neveltiik tovabb és szaporitottuk fel. A gydkereztetett dugvanyok gydkerébol
vett mintakkal visszaellenOriztiik a ploidszintet aramlasi citometria alkalmazasaval.
A vonalak tovabbi sziirésével és szelekciojaval folytattuk a tetraploid allomany
vegetativ szaporitdsat és fenntartdsit. A kovetkezd 1épcsdben a fliz dugvanyok
szabadfoldi koriilmények ko6zé torténd tavaszi kiiiltetése lehetové tette a szar- és
hajtasnovekedés analizisét in vivo kornyezeti feltételek kozott (7. abra). Kezdetben
az in vitro kultara szolgaltatta a mar azonositott, fliggetlen, tetraploid
novényanyagunk alapjat az iiveghazi kiiiltetésekhez.

A talaj elokészitését tarcsas-boronaval végeztik el, mitragydzast nem
alkalmaztunk. Mivel a kiilonb6z6 genotipusokbol felhasznalhaté ndvények szama

limitalt volt, igy egysoros iiltetéssel, 1 m-es sortavval, 50 cm-es totavval telepitettiik
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az 4llomanyt. Atlagosan Ot-hat novényt hasznaltunk fel genotipusonként a
szabadfoldi vizsgalatokban. A novekedési idOszak végén az egy éves fiiz vesszOket
visszavagtuk a tél folyaman. Az elsédleges és masodlagos ndovekedési idoszak alatti
8 napos periddusban folyamatosan mértiik és figyeltilk az Gjonnan fejlodoé hajtasok

novekedési ratajat aprilis vége és majus elsé napjai kozott. Ebben az idészakban az

atlagos nappali hdmérséklet 21,5 °C, az atlagos éjszakai hdmérséklet 9 °C volt.

G e
7. abra: Az autotetraploid Poli Plusz fiiz genotipusok gylijteménye a szegedi

tenyészkertben nyaron ¢€s télen.
3.5. Az autotetraploid genotipusok szar- és gyokérnovekedésének fenotipizalasa

A novényfajok variabilitasan alapuld fenotipizalasi tanulmanyokban
(Tackenberg 2007; Golzarian et al. 2011; Fehér-Juhasz et al. 2014) a z6ld pixelek
aranyanak értékeivel meghatarozhatdo a zold levél/szar feliilet aranya, igy a zold
biomassza tomeg is, melynek eredménye Osszehasonlitasi alapul szolgalhat a
kiilonboz6 genotipusok elkiilonitésére.

Az Eurépai Novény Fenotipizalasi Halozat (European Plant Phenotyping
Network) tagjaként az MTA Szegedi Biologiai Kutatointézete rendelkezik egy
félautomata fenotipizalasi platformmal, amelyet mar korabban hasznaltak az arpa és
buza novények fold feletti részénék fenotipizalasahoz (Cseri et al. 2013, Fehér-
Juhasz et al. 2014). Az alvo riigyekkel rendelkezé dugvanyokat az egyedi
azonosithatosag érdekében chip jeloléssel ellatott plexi csovekbe {iltettiik, 80%
viragfoldbol és 20% homokbol 4llo talajkeverékbe. A plexi csdveket PVC csdvekbe
helyeztiikk, majd véletlenszeri kisérleti elrendezésben Aallitottuk be a kiilonbozo,
vizsgalt tetraploid fiiz genotipusokat. Minden vizsgalt genotipus esetében 3 talcat

hasznaltunk fel, amelyen talcanként 5 ndvény kapott helyet. Az {iveghazi
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koriilmények kozott a megvilagitds intenzitdsa hozzavetdlegesen 400 pmol
foton/m?/s volt. Hetente egyszer dntoztiik és készitettiink digitalis képeket a vizsgalt
genotipusok egyedeir6l. Az alvo riigyekbdl a szar fejlodését a cserepek 51,4 fokos
forgatasaval hét kiilonbdz6 pozicidbol fotéztuk Olympus C7070WZ digitalis kamera
hasznalataval. Az SZBK altal fejlesztett képelemz6 szoftver hasznalataval a digitalis
fényképeken meghataroztuk és elkiilonitettik a ndvényekhez kapcsolodd zold
pixelek szamat, ami a szar ¢és levél feliiletéb6l szarmazott. A fenotipizalasi

kisérlethez hasznalt berendezést a 8. dbra mutatja be.

8. abra: A fiiz ndvények fenotipizalasa digitalis képfeldolgozassal.

Ugyanezt a fenotipizalasi rendszert kisebb modositasokkal a kezdeti
gyokérfejlodés vizsgalatara is alkalmaztuk. A plexi csdvekbe iiltetett dugvanyok
gyokereit négy kiilonboz6é oldalsd poziciobdl és alulrol fényképeztiikk. A gyokérhez
kapcsolodo fehér pixelek azonositasat a fekete szinii talaj hatterének kivonasaval
végeztiikk. A cs6 falan megjelend gyokerek feliiletének metrikus értéke a 4 oldalsé
pozicid és az alulrdl mért értékek 6sszeadasabol valik meghatarozhatova. A hét hetes
fenotipizalasi kisérlet befejeztével a gyokeres dugvanyok gyokereit eltavolitottuk. A
gyokértomeg meghatarozasanak céljabol elobb megmértiik a nedves gydkértomeget,

majd 21 °C-on egy nap szaritast kdvetden a szaraz gyokértomeget is.
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3.6. A tetraploid genotipusok CO: fixaciéjanak mérése

A gazcsere paramétereket méréséhez, a CO. felvétel mértékének
meghatarozasahoz, a transpiracio és a sztdma konduktancia méréséhez a Licor 6400
gas analyzer (LI-COR) késziiléket hasznaltuk. A méréshez iiveghazi koriilmények
kozott nevelt fiiz novények teljesen kifejlett fiatal, a hajtascsticstol szamitott 6todik-
hatodik leveleit hasznaltuk fel, amelyeket a gaz kiivettaba helyeztiink. A gaz kiivetta
kisérleti koriilményei 400 pl/l kdrnyezeti CO»-ra, 22 °C-0s homérsékletre és 400-450
pmol/m?/s ndvekvd fényintenzitasra allitottuk be Mulkey és Smith (1988) és Taiz és

Zeiger (2010) protokolljai alapjan.

3.7. Az alkalmazott statisztikai modszerek

A diploid és tetraploid mintdk tulajdonsdgainak Osszehasonlitdsara a
statisztikai analizis soran a Welch-féle kétmintas t-probat alkalmaztuk. A Welch-féle
t-teszt a Student-féle t-probanak egy adaptacidja, amely sokkal megbizhatobb értéket
ad bizonyos esetekben, ha egyenldtlenek a mintdk méretei vagy varianciaja (Ruxton
2006). Tovabba tobbszempontos Gsszehasonlitd elemzést is végeztiink a posthoc
Tukey-féle HSD (honestly significant difference) teszt altal kovetett variancianalizis
felhasznalasaval, ahol a Tukey-féle HSD teszt 0,05-0s értékre volt beallitva, amely
tovabbi, szigorubb szignifikancia kiiszobértéket adott a tetraploidok diploidokkal
torténd Osszehasonlitasakor. A Welch-féle t-proba szignifikancia szintjeit csillaggal
jeloltiik, amelyeket a Tukey-féle HSD proba eredményei alapjan hiuztunk ala.
Ritkabb esetben a Tukey-féle teszttel kiszamolt P érték egy magasabb szignifikancia
intervallumba esett a t-probaval nyert P értékkel 6sszehasonlitva. Ebben az esetben
alahuizassal jeloltiik az adott részt a tdblazatokban. Minden statisztikai elemzésiinket

az R statisztikai elemz6 szoftver (R Core Team; https://www.R-project.org/)

hasznalataval végeztiik (Dudits et al. 2016).

Minden genotipus minden egyes ndvényének a tulajdonsagait megmeértiik, és
az adatok eloszlasat box-plot-tal (doboz abra) és whisker plot-tal szemléltettiik
(Spitzer et al. 2014). Az abrakat webes eszkozzel a BoxPlotR
(http://boxplot.tyerslab.com/) és a CorelDraw Graphics Suite X7 programok

segitségével készitettiik el. A fenotipizalasi tanulmanyok adatainak elemzését egy
Matlab szoftver (2008b verzid) alapu, hazi fejlesztésii szoftvercsomag képfeldolgozo
eszkozkészletével (MathWorks) végeztiik (Dudits et al. 2016).
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3.8. A Salix viminalis L. molekularis citogenetikai vizsgalata

3.8.1. Citologiai preparatumkészités

Az energiafliz esetében egy uj citoldgiai preparatumkészitési modszer
kidolgozésa valt sziikségessé. A jelen kutatdsunk sordn enzimatikus emésztéséssel
tavolitottuk el a sejtek sejtfalat és citoplazmajat, amely modszert mar korabban
sikerrel alkalmaztak szamos névényfajnal, mint a ladfii, paradicsom, rizs, stb (Fransz
et al. 1996, Zhong et al. 1998, Sasaki et al. 2002). A Linc et al. (1999) altal leirt
protokoll kisebb moddositasa lehetévé tette a fliz kromoszomak molekularis
citogenetikai vizsgalatat.

