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A MUNKA ELOZMENYEIL A KITUZOTT CELOK

Hazéankban az §szi buza (Triticum aestivum ssp. aestivum L., 2n=6x=42, AABBDD)
¢lelmezésben betoltott kiemelkedd helye, vetésteriiletének nagysdga valamint az exportra szant
mennyisége jol tiikkrozi e novényfaj meghatarozo szerepét a ndvénytermesztési agazaton belil. A
termelés mértékét és mindségét nagymértékben befolyasolhatjdk a kedvezodtlen kornyezeti
hatasok is. A buza agronomiai tulajdonsagai, elsésorban a kiilonféle betegségekkel szembeni
ellenalloképessége javithatd a szélesebb genetikai diverzitassal rendelkez6 novényfajok
nemesitésben valo felhasznalasaval. A genetikai variabilitas novelésének egyik hatékony eszkoze
a buzaval rokon fajokkal torténd keresztezés, mely sordn fajidegen egyedi kromoszomadkat
vihetlink a recipiens novénybe. A fajidegen kromoszoémék hasznos agrondmiai tulajdonsagokat,
példaul betegségekkel, biotikus és abiotikus stresszfaktorokkal szembeni ellendlloképességet
noveld géneket hordozhatnak. Az eldnyds tulajdonsdgok mellett azonban kedvezdtlen
tulajdonsagokat is magukkal hozhatnak, ezért a génatvitel végsd célja az, hogy a teljes idegen
kromoszéma helyett csak a kivant tulajdonsagokat kodold géneket tartalmazod kromoszoéma-
fragmentumot tartalmazza a recipiens fajta. Fontos, hogy a beépiilt kromoszoma vagy
kromoszéma-szegmentum képes legyen kompenzdlni a kiesett buzakromoszoma vagy
kromoszémaszakasz hatasait. A kompenzaciét leginkabb a homeoldg kromoszémak képesek
kivaltani. A homeoloég kromoszémak parosodasat — és igy az intergenomikus transzlokaciok
indukalasat — az 5B kromoszoman levé, kromoszomaparosodast kontrollalé Phl 16kusz gatolja.
transzlokaciok létrejotte. A kromoszoémakra specifikus mikroszatellit markerek alkalmazéasaval
lokalizalhaté az idegen kromoszomaszakasz helye, valamint kelld markersiirliség mellett a
toréspontok helye is meghatarozhatd. Citogenetikai modszerekkel a kiilonb6zd genomokbol
szarmazd kromoszoma-fragmentumok kimutathatok, valamint a genomon beliili kromoszéma
atrendezOdések ¢és a toréspontok helye is egyarant vizsgalhato. A kérdéses genom
kromoszomainak azonositdsa szintén citogenetikai mdodszerekkel végezhetd el. A molekularis
markerek mellett a biokémiai markerek, példaul az adott fajra jellemzd tartalékfehérjék is
jelezhetik az idegen kromoszoéma jelenlétét vagy hidnyat. Az idegen kromoszoma térése utan a
kiilonbozé méretli €s helyzetli transzlokéciot tartalmazo utdodndvények vizsgalataval (példaul
koérokozd mesterséges fertdzés inokuldldsaval) hatdrozhaté meg a hasznos tulajdonsdgot kddolod
géneket tartalmaz6 kromoszoma-szegmentum jelenléte a genomban. A nemesités ezt kdvetd
szakaszaiban a kivant tulajdonsagot hordoz6 transzlokacids torzsek citogenetikai stabilitdsanak
elérése a cél. A biotechnologiai modszerek fejlédésével napjainkban mar a buzaval tavolabbi
rokonsagban 1évé novényfajok is keresztezhetok és felnevelhetok. A buzaval legalabb egy
homeolog genomot tartalmazd fajokbol a hasznos gének keresztezéssel, majd amfiploidok
eléallitasaval atvihetok a recipiens buzaba. A Triticum timopheevii (Zhuk.) ismert a
betegségekkel szembeni ellendlloképességérdl, és bar viszonylag sok kutatas alanyaként szerepelt
¢és tobb rezisztenciagént azonositottak mar beldle, szamos olyan gént hordozhat még, amelyek a
termesztett buza agrondmiai tulajdonsagainak javitasara szolgalhatnak.