A mitézis metafazisdban torténd kromoszdémavizsgalathoz a fiiz
explantumokat  fényszobaban 25 °C-on  hormonmentes MS té4ptalajon
gyoOkeresitettiik. A friss, 1-1,5 cm-es gyokerekkel rendelkezé novénykéket 4 °C-on 4
napig hidegszobdban taroltuk. Ezt kovetden szobahdmérsékleten fényszobaba
helyeztiik 22 o6rara. A fliz novénykékrél ekkor levagtuk az 1-1,5 cm hosszusagu
gyokereket, majd jeges vizzel telt fiolaba helyeztiik és jégen taroltuk tovabbi 24 6ran
at. A gyokereket ezt kovetéen Carnoy oldatban (etil alkohol és ecetsav 3:1 aranyu
keveréke) 5 napig 4 °C-on fixaltuk. A gyokereket a fixalast kdvetden 2 x 10 percig
steril vizzel, majd ismét 2 x 10 percig citrat pufferben mostuk. A citologiai
preparatum készitéséhez 1 %-os sejtfalbontd enzimkombindciot alkalmaztunk, amely
0,33 % pektinaz, 0,33 % pektoliaz és 0,33 % citohelikdz enzimet tartalmazott.
Gyokérmintanként 400 ul enzim-mixet €s 800 ul citrat-puffert hasznaltunk fel. A
gyokereket 3 oran at 37 °C-on inkubaltuk eppendorf-csovekben. Az emésztést
kovetden az enzimet steril vizes mosdassal eltavolitottuk a gydkerekrél. Ezutan a
mitotikus kromoszédmapreparatum készitésekor a gyokércsucsot levagtuk és 45 %-0s
ecetsavban, targylemezen szétnyomva faziskontraszt mikroszkop alatt vizsgéltuk. A
megfeleld preparatumokrol, amelyeken 8-10 sejt megfigyelhetd, a kromoszoémak
atfedése nem szdmottevd, a citoplazma mennyisége pedig elenyészd, a feddlemezt
folyékony nitrogénben torténd fagyasztas utan eltavolitottuk. Az elkésziilt citologiai
preparatumokat etanol sorozatban (70 %, 90 %, abszolut etanol) 2 x 5 percig
viztelenitettiik, majd szobahdémérsékleten kiszaritottuk. A tovabbi felhasznalasig

(FISH, kromoszomak detektalasa DAPI-val) -20 °C-on taroltuk.
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3.8.2. A Salix viminalis L. kromoszomak kariotipizalasa FISH médszerrel

3.8.2.1. Az alkalmazott DNS probak jelolése

Kisérleteink soran elsGsorban Triticeae specifikus repetitiv.  DNS
szekvencidkat tartalmazo probakat alkalmaztunk. A FISH soran alkalmazott 9
repetitiv DNS préoba a kovetkezo volt:

1. Az Afa family proba egy 260 bp hosszisagu repetitiv DNS szekvenciat hordozo
fragmentum, amelyet az Ae. tauschii-bol izolaltak (Nagaki et al. 1995).

2. A GAA mikroszatellit szekvencia a Triticum aestivum L. genomi DNS-¢b61 lett
felszaporitva (Vrana et al. 2000).

3. A HT100.3 teloméra specifikus ismétlodé (TTTAGGG)n szekvencia, amelyet az
Arabidopsis thaliana L-b61 izolaltak és szaporitottak fel (Juchimiuk-Kwasniewska et
al. 2011).

4. A pAIl 178 bazisparbol allo tandem ismétlédé szekvencia, amelyet szintén az
Arabidopsis thaliana L.-bél klonoztak (Martinez-Zapater et al. 1986).

5. A pAsl az Aegilops tauschii-bol izolalt DNS proba, amely megkozelitdleg 1,2
kilobazisos inszertet tartalmaz (Rayburn és Gill 1986).

6. A pSc119.2 arozsbol izolalt 120 bp hosszh repetitiv DNS (Bedbrook et al. 1980);
7. A pTa7l buzabdl izolalt 9,05 kb hosszusagu, klonozott 18S-5.8S-26S riboszomalis
DNS proba (Gerlach és Bedbrook 1979).

8. A pTa794 rDNS kl6n a Triticum aestivum L.-bdl szarmazik és tartalmazza az 5S
rDNS géncsalad részét (Gerlach és Dyer 1980).

9. A ZCF1 centroméra specifikus proba (Cheng és Murata 2003), amelyet a buza
genomi DNS-¢ébé61 izolaltak.

A DNS probakat DIG-és Biotin Nick Transzlacios mixxel jeloltiik, majd anti-
dig-rodamin és streptavidin-FITC antitesteket hasznaltunk a jelek vizualizalasahoz.
A kiilonb6z6 probakat digoxigenin-16-dUTP-vel (Roche), biotin-11-dUTP-vel
(Roche), illetve 50 % biotin-11-dUTP-vel és 50 % digoxigenin-16-dUTP-vel jeloltiik

nick transzlacioval.
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3.8.2.2. A fluoreszcens in situ hibridizacio (FISH)

Az energiaflizre optimalizalva kisebb modositasokkal Linc et al. (1999; 2012)
modszerét alkalmaztuk a fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH) soran. A
hibridizaciot megel6z6en a preparatumokat 20-30 percig 37 °C-on felmelegitettiik (a
-20 °C-os tarolds utan). A melegitést kdvetéen a mintak RNS tartalmat RN-4z
kezeléssel (22,5 pl 10 mg/mL RN-az 2 x SSC-ben oldva, 37 °C-os vizfiirdében, 35-
60 percig) tavolitottuk el. Ezt kovetden a preparatumokat 2 x 3-5 percig mostuk 37
°C-on vizflirdében 2 x SSC-ben. Ezutan a kromoszomakat utofixaltuk 4 %-0s
paraformaldehiddel szobahdmérsé€kleten 10 percig, majd 3 x 2 perces mosasi 1€pés
kovetkezett 2 x SSC-ben, szobahémérsékleten. A preparatumokat jéghideg 70 %, 90
% ¢és 100 %-os etanol sorozatban dehidrataltuk 3-3 percig, végiil szobahdmérsékleten
szaritottuk. 20 pl hibridizacios keveréket alkalmaztunk preparatumonként, amely 50
% formamidot, 10 % 20 x SSC-t, 10 % DS-t, 1 % SDS-t, 1 pg/ml jelolt DNS probat
¢és 50 ng/ul blokkolo DNS-t (lazac sperma DNS, Sigma Aldrich) tartalmazott. A
hibridizacios keveréket a benne 1év6 probaval és blokkolo DNS-sel 8 perc 35
masodpercig 85 °C-on denaturdltuk ¢és a felhasznalasig jégen tartottuk. A
kromoszomakat denaturaltuk 75 °C-on 6 percig, majd a preparatumokat (eltavolitva
roluk a feddlemezt) jeges etanol sorozatban (70 %, 90 %, 100 %) 3 x 5 percig
mostuk. A mosasi 1épés utan szobahOn szaritottuk. A megszaritott targylemezekhez
hozzaadtuk a 20 pl hibridizaciés mixet és 37 °C-os termosztatban paras dobozban
inkubaltuk overnight. A hibridizaciét kovetéen a nem kotédé DNS szakaszok
eltavolitasara 2 x 5 percig 4 x SSC-TWEEN-ben 42 °C-on mostuk a targylemezeket.
A mosast kovetden a detektdlashoz preparatumonként 50 pl fluoreszcens antitestet
alkalmaztunk. A digoxigenin-16-dUTP ¢s biotin-11-dUTP detektalasat anti-
digoxigenin-rodamine Fab fragmentum (Roche) és streptavidin-FITC (Roche)
hozzdadéasaval végeztiik. A biotinnal jelolt probak hibridizacios jeleit a zold
fluoreszcens jelet add sztreptavidin-FITC-el (Roche) (10 pg/ml TNB pufferben
feloldva), a digoxigeninnel jelolt probakat a piros jelet ado anti-digoxigenin-
rodaminnal (Roche) (10 pg/ml TNB pufferben feloldva), a biotin és digoxigenin
keverékébdl egyiittesen sarga fluoreszcens jelet add sztreptavidin-FITC és anti-
digoxigenin-rodaminnal (10 pg/ml TNB pufferben feloldva) detektaltuk 37 °C-on 40
percig. A detektalds utan 2 x 3 percig 4 x SSC-TWEEN-ben, majd 1 x 2 percig 1 x

PBS oldatban mostuk szobahOmérsékleten a lemezeket. A kontrasztfestéshez
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mintanként kimértiink 2 pg/ml 4',6-diamidino-2-fenilindolt (DAPI) és 0,1 pg/ml
Vectashield fakulasgatlo oldatot (Vector Laboratories).

Az in situ hibridizaciés jeleket Zeiss Axioscope 2 epifluoreszcens
mikroszkoppal (Carl Zeiss Microimaging GmbH, Gottingen, Németorszag)
vizsgaltuk. A hibridizacios jeleket a DAPI (Zeiss filter set 1), a FITC (Zeiss filter set
10), a Rodamin (Zeiss filter set 15), valamint a FITC és Rodamin (szimultan
detektalasara Zeiss double filter set 24) gerjesztési és emisszids spektrumaira
érzékeny szlirokon keresztiil és Spot CCD camera (Diagnostic Instruments, Inc.
USA) fényképezdgép hasznalataval fényképeztiik. A fényképek kiértékeléséhez az
Image-Pro Plus 5.1 (Media Cybernetics, USA) szoftvert hasznaltuk.
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4. EREDMENYEK

4.1 A Salix viminalis ,ENERGO” fajta autotetraploid valtozatainak eléallitasa

Az energiafiiz nemesitésben a 2014-ben lezarult Gazdasagi Operativ Program
(GOP) nyujtotta lehetoség keretében sikeriilt az energiafiiz aktivalt oldariigyeinek
kolchicin kezelésével poliploid vonalakat eléallitanunk. Ezek a Poli Plusz (PP)
elnevezésti fliznovények tobb elényos tulajdonsaggal is rendelkeznek a biomassza
tomeg novelése ¢és a kedvezdtlen klimahatdsokkal szembeni tolerancia
szempontjabol.

A kolhicin a mikrotubulus kialakulasat gatlo alkaloida, amelyet valtozatos
moddszerekkel alkalmaznak a magok kezelésében, vagy a csirazd magok csucsi
merisztémain. Az in vitro tenyésztett szovetek differencialddasi lehetéségei idealis
explantumokat szolgaltathatnak a poliploid sejtek és regeneransok eldallitasara (Tang
et al. 2010., Cai és Kang 2011.). A kisérleteink soran a fliz ENERGO
fajtavaltozatanak szarszoveteib6l inditott kallusztenyészetekben nem sikeriilt
hajtasregeneraciot indukalni, ezért a poliploidizacios protokoll optimalizalasaval az
aktivalt oldalriigyeket kolhicinnel kezeltik. Az in vitro nevelt fiiz magoncok
szaranak csucsi merisztémajat eltavolitottuk, ami a mitotikus sejtek aktivalodasat
eredményezte. Ezt jol mutattak a citologiai metszetek (9. éabra). Az axillaris
merisztémak sejtjeinek mitozisat a kolchicin vegyiilet gatolta, ami a kromoszomak
szamanak megduplazodasahoz vezetett. A kezelt riigyekbdl kinétt hajtasokat

visszavagtuk és ujragyokeresitettiik.
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9. abra: A riigymetszetek mikroszkdpos képe DAPI festés elott és azt kovetden.

A sematikus novényeken a z6ld szinnel jel6lt riigyek minimum 10 oszt6do sejtet

tartalmaznak, a fehér szinnel jelolt riigyek 1-3 0sztodo sejtet tartalmaznak, mig a
narancssarga szinnel jelolt riigyekben nem volt lathato a sejtosztodas

(Ayaydin F. [n.a.])

4.1.1. A diploid és tetraploid fiiz genotipusok azonositasa a gyokérsejtek

aramlasi citometria gorbéinek kiértékelésével

A korai fejlédési stadiumban 1évo tetraploid jelolt novények gyokércsucsabol
aramlasi citometria alkalmazasaval elvégeztik az egyedek ploidszintjének
vizsgalatat. Az aramlasi citometria hisztogramja (10. abra) szignifikdns eltérést
mutatott a kontrol (diploid) és a tetraploid jelolt névények eredményében. Az eljarés
soran a gorbe csucsdnak eltolodasaval dsszehasonlithatova valt a kiilonbozd vizsgalt
egyedek DNS tartalma és a sejtmag mérete. A gorbe csticsanak a horizontalis
tengelyen a magasabb érték felé torténd elmozdulasa a megndvekedett DNS
tartalmat €s a nagyobb sejtmag méretet mutatja, amely alapjan kisziirhetdk a
poliploid novényanyagok. A horizontalis tengelyen a gérbe cstcsa a diploid vonal
esetében a 200-as értéknél lathatd, mig a tetraploid jelolt egyedek gorbéjének csticsa

eltolodva, a 400-as vagy e feletti értékeket mutatja.
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10. abra: A diploid és a tetraploid vonalakban a DNS tartalom kimutatasa propidium-
jodid festéssel és az aramlasi citometria gorbéinek dsszehasonlitdsa:
a: A diploid kontrol vonal aramlési citometria gorbéjének eredménye a horizontalis
tengelyen 200-as értéknél lathato; b: A tetraploid jelolt vonal aramlasi citometria

gorbéjének eredménye a horizontalis tengelyen 400 és 600-as kozotti értéknél lathato

4.1.2. Az energiafiiz novények genommeéretének meghatirozasa a metafazisos

kromoszomak szama alapjan

A kétszeres DNS tartalmu PP-E (Poli Plusz ENERGO) névényeket el6szor
flow citometriaval valogattuk ki, majd a kromoszomak tényleges szamat a flzre
optimalizalt citologiai protokoll alkalmazasaval hataroztuk meg. A diploid
»ENERGO” novények gyokérsejtjeiben 2n=2x=38, mig a tetraploid novények
sejtjeiben 2n=4x=76 kromoszomat lehetett megszamolni. Tizenhat kiilonb6z6
autotetraploid vonalat sikeriilt azonositanunk a flizre optimalizalt és Kidolgozott
eljarassal. Az elballitott fiiz genotipusok citologiai preparatumait elsé lépcesében fazis
kontraszttal, majd a kromoszomafestést kovetéen konfokalis fluoreszcens
lézermikroszkoppal vizsgaltuk. A kovetkezé abra (11. abra) mutatja a diploid és
tetraploid vonalak aramlasi citometria és kromoszoma analizis eredményeit. A
citologiai preparatumkeészités soran tigyeltiink a megfeleld mitotikus index elérésére
¢s azokat a preparatumokat valasztottuk ki, ahol a kromoszomak jol lathatok, az

atfedésiik minimalis és a citoplazma mennyisége elenyészo.
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11. abra: A diploid (2n=2x=38) és PP-E1-PP-E16 (2n=4x=76) autotetraploid fiiz

genotipusok azonositdsa kromoszémaszadm meghatarozassal (DAPI festés

alkalmazasaval) és relativ DNS tartalmuk analizise aramlasi citometria méréssel

(propidium-jodid alkalmazasaval). A megndvekedett sejtméret és kromoszomaszam

az autotetraplid fliz genotipusok dramlési citometria gérbéjének cstcsat a

horizontalis tengelyen a 400-as érték felé tolta, mig a diploid genotipus esetében a

200-as értéknél lathato.
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4.1.3. Az eléallitott autotetraploid fiiz genotipusok fobb morfolégiai bélyegeinek

jellemzése

A poliploidizaci6 hatasara bekodvetkezett jelentds funkcionalis és alaktani
valtozasokrol részletesen beszamoltunk a 2016-ban megjelent kozleményiinkben.
Ezek az 1j tulajdonsagok a biomassza hozamot is jelentds mértékben meghatarozzak.
Ezek kozott a valtozasok kozott emlithetok a nagyobb levélméret, tovabba a szar

megvastagodasa, valamint a gyokér denzitdsanak novekedése.

4.1.3.1. A genomméret megduplazasnak hatasai a levél fejlodésére

A tobb fliggetlen autotetraploid energiafiiz vonal atfogd jellemzése soran
megallapithatd, hogy a  genomméret valtozdsdnak  kovetkezményeként
nagymértékben megvaltozott a levelek szerkezete és funkcidja is. A Poli Plusz (PP)
autotetraploid fliz ndvények levelei a diploid ndvények leveleinél szélesebbek, és
levélfeliiletiik is nagyobb (12. abra), azonban a levelek hosszlisaga az egyes
genotipusokban igen valtozatos, néhol mérsékelt csokkenést is mutatott a diploid

vonalhoz képest (13. abra).

Diploid

12. abra: A: a nagyobb a kromoszomaszammal (2n=4x=76) rendelkez6 Poli Plusz
energiafliz tetraploid novényekre vastag szar és hajtasatmérd, valamint nagy

levélfeliilet jellemzd. B: a diploid energiafiiz
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13. abra: Az autotetraploid fliz genotipusok levélméreteinek morfologiai

0sszehasonlitasa a diploid genotipussal

Ezeknek a méretbeni kiilonbségeknek a fokozddo hatasa altaldban jol tiikkrozi

a tetraploid névények megnovekedett teljes levél biomasszajat is (14. abra). A Poli