A munka soran célul tiztiik Ki, hogy olyan 6B.6G transzlokaciot hordozo buzatorzseket hozzunk
1étre, amelyek rendelkeznek a T. timopheevii-b6él szarmazo levélrozsda ellenallosaggal, de
mentesek az idegen kromoszomaval bevihetd hatrdnyos agronomiai ¢és mindségi
tulajdonsagoktol. Ennek elérése érdekében a kovetkezo kisérleteket végeztiik:

1. A 6G kromoszoma gyors kimutatasa és kdvetése céljabol a 6G(6B) szubsztitucidt hordozo
»AMP12” torzs, a 6G kromoszoéma donor ndvénye, a T. timopheevii és a buza 6B
kromoszomaja kozott polimorf mikroszatellit markerek keresése.

2. A polimorf és a nem polimorf markerek tesztelése 6B-nulliszom genotipusokon a
specificitds meghatarozasa érdekében.

3. A 6G ¢és 6B kromoszoémak kozotti rekombinacid indukalasa céljabol a Chinese Spring CO4
torzzsel keresztezett, 6G(6B) szubsztitucidt hordozo (,,AMP12”) utdédok egymast koveto 3
nemzedékének vizsgalata polimorf mikroszatellit markerekkel a 6B és 6G kromoszomak
kozotti esetleges atépiilések azonositasa érdekében.

4. A T. timopheevii kromoszomainak azonositasa és kariotipusanak meghatarozasa genomi és
fluoreszcens in situ hibridizacioval.

5. Az ,AMPI12” torzs 6G kromoszoémajanak azonositdsa FISH-sel, repetitiv  DNS probak
segitségével.

6. A 6B.6G transzlokaciot hordozoé utodok vizsgalata in situ hibridizacioval, 6sszehasonlitasa a
6G(6B) szubsztituciot és a 6B kromoszomat tartalmazo utodokkal.

7. A 6G(6B) szubsztituciot és transzlokaciot hordozé utdédok valamint a  T. timopheevii
génbanki tételek elemzése savas poliakrilamid gélelektroforézissel az idegen
kromoszoma/kromoszoma-szegmentum azonositasa céljabol.

8. A 6G(6B) szubsztituciét hordozé (,,AMP12”) torzs ¢€s tobb martonvasari buzafajta
keresztezésébdl szarmazo utddndvény vizsgalata a polimorf mikroszatellit markerekkel.

9. Az ,,AMP12”, a kontroll genotipusok és a 6B.6G transzlokaciot hordozo ill. nem hordozo
»AMP12” x Chinese Spring CO4 valamint az ,,AMP12” és tobb martonvésari buzafajta
keresztezésébdl szarmazo utdodok levélrozsdaval szembeni ellendlloképességének vizsgalata
mesterséges fertdzéssel liveghdzban illetve szant6foldi koriilmények kozott.



ANYAG ES MODSZER

Névényi anyagok
1. T. timopheevii /T. aestivum 6G(6B) szubsztitucios torzs (,,AMP12”): az ,,AMP12”

buizatorzs a Fleischmann-481/Triticum timopheevii amfiploid Mironovszkaja-808 és
Mv14 buzafajtaval visszakeresztezett 42 kromoszomaszamu, lisztharmattal és
levélrozsdaval szemben rezisztens utoda.

T. timopheevii genotipusok: vizsgalataink soran tizenkét T. timopheevii genotipust
hasznéltunk a kiilonb6zd kisérletekben.

A 6G(6B) szubsztitucios torzs (,,AMP12”) x CO4 keresztezések utodai: az ,,AMP12”
torzs és az Ae. speltoides-bol szarmazo Phl szuppresszor gént hordozo, Chinese Spring
alapu buzatorzs (Chinese Spring CO4) keresztezésébdl kapott utodndvények Fs-t6l Fg
nemzedékét vizsgaltuk.

Az ,,AMP12” és egyes martonvasari buzafajtak keresztezésének utddai.
Chinese Spring CO4 6B nulli-tetraszém vonalak.

Kontroll névények [az ,,AMP12” torzs sziil6 fajtait hasznaltuk a kiilonb6z6 kisérletekben:
Mv14, Fleischmann-481, Mironovszkaja-808, T. timopheevii (TRI1677), T. timopheevii
(MvGB573), valamint, a Chinese Spring CO4, Mv Magdaléna, Mv Palotas, Mv27-2000,
Mv Emese, Mv Csardas ¢s Mv Mez6f0ld fajtakat hasznaltuk a kiilonboz6 vizsgalatok
soran].