Plusz ENERGO tetraploid genotipusok nagyobb levélzete kulcsfontossag lehet a
biomassza tdmeg novekedésében.
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14. abra: Az autotetraploidizaci6 hatasa a levéllemez méretére. A: a tetraploid
genotipusok levéllemez szélessége szignifikansan nagyobb a diploid genotipusénal;
B: a diploid és tetraploid genotipusok levéllemez hossziisaganak dsszehasonlitasa; C:
A tetraploid genotipusok nagyobb levél biomassza hozamot produkaltak a diploid
genotipushoz képest. A diploid genotipusokhoz viszonyitva a tetraploid genotipusok
esetében a statisztikailag szignifikans differenciat a Welch-féle t-proba
alkalmazasaval mutattuk ki. A szignifikancia erésségének szintjét, amelyet a P értéke
hataroz meg, csillaggal jeloltiik: *** (magas) ha P <0.01; ** (k6zepes) ha P <0.05 és
* (alacsony) ha P <0.1. Az alahtizott csillagok jelolik a szignifikancia szintet, amely

a Tukey-féle HSD proba posthoc-eredmények 6sszehasonlitasan alapul

A PP-E tetraploid genotipusok nagyobb méretii levelei jobb fényhasznositasi
hatékonysaguknak koészonhetéen hozzavetélegesen kétszeres mennyiségben fixaltak
a széndioxidot egységnyi levélfeliileten (15. abra). Ezzel egyiitt a megnovekedett
fotoszintetikus asszimilacid sordn nagyobb a szerves anyag felhalmoz6das mértéke
is, amely kedvez6 hatassal van a biomassza hozam novelésére, példaul a fahozam
produktumra. A sztoma konduktivitasi és transzspiracios adatokat a kozleményiink
tartalmazza (Dudits et al. 2016).
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15. abra: Az autotetraploid fiiz ndvényeknek hatékonyabb a CO> megkdtése a diploid
genotipussal szemben. A Welch-féle t-proba és a Tukey-féle HSD posthoc teszt
alapjan kimutathat6, hogy statisztikailag a szignifikdns differencia mértéke milyen
szintll a diploid genotipus eredményeihez viszonyitva a tetraploid genotipusok

esetében. A diploid és tetraploid genotipusok P <0.01 valoszinliségi szinten

szignifikdnsan kiilonboznek egymastol, amelyet ***-gal jel6ltiink az abran

A genomduplikaci6 hatdsa a tetraploid genotipusok leveleiben nemcsak kiilsd
morfoldgiai, illetve ¢lettani valtozasokat eredményezett. A levelek citologiai
analizise sordn sejtszintli médosuldsok is kimutathatok voltak. A tetraploid paliszad
parenchima sejtek 50%-kal haladtdk meg a diploid sejtek méretét, amelyeket a
keresztmetszet teriileténck mérése alapjan sikeriilt azonositani. A megnovekedett
sejtméret miatt kevesebb sejt talalhatd egységnyi tavolsagra (100 um) a parenchima

réteg mentén (16. abra).
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16. abra: A diploid és a tetraploid fliz genotipusok paliszad parenchima sejtei; A: a
diploid és tetraploid fiz novények levél keresztmetszetének 0sszehasonlitasa; B: a
vizsgalt parenchima sejtek atlagos méretének 6sszehasonlitasa; C: a parenchima

sejtek szdma egységnyi tavolsagon beliil.

4.1.3.2. A genomméret megduplazasanak hatasai a szar fejlodésére

A fiiz novények hajtasfejlodés vizsgdlatara a digitalis képalkotasra alapozott
fenotipizalas modszerét alkalmaztuk, mely lehetdvé tette a foldfeletti z6ld biomassza
tomeg Kvantitalasat tobb héten at (17/A abra). Az alvo riiggyekkel rendelkezé fiiz
dugvanyokat egy specidlisan kialakitott cserépbe €s egy atlatszo plexi csdbe iiltetve
neveltiik tiveghazi koriilmények kozott. A vizsgalt tetraploid és diploid genotipusok
egyedeinek megfigyelése soran a kiilonboz6 fejlodési stadiumokban fotdkat
készitettliink, a novények fold feletti részérél (8. abra). A tetraploid genotipusok
novekedési erélye kiilonbozé mértékii volt a diploid genotipushoz képest. A PP-E2
vonal ndvényei gyorsabb, mig a PPE-13 vonal ndvényei lassabb zdld tomeg
novekedést produkaltak, mint a diploid ,ENERGO” noévények. A diploidok
szarhosszusagdnak magasabb atlaga jelentds kiilonbséget mutatott a tertaploidok
alacsonyabb atlag eredményeivel szemben (17/B abra). Ez azonban a hajtasok z6ld

pixelszamaban statisztikailag nem mutat szignifikans differenciat, ami feltehetéen
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néhany mas tényezobdl eredhet, mint példaul a szaratmérd, levélszam, levélméret, és
a levélnyél feliilete. A szar atmérdjének megvastagodasa mindazonaltal szembetiing

volt a tetraploid genotipusok esetében (17/C abra).
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17. abra: A diploid és a tetraploid fiiz genotipusok szar fejlédésének kiilonb6z6
paraméterei; A: a diploid és a tetraploid vonalak f61d feletti biomassza
hozamnovekedésének Osszehasonlitasa a z61d pixelek szaman alapuld fenotipizalas
modszerével; B: a diploid és a tetraploid genotipusok szar hossziisdganak
Osszehasonlitdsa esetében negativ irdnyu szignifikans kiilonbség volt megfigyelhetd;
C: a diploid és a tetraploid genotipusok szar atmérdjében megmutatkozo szignifikans
differencia mértéke harom tetraploid genotipus esetében volt kimutathato.

A tetraploid genotipusok a Welch-féle t-proban alapul6 statisztikailag szignifikans
kiilonbséget mutatd eredményeinek dsszehasonlitasa a diploid genotipusok
eredményeihez viszonyitva. A szignifikancia er6sségének szintjét csillaggal jeloltiik:

*** P <0.01 és ** P <0.05 valosziniiségi szinteken

A diploid és a tetraploid novények fold feletti részeinek analizise tiveghézi és
szantofoldi koriilmények kozott zajlott, a fenotipizalasat hét héten at végeztik. A
hetedik hét végén a mért szarhossziusag 20-25%-kal alacsonyabb értéket mutatott a
tetraploid novények elsédleges szarhosszisagaban a diploid genotipushoz képest. A
rovidebb szarhossz kapcsoltsagban van a feler6sodott masodlagos szdrndovekedéssel,
amelynek szemmel lathatd eredménye a jelentdsen megvastagodott szar atmérd

valamennyi tetraploid genotipusban (18. abra).
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18. abra: A tetraploid genotipusokat jelentésen vastagabb a szar jellemzi a diploid

genotipusokhoz képest

A szantofoldi korilmények kozott tavasszal az alvd riigyekbdl ujrahajtott
hajtasok novekedésének intenzitasat az elsOdleges ¢és masodlagos novekedés
vizsgalataval jellemeztiikk. A hajtasfejlodés kezdeti iddszakdban, az {iveghazi
kisérlethez hasonléan, szintén az Osszes autotetraploid genotipusban a csokkent
els6édleges novekedés volt megfigyelheté a diploid genotipushoz képest, amely a
hajtashossz mérési eredményeiben nyilvanult meg. A masodlagos ndvekedés
jellemzésére a szar atmérdjének vastagsagat mértiik, amelynek eredményeit az 1.

tablazat foglalja 6ssze.
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1. tablazat: A diploid és a tetraploid genotipusok szar paramétereinek mérési
eredményei és szignhifikancia szintjei. A tetraploid genotipusok szar hosszisagaban
mért eredmények alul maradtak a diploid genotipus eredményéhez képest, €s
szignifikans kiilonbséget mutatnak. Ellenben a szar atmér6 vastagsaganak esetében a
tetraploid genotipusok feliilmultak a diploid genotipus eredményeit, amely esetben
szintén kimutathato volt a szignifikans differencia. A Welch-féle t-proban alapuld
statisztikailag szignifikans kiilonbséget mutaté mérési eredmények Osszehasonlitasa
a tetraploid genotipusokban a diploid genotipusok eredményeihez viszonyitva: a
szignifikancia erésségének szintjét csillaggal jeloltiik a kiilonbozo valosziniliségi
szinteken, *** P <0.01, ** P <0.05 és * P <0.1. Az alahuzott csillagok jelolik azt a
szignifikancia szintet, amely a Tukey-féle HSD proba posthoc-eredmények

Osszehasonlitasan alapul.

Szar hosszusag | Szar hosszusag Elsodéeges Szar atmérdje | Szar atmércje | Masodlagos novekedés,

Genotipusok 0. nap 8. nap névekedés 0. nap 8. nap szar Atmérdje

cin cm/8 nap mm cm/8 nap
Diploid 52.02+3.79 83.08 +7.04 31.07+4.24 576 £0.77 6.59 = 0.60 0.82+0.21
PP-E2 42.68 £2.39%** | 6836 +£4.57*** | 2568 +(.99%* 631+£0.41% 727 +0.71%* 0.96 +0.35
PP-E3 3948 £3.64%%* | 6496 £ 5.601%** | 2548 + 1 47 6.33+0.66 7.59 £0.68*- 1.26£0.18%*%*
PP-E4 38.60 £2.63*** | 63.90 +7.59*** | 2530+ 1.56%* 6.33+0.60* 7.22+0.45* 0.89+0.01
PP-ES 38.66 £2.20%%* | 60.93 +4.28*** | 2227 +2.69%F 599 +0.54 7.01+0.55 1.02+0.22
PP-E6 36.46 £2.73%%* | 5874 £4.92%** | 2228 +2.86%* 587+0.51 6.85+0.63 0.98 +0.35
PP-E7 37.56£2.55%%* | 5816 +3.24*** | 20.60 + 4.99%** 6.09 +0.50 6.76 +0.54 0.68 +0.17
PP-E12 42.09 £3.59%* | 69.76 +4.36** 27.67 £2.39%* 5.90+£0.53 7.46 +0.64%* 1.56 +0.21%%*
PP-E13 40.36 £2.74%%* | 6628 £ 4.41*** | 25092 +£ 2 28%** 5.97+0.50 7.12+0.54% 1.15 £ 0.26%%*

A tablazatban szerepld adatok jol tiikrozik a tendenciat, mely szerint a
vizsgalt tetraploid fliz ndvények mindegyike kivétel nélkiil vastagabb szarat
fejlesztett a diploid fiiz ndvényekkel szemben. A mért eredmények a masodlagos
novekedésben jelentés szignifikanciat mutattak (1. tablazat). A tetraploid fiiz
novények megvastagodott szar atmérdje egy olyan anatdmiai valtozéds, amely
feltehetéen a megduplazodott genomméret kovetkezményeként alakult ki. A
tetraploid fiiz genotipusok vesszdinek keresztmetszeteiben megfigyelhetdé az

elsédleges és masodlagos Xilem gytriik szignifikans novekedése és a vastagabb

kéreg fejlesztése a diploid genotipushoz képest (19. abra).
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19. abra: A diploid és a tetraploid fiz genotipusok fas szaraban a kiilonb6z6 régiok
megoszlasi aranyanak és keresztmetszeteinek sszehasonlitasa. A tetraploid
genotipusokban szignifikans differencia figyelhetd meg a szarvastagsagban, amely a
fabél, fa és kéreg aranyaban is megfigyelhetd a diploid genotipushoz képest.
Méretarany = 0,5 cm. A Welch-féle t-proba és a Tukey-féle HSD posthoc teszt
alapjan 0sszehasonlithato a diploid és tetraploid genotipusok kéreg és fa régidkban
mért eredményei, amely statisztikailag magas szintii szignifikans differenciat

mutatott P <0.01 valoszinliségi szinten, amelyet az dbran ***-gal jeloltiink

4.1.3.3. A genomméret megduplazasanak hatasai a gyokérrendszer fejlodésére

A gyokér fenotipizalashoz hasznalt specidlis berendezéssel a fiiz vonalak
gyokérrendszerének novekedését vizsgaltuk. A plexi csébe iiltetett dugvanyok
gyokereirl, 4 oldalrol és a cs6 aljarol digitalis fotokat készitettiink, majd a tetraploid
novények jol fejlett, megnovekedett gyokérrendszerét Gsszehasonlitottuk a diploid
novényekével. A diploid és tetraploid genotipus kozti kiilonbségeket az Osszegzett
fehér pixelek szamanak kiértékelésével hataroztuk meg. Bebizonyosodott, hogy
csupan a ndvekvo fehér pixel szamokkal nem fejezhetd ki az egész gydkér biomassza
mennyisége. Azonban ez a megkdzelités a genotipusok gydkérndvekedési rataja

kozti kiillonbségek kimutatasara sikerrel alkalmazhatd. A gyokérfejlédés elsé harom
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hetében a riligyes tetraploid genotipusti dugvanyok jelentdsen magasabb gyokér

denzitassal rendelkeztek diploid tarsaikénal (20. abra).
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20. abra: A diploid és a tetraploid fiiz genotipusok gyokérfejlddésének és a gyokér
denzitds mértékének dsszehasonlitasa. A diploid genotipusban a gyokér denzitasa
jelentésen kisebbnek bizonyult a tetraploid genotipusok gyokér denzitasahoz
viszonyitva. A Welch-féle t-proba alapjan a diploid és tetraploid genotipusok kozotti
statisztikailag kimutathat6 szignifikans kiilonbségeket P <0.05 valosziniiségi szinten
**-gal, és P <0.1 valdszinliségi szinten *-gal jeloltiik. Az aldhuzott csillagok
szignifikancia szintje a Tukey-féle HSD teszt posthoc-eredményének

Osszehasonlitasan alapul

A gyokér denzitdsanak mérési eredményeibdl a gyokér biomassza hozama is
megbecsiilhetd a fejlédés korai idészakaban. A hét hetes ndvekedési iddszak utan az
autotetraploid fiiz ndvények fejlettebb gyokérrendszeriknek koszonhetéen nagyobb

nedves gyokértomeggel rendelkeztek a diploid névényekkel szemben. Azonban a
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szaraz gyokértomeg mérési eredményébdl megallapithatd, hogy a diploid ¢és
tetraploid genotipusok kozotti szignifikans differencia kevésbé hangsulyos, amelyet

feltehetden a kiilonboz6 nedvességtartalom okozott (21. abra).
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21. abra: A diploid és a tetraploid fiiz genotipusok gyokértomegeinek
Osszehasonlitasa; A: a tetraploid genotipusok nagyobb nedves gyokértomege
szignifikans kiilonbséget mutatott a diploid genotipusokhoz képest; B: mind a

diploid, mind a kiilonb6z6 tetraploid genotipusok kozott is eltérés mutatkozott a
szaraz gyokértomeg tekintetében, amely esetében csak a PP-E12 tetraploid genotipus
mérési eredményében mutatkozott szignifikdns differencia a diploid genotipus
eredményéhez viszonyitva. A Welch-féle t-proba alapjan a diploid és tetraploid
genotipusok kozotti statisztikailag kimutathatd szignifikans kiilonbségeket P <0.01
valdszinliségi szinten ***-gal, P <0.05 valdszintiségi szinten **-gal és P <0.1
valdszinliségi szinten *-gal jeloltiik. Az alahuzott csillagok szignifikancia szintje a

Tukey-féle HSD teszt posthoc-eredményének Gsszehasonlitasan alapul

A gyokerek keresztmetszetének vizsgalatakor szintén kimutathaté volt a
szignifikdns differencia a diploid ¢és tetraploid gyokerek anatémiajaban. A
megduplazodott genommérettel rendelkezé ndvényekben nagyobb gyokér kortex

sejtek talalhatok (22. abra)
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22. abra: A diploid és a tetraploid genotipusok gyokér kortex sejtméretének
Osszehasonlitasa. A tetraploid genotipusokra jelentGsen nagyobb gyokér kortex sejtek
voltak jellemz6k, mint a diplod genotipusok esetében. A Welch-féle t-proba és a
Tukey-féle HSD posthoc teszt alapjan, a tetraploid genotipus és a diploid genotipus

eredményei egymashoz hasonlitva P <0.01 valdsziniiségi szinten kiilonbdznek

egymastol, amelyet az abran ***-gal jeloltiink

4.2. A Salix viminalis L. kromoszémainak Kariotipizalasa molekularis
citogenetikai médszerrel

A fiiz metafazisos metacentrikus kromoszomai hasonlok, atlagosan 5 pum
alatti méretiiek ¢és masodlagos szerkezetek nem lathatok rajtuk. Ez a morfologiai
tulajdonsag azonban kevés ahhoz, hogy a 19 kromoszoémapar és a kromoszomak
egyedileg is megkiilonboztethetdk és azonosithatok legyenek. A fliz genomjanak
genetikai térképezése mellett a faj kromoszoma szerkezetét még nem
tanulmanyoztak alaposabban. Az 4altaldnosan hasznalt FISH protokollt flizre
optimalizaltuk és alkalmaztuk a kiilonb6z6 kromoszémak elkiilonitésére. Fontos a
genom helyzetének tanulmanyozasa molekularis szinten, mégha ismert iS az

Osszetétele a repetitiv DNS szekvenciaknak.

60



4.2.1. A Salix viminalis L. kromoszomak részleges kariotipus meghatarozasa a
fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH) soran alkalmazott heterolog DNS
probakkal

Célunk egy olyan FISH-alapu protokoll kidolgozasa volt, amely alkalmas a
fiiz kromoszomak kariotipizalasara. A FISH a jelolt heterolog DNS probakon alapuld
modszer, amellyel megvalosithatd a kromoszomak ¢és a kromoszomaparok
azonositasa, ezaltal elsé 1épésként a kariotipus részleges meghatarozasa. A fliz
gyokércsticsok teljes enzimatikus emésztése kritikus 1épése a preparatum
készitésnek, amely a metafiazisos kromoszomak megfeleld szétteriilésével a
hibridizacios jelek j6 detektalhatosagat biztositja. A gyokér szoveteinek citohelikaz
enzimmel torténd emésztése alapvetd ¢€s nélkiilozhetetlen része a megfeleld
mindségli fiiz citologiai preparatum készitésének. A preparatumokat DAPI festéssel
ellendriztiik, majd kivalasztottuk a tovabbi kisérletekre alkalmas mintékat.