Molekularis markerek tesztelése, PCR reakciok

A T. timopheevii, az ,,AMP12” és a btiza kontrollokon teszteltiink 42 darab, az irodalmi

adatok szerint a buza 6B kromoszomajara térképezett mikroszatellit markert (1. abra).

6B

cM

0 gwmo613

2 wme4 19

3 wmce486

5 £\ barc76

9 [ wmc487

14 = wmel04 gwm132
16 . cfdl

17 cfdl3a

27 . gwm518

29 = wmeS97 wmed94
32 = ewm508

34 gwml9l gdml13
35 wmce737

36 ewml93 wme398
37 = gwml33

38 = ewm36l

39 - gwmo644

40 —] wme397 wme756 wmel05
41 = gwm88

42 — owm?70

43 — barc146

44 — barc198 wmcl82
45 wme726 wme79
46 . wme748 wmce786
47 wme539 barcl27
48 - ewmb626

49 1 wmel52

52 .

55 barc24

59 owm219

60 barc178

64 wmedl7

82 7 barc134

1.4bra. A vizsgalat soran alkalmazott mikroszatellit markerek elhelyezkedése a 6B kromoszoman.



Citogenetikai modszerek

A citologiai preparatumokat a csirdz6 szemek gyokércsticsaibol készitettiik el. A
mikroszkop alatt ellendrzott, megfeleld mitotikus indexszel rendelkez6 preparatumokat a
felhasznalasig -20 °C-on taroltuk.

A probadk jelolése

Az in situ hibridizaciohoz teljes genomi DNS-t izoldltunk fiatal névények leveleibol
fenol-kloroform alkalmazasaval. A GISH-hez teljes genomi DNS-t izolaltunk rozsbol, Ae
speltoides-bél és T. urartu-bol. A rozs (2n=14, RR) és a T. urartu (2n=14, A"A") DNS-t
digoxigenin-11-dUTP-vel jeloltiik random priming modszerrel. Az Ae. speltoides Tausch.
(2n=14, SS) DNS-t biotin-16-dUTP-vel jeloltiik szintén random priming mddszerrel. A FISH-hez
a pScl19.2, az Afa family, a (GAA); és a pTa7l repetitiv probakat hasznaltuk. A probakat a
kombinaciotol fiiggden biotin-11-dUTP-val és a digoxigenin-16-dUTP-vel jeloltiik.

Fluoreszcens in situ hibridizacio

A hibridizaciot megel6zéen a kivalasztott preparatumokat RN-azzal kezeltiik, frissen
készitett pepszin oldatban emésztettiik, majd lemostuk. A kromoszomakat ezutan utofixaltuk,
jelolt probat és a blokkold DNS-t is tartalmaz6 hibridizacios keverékkel a denaturalds utan egy
¢jszakan at folytattuk a hibridizaciot 37 °C-on. Ezt kovetéen streptavidin-FITC és anti-
digoxigenin-rodamin-nal inkubaltuk a targylemezeket. Az inkubalas utan a lemezeket lemostuk
¢és kontrasztfestékként DAPI-t tartalmazo fakulast gatld keverékkel fedtiik le. A FISH-t kovetéen
a preparatumokat Zeiss Axioskop-2 fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk.

Genomikus in situ hibridizdacio

A GISH-t a T. timopheevii kromoszéma preparatumokon a FISH hibridizacios jelek
lemosasa utan végeztik el. Az ,,AMP12” térzson kiilon végeztiik el a FISH-t és a GISH-t is. A T.
timopheevii preparatumok esetében 70 ng jelolt A-genom specifikus probat (T. urartu) valamint
a probak mennyiségéhez képest 200 x koncentracioban blokkoldé DNS-t (Ae. speltoides)
tartalmazott a keverék. Az ,,AMP12” torzsek esetében teljes rozs (Secale cereale L.) genomi
DNS-t jeloltink digoxigenin-11-dUTP-vel. Blokkoloként genomi buza (Mv9krl) DNS-t
alkalmaztuk a jeldlt proba mennyiségéhez képest 35x koncentracidoban.