A kisérletiinkben 9 jelolt repetitiv DNS probabol harom DNS klon mutatott
egyértelmil hibridizacids jelet a fiiz meghatarozott, kiilonb6zé kromoszéma régidin:
a pAsl, a HT100.3 és a pTa71 rDNS klon (2. tablazat). A tanulmanyozott ismétl6do
DNS szekvencidk elrendezddése a genom molekularis szintii tanulmanyozasanak egy
fontos szempontja. A centromerikus markerként hasznalt pAsl-jelolt DNS klon két
kromoszdémaparon adott jelet a centroméra régiojanak kozelében. A pAsl a Triticeae
fajtabol szarmazdé D-genom specifikus klon és megkozelitéleg 1 kb inszertet
tartalmaz az Aegilops tauschii-bol. Az ismétlodé szekvenciak szamos csaladjat
klonoztak a buzabdl és rokon fajajibol. Ezek a szekvencidk tandem elrendezddésben
0sszehangolva citologiai markerként alkalmazhaték a genom, a kromoszémak és a
kromoszoma régiok azonositasara. A jelen kutatdsunk az els6 olyan tanulmany
amelyben bemutathatjuk két kromoszémapar pAsl FISH mintazatat a fasszart fajok
kozott. Mindemellett a jelolt DNS probaként alkalmazott Afa-family, amely egy 340
bazisparbdl all6 tandem ismétld szekvencia, és alapvetden a pAsl szubklonja, nem
adott detektalhato FISH jelet egy fiiz kromoszoman sem.

A pAsl inszertje az ismétlddd szekvenciak harom egységébdl all. Minden
egyes szekvencia 336 vagy 337 bp és magas homologiat mutatnak a masikkal. Egy
egységen beliil, ahol latszanak konzervativ és valtozo régiok, gyakran eléfordul
baziscsere az A T, vagy a T A bazisok kozott. Ez a jelenség fontos lehet a repetitiv
szekvencidknak, hogy meg tudjak tartani a struktirajukat a kiilonb6zd genom

amplifikaciok és permutaciok soran (Nagaki et al. 1995).
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2. tablazat: A Salix viminalis L. FISH térképezés soran alkalmazott kiilonbozé DNS

probak, jelolésiik és detektalasa a fiiz kromoszoémakon

DNS préba | Jelolés Detektalhatd jel a
fiiz kromoszomakon
Afa family Digoxigenin -16- dUTP Nem
GAA Biotin-11-dUTP Nem
Ht100.3 Digoxigenin -16- dUTP Igen
pAll Biotin-11-dUTP Nem
pAsl Digoxigenin -16- dUTP Igen
pScl19.2 Biotin-11-dUTP Nem
pTa7l Biotin-11-dUTP Igen
pTa794 Biotin-11-dUTP Nem
Digoxigenin -16- dUTP+ Biotin-11-dUTP | Nem
ZCF1 Biotin-11-dUTP Nem

A Ht100.3 teloméra specifikus DNS proba a kromoszoémak telomérajan
mutatott hibridizacids jelet valtozo intenzitassal. Tovabba a tiszta hibridizacios jel
lekorlatozodott a két kromoszéma centroméra régidjara, amelyekrdl feltételezziik,
hogy parok lehetnek. A pTa71 rDNS proba jele minddssze csak egy kromoszémapar
egyik tagjan volt egyértelmiien detektalhat6 a telomerikus régio kozelében. A pAsl
DNS proéba jelét négy fliz kromoszoméan, azaz két feltételes kromoszomaparon tudtuk
detektalt hibridizacios jelek alapjan jol megkiilonboztethetok a feltételes
kromoszdmapérok. A piros, zold és fehér nyilak mutatjdk a FISH mint4zatok alapjan

meghatarozott feltételes kromoszoémaparokat.
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Ht100.3

23. abra: A Salix viminalis L. mitotikus kromoszomainak FISH mintazata heterolog
DNS probak alkalmazasaval. a: A DAPI kontrasztfestéssel vizualizalt Salix
viminalis L mitotikus kromoszomai. b: A pAsl DNS fragmentum FISH mintazata 2
kromoszoma telomérajan és 2 kromoszoma centroméra régiojanak kdzelében volt
detektalhatd, amelyet a piros nyilak mutatnak. c: A HT100.3 DNS préba FISH
mintazata egyes kromoszomak telomerikus régiojaban, mig mas kromoszomak
centroméra régiojanak kozelében volt detektalhat6. A mintazat alapjan feltételezett
kromoszémaparokat a z6ld nyilak mutatjak. d: A Salix viminalis L. kromoszémak
FISH mintézata és a feltételes kromoszémaparok azonositasa: fehér nyilak mutatjak
a HT100.3 DNS proba FISH mintdzata alapjan feltételezett kromoszomapart, piros
nyilak jelolik a pAsl DNS fragmentum FISH mintézata alapjan feltételezett
kromoszdmapart, zold nyil jeloli a pTa71 rDNS klon FISH mintazatat, amely

egyetlen kromoszoman volt csak jelen. (Méretarany: 5 pm)
Nagyon valosziniisithetd, hogy a detektalt fiiz kromoszémak tartalmazhatnak

heterokromatikus 1TSs-t (het-ITSs), egy nagy kiterjedésii teloméra-szerli DNS-t,

amely foleg a centroméranal helyezddik.
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Uj tudomanyos eredmények:

1. A fiz aktivalt oldalriigyeinek kolhicin kezelését kdvetéen flow
citometriaval, illetve kromoszomaszamlaldssal azonositottunk 16
fiiggetlen autotetraploid vonalat (Poli Plusz ,,ENERGO” variansok).
Ezek felszaporitasa el6szor in vitro tortént, majd a részletes
jellemzésiiket talajba torténd kitiltetés utdn iiveghdzi koriilmények

kozott végeztiik.

2. Digitalis fenotipizalasi rendszer segitségével jellemeztiik az egyes
genotipusok nodvekedési paramétereit és azonositottunk nagyobb
novekedési rataval rendelkezd tetraploid vonalakat a diploid

valtozathoz viszonyitva.

3. Kimutattuk, hogy az autotetraploid novények nagyobb levelekkel és
parenchima sejtekkel rendelkeznek, valamint egységnyi levélfeliileten

tobb CO»-ot fixalnak, mint a diploid ndvények.

4, A tetraploid genotipusok novényeinek mind a z61d hajtasai, mind a fas
szarai alacsonyabbak, de nagyobb hajtds és szar atmérdvel

rendelkeznek a diploid kiindulasi fajta novényeihez viszonyitva.

5. A Poli Plusz genotipusok gyokérzete nagyobb, mint a diploid fajta

ndvényei esetében.

6. Egy uj citologiai modszert dolgoztunk ki az energiafiiz (Salix

viminalis L.) kromoszémaszamanak meghatarozasahoz.
7. Heterolog, nem specifikus DNS probak alkalmazasaval meghataroztuk

a Salix viminalis L. ,,ENERGO” fajta kromoszomainak részleges

kariotipusat, és leirtunk két feltételezett kromoszomapart.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

5.1. A megduplazott genommérettel rendelkezé energiafiiz valtozatok

azonositasa

A természetben siiriin jatszodnak le a Salix nemzetségben intersepcifikus és
intraspecifikus hibridizaciok, amelyek allopoliploid utédokat eredményeznek (Dorn
1976, Barcaccia et al. 2003). A nemesités soran a bokorflizek biomassza hozamanak
novelése a keresztezési programokon alapul, amelyekkel szintén 1étre Iehet hozni
allopoliploid genotipusokat (Serapiglia et al. 2014). Ezen nemesitési munka
eredménye gondoskodik az autotetraploidok részletes jellemzésérdl és kiboviti az
ismereteinket a rovid vagasforduloju energiafiiz mesterséges genom duplikacidjanak
morfologiai és fejlodési kdvetkezményeirdl.

A kolhicinnel kezelt riigyekbdl regenerdlt magoncok jol jellemezhetd
valtozast mutattak a levél és a gyokér morfologidjaban mar az in vitro
tenyészetekben is. A szélesebb, kerekded levelek és a vastagabb gyokérzet korai
markerként szolgalhat a poliploid egyedek szelekcidjaban, amelyet a
kromoszomaszam meghatarozds ¢és az aramlasi citometria eredményei is
megerdsitettek. Sejtszinten a genom instabilitasa eléidézheti a kiméra, azaz
mixoploid egyedek megjelenését. A kimérak diploid és tetraploid sejteket is
tartalmaztak (Dudits et al. 2016).

A jelenlegi EU direktiva szerint a kromoszémaszam megsokszorozasi
technikdja nem mindsiill GMO eljarasnak. Ezért ez a biomassza hozamot noveld
modszer alkalmazhaté minden olyan orszdgban vagy régidban, ahol a transzgénikus
novények termesztését torvénnyel tiltjdk, annak ellenére, hogy génbeépitéssel

biztonsadgosan javithatok a ndvények bioldgiai teljesitoképessége.

5.1.1. Az autotetraploidia hatasa az elsodleges és masodlagos novekedésre

A novekedés jellemzése beleértve a biomassza felhalmozodast is, a ndvények
digitalis képfeldogozasaval kovethetd, amely az egyik alapvetd eszkoze a
fenotipizalasnak (Golzarian et al. 2011., Hartmann et al. 2011). A zo6ld pixelekkkel
Osszehasionlithato a zold felszin teriilete, amellyel jellemezhetd a hajtas biomassza

mennyisége, valamint a Iényeges kiilonbségek a diploid és tetraploid vonalak kozott.
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Ez a fenotipusos jellemzé megmutatja a magasabb vagy alacsonyabb z61d biomassza
produktivitast, igy Osszehasonlithatok a tetraploid és a diploid novények. A fiiggetlen
autotetraploid nyirfa csalddok valtozatainak néhany fenotipusos jellemzdje szintén
megfigyelhetd volt a magok kolhicin kezelését kovetden (Mu et al. 2012). Az egyes
hajtasok foldfeletti biomassza paraméterei egyedi tulajdonsaganak gondos vizsgalata
sziikséges a genommeéret modosulas kovetkezményének mélyebb
tanulmanyozasahoz.

A fliz novényekben a genom megduplazasat kdvetden a szarhosszusag és a
szar atmérd adatai jelentds eltérést mutattak. A szar hosszanak csokkenése mas
tetraploid fafajoknal is megfigyelhetd volt (Sérkilahti és Valanne 1990; Griffin et al.
2015). A diploid csaszarfak (P. tomentosa) 10%-kal magasabbak a tetraploid
tarsaikénal (Tang et al. 2010), mig a tetraploid nyirfak 19%-kal voltak alacsonyabbak
a diploid nyir vonalaknal (Mu et al. 2012). Az iiveghazi kisérletiinkben a vizsgalt
tetraploid vonalak tekintélyes valtozast mutattak a szarhosszusagban. Az elobbiekkel
megegyezOen az autopoliploidizacié kovetkezményeként tobb tetraploid fliz
genotipus mutatta a szar atméré megvastagodasaval egyiitt jard szarhosszisag
csokkenést. A mesterséges genomméret duplikacid tehat eltérd valtozast okozott a
fas szaru novények elsddleges és masodlagos foldfeletti novekedésében. Ez a két
funkcid Osszefliggésben van egymassal a természetben, amelyet egy mediterran
félcserje fajokkal végzett tanulmany is alatamaszt (Camarero et al. 2013).

A mesterségesen eléallitott ujfajta fiiz genotipus az autotetraploid genomjaval
a nemesitd program tekintélyes eredménye, amelynek széleskorii hasznositdsa a
késObbiekben kiemelkedden jovedelmezd lehet. A fas hajtdsok tomegének tovabbi
novelése ¢érdekében indokolt a triploid valtozatok eldallitasa. Az értekezésben
bemutatott tetraploid valtozatok nemesitési értéke abban nyilvanul meg, hogy
keresztezési partnerként szolgdlnak a diploid x tetraploid kombinacidkban.

A tetraploid genotipusok varhaté hasznositasa nem Kkimondottan a rovid
vagasforduloju iltetvényekben lesz, hanem inkabb kozvetleniil hasznosithatok a

hengeres fa eldallitasban.
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5.1.2. A fiiz genom megduplazasainak kozvetlen hatisa a levélzetre és a

biomassza hozam novelésére

A tobb fliggetlen autotetraploid energiafiiz vonal atfogd jellemzése soran
megallapithatd, hogy a genomméret valtozdsdnak kovetkezményeként Ilényegesen
megvaltozott a levelek szerkezete és funkcidja. Megnovekedett a levél biomasszija,
amelyet a levél alakjanak modosulasaval a hosszabb, szélesebb levélfeliilet kisért.
Ezek a jellemz6 fenotipusos tulajdonsagok mar ismertek mas autotetraploid
fasszartiakban (Ewald et al. 2009, Cai és Kang 2011, Harbard et al. 2012, Mu et al.
2012). A sejtszinten kiviili, a ploidfok valtoztatassal eldidézett levélméret novelése a
fafajok esetében kevésbé ismert. Az angolperje és a nadperje diploid ¢és
autotetraploid fu fajok kultiradiban mar végeztek részletes vizsgalatokat, amelyekben
bizonyitottak a poliploidok nagyobb levélméretét. A nagyobb levélméret eredménye
a megndvekedett sejt elongacios rata, de nem a hosszabb ideig tarté elongacios
periodus. A megnovekedett végsd sejtméret szintén kézremiikodott a levélméret
valtozasaban (Sugiyama 2005). A kinematikus mddszer nem mutat szignifikans
kiilonbséget a diploid €s tetraploid tenyészetek sejtcsoportjanak paramétereiben gy,
mint az osztddasi ratdban és a sejtciklus hosszaban. A tetraploid fiiz levelekben
kevesebb, de nagyobb parenchima sejtek voltak megfigyelhet6k (Dudits et al. 2016).

Korabban mar kitértiink ra, hogy a nagyobb levélfeliilet kétszerannyi CO»-0t
képes megkotni. A megemelkedett széndioxid fixacid, ¢és a tokéletesitett
fotoszintetikus hatékonysag felhivhatja a figyelmet arra, hogy a poliploid energiafiiz
variansokra alapozott rovid vagasforduloju energia iltetvények jelentds szereppel
birhatnak a klimavaltozas negativ hat4sainak csdokkentésében. Az ilyen iiltetvények
kedvezd hatasait noveli, hogy mind a z6ld, mind a f4s fliz biomassza alkalmas biogaz
eléallitasara.

Habar a jelen kutatasunk f6 nézépontjaban a tetraploid genotipusok korai
fejlodési stadiumaban leirhatd biomassza hozamanak jellemzése és a rovid
vagasforduloban torténd alkalmazasa all. Az uj genotipusok megfigyelése a
morfologiai ¢és fiziologiai tulajdonsagokon alapul. Az autotetraploidizacid
alkalmazdsa az Uj lehetdségekkel kombindlva jelentds novekedési elonyt

eredményezhet, kiillondsen a vegetativan szaporitott fafajok tovabbfejlesztésében.
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5.1.3. Az autotetraploid energiafiiz genommérete és a megniovekedett

gyokérrendszer kapcsolata

Az autotetraploid fafajok fenotipusos jellemzésének eredményei korabban
csak a novények foldfeletti jellegeirl szamoltak be (Balkesley et al. 2002, Ewald et
al. 2009, Tang et al. 2010, Cai és Kang 2011, Harbard et al. 2012, Mu et al. 2012).
Ez a tanulmany kib6viti az eddigi ismereteket és bemutatja a tetraploid energiafiiz
gyokérfejlodésének méretében és szerkezetében bekdvetkezett 1ényeges valtozasokat
a diploidokkal szemben. A dinamikusan fejlodé noévényfenotipizalasi kutatasok
eredményeként tobb alternativ modszer 1étezik mar a gyokérrendszer ndvekedésének
kiméletes monitorozasahoz, mint a talajnélkiili kozeg vagy a folddel toltott rhizotron
(Dudits et al. 2016). A genotipusok kozotti eltérés a gyokér biomasszaban mar az
els6 hetekben dokumentalasra keriilt. Az eredményeink azt igazoljak, hogy a hosszl
novekedési periodus utan a tetraploid genotipusok jelentésen nagyobb
gyokérbiomassza hozamot termeltek.

A megnovekedett gyokértomeg figyelemre méltd, amely a méregtelenitési
hatékonysagot javithatja, ezaltal a tetraploid genotipusok alkalmasabbak lehetnek a
nehézfémekkel szennyezett talajok bioremediaciojara.

A Poli Plusz tenyészanyagok felszaporitasa folyamatban van a szegedi
tenyészkertben és a Beck Antal Erdészeti Csemetekertben (Borjad), illteve a NEBIH
elinditotta a DUS vizsgalatokat. Hasznositdsa azonban csak abban az esetben
lehetséges, ha az egyes valtozatok a felszaporitasuk €s értékelésiik utan bekeriilnek a

fajtamindsitési rendszerbe.

5.2. Az energiafiiz molekularis citologiai jellemzése és részleges kariotipizalasa

A jelen értekezésben bemutatasra keriilt az alkalmazott fluoreszcens in situ
hibridizacios megkozelités eldnye a fas szaru fajok genomjanak molekularis
genetikai tanulmanyozasaban. A genetikai €s természettani térképezési technologiak
kombindldsa a fafajok genomikdjanak a kutatasaban és a kapcsolatban allo
nemesitési programokban kiemelt, egyre novekvd figyelmet kap. A standard FISH
protokoll optimalizaldsa nélkiilozhetetlen elofeltétele a kisérleteknek. Az
értekezésben leirt, heterolog probak alkalmazasaval elért eredmények alapjaul
szolgalhatnak és a jovoben felhaszndlhatok lehetnek az energiafiiz kariotipusanak
elkészitésében. A tovabbi kisérletekben sziikségessé valik a S. viminalis genomjabol
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fajspecifikus DNS klonok izolalasa, és ezek felhasznalasa, amely miatt fontossé valik
a FISH technologia ismételt optimalizalasa is. Ezen DNS probak alkalmazéasa
molekuldris citologiai markerként 1) informaciot nyujthatnak majd a fiz
kromoszoémak FISH mintazatanak tanulmanyozasaban (Németh et al. 2013). A fiz
genom egyedi kromoszomainak részletes citogenetikai analizise fontos szerepet
jatszhat majd a Salix fajok genomjanak tovabbi, magasabb szintii

tanulmanyozasaban.
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6. OSSZEFOGLALAS

A Salix viminalis L. (2n=38) egy diploid, kétszikii ndvényfaj, amely a Salix
nemzetségbe és ezen beliil a Salicaceae csaladba tartozik. Ezek a rovid
vagasforduloji fas szari energianovények az egyik legfontosabb megajulo
bioenergiaforrasok vilagszerte

A rovid vagasforduloji iltetvényben termesztett energiafiiz (Salix viminalis)
genom méretétdl. Az oldalriigyek kolhicin kezelésének eredményeként autotetraploid
fiiz genotipusokat hoztunk Iétre. Az ’ENERGO’ genotipusokbol 1étrehozott Poli
Plusz poliploid ,,ENERGO”, PP-E, (2n=4x=76) valtozatok foldfeletti részét a zold
Megfigyelhetd volt a hajtds biomasszdjanak a novekedése, amely elsdsorban a
nagyobb levélméretb6l ¢és a vastagabb szar atmérdbol szarmazott. Az
autotetraploidizaci6 lassabb elsddleges novekedést, de jelentds mértéki
szarvastagodast eredményezett, a szant6foldi vesszOkben megnétt a kéreg és a fa
rétegvastagsdga. A PP-E novények szélesebb levelet és vastagabb levélnyelet,
valamint nagyobb parenchima sejteket fejlesztettek. A levelek morfologiai valtozasai
jelentésen megnovelték a CO» fixacio hatékonysagat egységnyi levélfeliileten, amely
magasabb asszimilacios ratat és ezaltal nagyobb biomassza hozamot eredményez. A
gyokér denzitasdban és biomassza tOmegében szignifikans kiilonbség mutatkozott a
diploid és tetraploid genotipusok kozott. A tetraploid novények nagyobb méretii
kortex sejtjei a gyokerek megvastagodasat eredményezte. A bemutatott valtozatok,
azaz a tetraploid fiiz genotipusok jellemz6 tulajdonsagai j61 szemléltetik, hogy
miként lehet az energiandvényekben a kiillonb6zd ndvényi szervek méretének
fejlesztésével a biomassza hozamot ndvelni az autotetraploidzaci6 és a kromoszoma
szerkesztés technikdjanak a felhasznéalasaval.

A magas biomassza hozam elérésére iranyulé nemesitésben a fliz molekularis
genetikajat illetéen kevés a rendelkezésre 4ll6 ismeretanyag, amely kombinalhato
lehet a genetikai kapcsoltsagi térképezéssel. A jelen értekezésben a fluoreszcens in
situ hibridizaciés (FISH) protokoll alkalmazasaval egy 0j megkdzelités kertilt
bemutatasra, amely lehetové tette az energiafiiz genom Osszetételének citogenetikai
vizsgalatat a heterolog DNS klonok felhasznalasaval. A kiilonboz6, alkalmazott DNS
probak a pScl19.2, a pTa7l, a pTa794, a pAsl, az Afa-family, a pAll, a HT100.3, a
ZCF1 és a GAA mikroszatellit markerek voltak. A kilenc probabol harom mutatott
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egyértelmiien detektalhato jelet a fliz metafazisos kromoszémdin. A pTa7l proba
FISH mintazata egy nagyobb 18S-5.85-26S [rDNS Ilokusz az egyik
kromoszoémaparjanak rovid karjan volt felfedezhetd, azonban a pTa794 rDNS site
nem volt lathaté. A HT100.3 teloméra specifikus DNS klon jol kivehetd jelet
mutatott a centroméra régidjaban. A pAsl FISH jelét két kromoszdémaparon
azonositottuk. A tovabbi kisérletek soran a fiiz kromoszomakészlet FISH

mintazatanak jellemzése lehet az alapja a fiiz fajok kariotipizalasanak.
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7. SUMMARY

Salix viminalis L. (2n=38) is a diploid dicot species belonging to the Salix
genus of the Salicaceae family. These short-rotation woody crops are the most
important renewable bioenergy resources worldwide.

Biomass productivity of the energy willow Salix viminalis as short-rotation
woody crop depends on organ structure and function that are under the control of
genome size. Colchicine treatment of axillary buds resulted in a set of autotetraploid
S. viminalis var. Energo genotypes: Poli Plusz polyploid Energo PP-E (2n=4x=76)
with variation in the green pixel-based shoot surface area. We observed increased
shoot biomass principally derived from larger leaf size and wider stem diameter.
Autotetraploidy slowed down primary growth during early shoot development and
increased the shoot diameter as parameter of secondary growth. The duplicated
genome size enlarged bark and wood layers in twigs sampled from the field. The
PP-E plants developed wider leaves with thicker midrib and enlarged palisade
parenchyma cells. The morphological changes of leaves increased significantly the
efficiency of CO. uptake relative to the leaf area. The efficiency of atmospheric CO>
uptake by plants and of its photosynthetic assimilation into organic compounds as the
building blocks of biomass has a major impact on wood production capacity.
Autotetraploidization increased the biomass of the root system of PP-E plants
relative to diploids. Sections of tetraploid roots showed thickening with enlarged
cortex cells. The presented variation in traits of tetraploid willow genotypes provides
a basis to use autopolyploidization as chromosome engineering technique to alter the
organ development of energy plants in order to improve biomass productivity.

In breeding for high biomass productivity, limited knowledge is available on
the molecular cytogenetics of willow, which could be combined with genetic linkage
mapping. The present study describes the adaptation of a fluorescence in situ
hybridisation (FISH) protocol as a new approach to analyse the genomic constitution
of Salix viminalis using the heterologous DNA probes: pSc119.2, pTa71, pTa794,
pAsl, Afa family, pAll, HT100.3, ZCF1 and the GAA microsatellite marker. Three
of the nine probes showed unambiguous signals on the metaphase chromosomes.
FISH analysis with the pTa71 probe detected one major 18S-5.8S-26S rDNA locus
on the short arm of one chromosome pair; however, the pTa794 rDNA site was not
visible. One chromosome pair showed a distinct signal around the centromeric region
after FISH with the telomere-specific DNA clone HT100.3. Two chromosome pairs
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were found to have pAsl FISH signals, which represent a D-genome-specific insert
from Aegilops tauschii. Based on the FISH study, a set of chromosomes with these

presented characteristic patterns is presented, which could be used to establish the
karyotype of willow species.
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M2: A Kkisérletek soran felhasznalt torzsoldatok és munkaoldatok osszetétele

Torzsoldatok

20xSSC: 3M NacCl,
0,3M CsHsNazO7-2H20 (trinatrium-citrat dihidrat)
(pH 7,0)

10xPBS: 137 mM NaCl,
27 mM KCl,
80 mM Naz HPOq4,
15 mM KH2PO4
(pH 7,0)

TNB: 0,1M Tris-HCI,
150mM NacCl,
0,5% Blocking Reagent (Roche)

Munkaoldatok:
2xSSC (1000ml): 900 ml MQviz
100 ml 20xSSC

4xSSC-Tween (500ml): 400 ml MQviz
100 ml 20xSSC
2,5 ml 10% Tween20

1xPBS (1000 ml): 900 ml MQ viz
100 ml 10xPBS

paraformaldehid (50 ml): 50 ml MQ viz
29 paraformaldehid,
8 uL 8M NaOH
(pH 7,4)

etanol sorozat: 70% - 90% - 100% etanol
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Galbraith oldat: 0,2 M Tris-HCL
45 mM MgCI2
30 mM Na-citrat
20 mM 4-morfolin-propan-szulfonat (MOPS)
1 %-os Triton X-100
(pH 7,0)

Carnoy oldat: 100%-o0s etanol : 99%-os ecetsav 3:1 aranyu keveréke

88



M3. A Kkisérletek soran a névényregeneraciora felhasznalt taptalajok dsszetétele

MS (Murashige & Skoog, 1962) taptalaj:

NHsNO3

KNOs

CaCl>x2 H,0O
MgSQO4x7 H20
KH2PO4

H3BO3
MnSQO4xH>0
ZnS0O4xH>0

Kl

NaMoO4x2 H,0
CuS0O4x5 H20
CoCl>x6 H20
FeSO4x7 H20
Na;EDTAx2 H,0
mio-inozit
nikotinsav
tiaminxHCI
piridoxinxHCI
glicin

szacharoz

agar

pH: 5,7-5,8

1650 mg/I
1900 mg/I
440 mg/l
370 mg/I
170 mg/I
6,2 mg/I
16,9 mg/I
8,6 mg/I
0,83 mg/I
0,25 mg/I
0,025 mg/I
0,025 mg/I
27,8 mg/l
37,3 mg/l
100,0 mg/I
0,5 mg/l
0,1 mg/l
0,5 mg/l
2,0 mg/I
30000 mg/I
8000 mg/I
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Y5-szeres MS téaptalaj:

825 mg/I
950 mg/I
220 mg/I
185 mg/I
85 mg/I

3,1 mg/l
8,45 mg/l
4,3 mg/i
0,415 mg/I
0,125 mg/I
0,0125 mg/I
0,0125 mg/I
13,9 mg/I
18,65 mg/I
50 mg/I
0,25 mg/I
0,05 mg/I
0,25 mg/I
1,0 mg/I
15000 mg/I
4000 mg/I
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hosszii tanulmanyaim sordn gondoskodasukkal, szeretetiikkel és segitségilikkel

mindvégig aldozat készen €s kitartdoan tamogattak.
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