Tartalékfeherje (gliadin) analizis egy dimenzios A-PAGE modszerrel

A fehérje izolalas soran a buzaszemek csira részét levagtuk, majd az endospermiumot
tartalmazoé részt mozsarban lisztté Oroltiik. A puffer hozzdadéasa utan a mintakat akrilamid gélre
vittiik fel és vertikalis futtatokadban futtattuk a gélt 10 °C-on, 10 percig 220V, 30mA 10W
ellenallas mellett majd 2 6ra 30 percig 550V, 70mA 38 W ellenallas mellett.



Uveghazi mesterséges rozsdafertozés

Az tliveghdzi mesterséges rozsdafertdzéses kisérleteknél uredospdra szuszpenzidval
mesterségesen fertdztikk a kivalasztott genotipusokat az ,,AMP12” x CO4 keresztezés Fg és Fs
nemzedékébdl illetve az eldzetes, molekuldris markerekkel végzett vizsgalatok eredménye
alapjan a 6G kromoszémat hordoz6é ,,AMP12” x Mv27-2000, ,,AMPI12” x Mv Csardas,
»~AMP12” x Mv Magdaléna, ,,AMP12” x Mv Emese, ,,AMP12” x Mv Palma, ,,AMP12” x Mv9
keresztezések F, nemzedékébdl. Kontrollnak a Chinese Spring CO4, az ,,AMP12”, az Mvl14
buzafajtat valamint az Mv Emese, Mv27-2000, Mv Csardas, Mv Palma és Mv Magdaléna fajtakat
hasznaltuk. A mesterséges inokuldciohoz sziikséges levélrozsda fert6zéanyagot fogékony
novényeken allitottuk eld (Alcedo Oszi buzafajta). A levélrozsda fert6zésre valdé fogékonysag
vizsgalatat patotipus keverékkel végeztiik. A fertdzéshez hasznalt populacid avirulens az Lr9 és
Lr1l9 gént hordozo differenciald torzseken, nyomokban fertzte az Lr24, Lr28, Lr29 Thatcher
alapu kozel-izogén vonalakat és virulens 31 Lr génre, vagy allélre (Lrl, Lr2a, Lr2b, Lr2c, Lr3,
Lr3bg, Lr3ka, Lr10, Lr1l, Lrl12, Lrl3, Lrlda, Lrl4b, Lrl5, Lrl6, Lrl7, Lr18, Lr20, Lr21, Lr22,
Lr23, Lr25, Lr26, Lr30, Lr32, Lr33, Lr34, Lr35, Lr37, Lr38, Lr44).

A fertézést két fejlodési fazisban, két ismétlésben végeztik el. Az elsd kisérletben 2 leveles
allapotban 1évo fiatal ndvényeket fertdztiink. A masik kisérletben a mar vernalizacion atesett,
Zadoks skala szerinti 13-as fejlettségli buzandvényeken végeztiik el a fertézést. A legalsod
leveleket fertdztiik meg uredospora szuszpenzidval, majd a fertdzés utdn 48 oOrén keresztiil a
gomba fejlodésének optimalis koriilményeket biztositottunk. A novények fertdzottségét a 12. és
20. napon értékeltiik.

Szantofoldi természetes rozsdafertézodés

Az ,,AMP12” torzset és szamos ,,AMP12” x Chinese Spring CO4 utddot (F4 és Fs
nemzedék) szant6foldon vetettiink el, hogy természetes koriilmények kozott vizsgalhassuk a
levélrozsdaval szembeni ellenalloképességet. Kozvetleniil az ,,AMP12” torzs mellé, valamint az
egeész vizsgalt blokk koré fogékony blza genotipust vetettiink. A fert6zottség mértékét 0-4 skala
alapjan felvételeztiik (O=rezisztens, 4= teljesen fogékony).



EREDMENYEK

Fenotipusos jellemzés

Az ,,AMP12” kalasza jellegzetes orsé alaku, kozepesen tométt, felsé kaldszkain rovid
szalkacsonkok talalhatok. A sziil6 buzafajtak koziil a Fleischmann-481, valamint a
keresztezéshez hasznalt T. timopheevii genotipus kalasza volt szalkas. Az ,,AMP12” x
Chinese Spring CO4 keresztezés utodainak kaldsztipusa nagy valtozatossagot mutatott. A
tulnyomoan az ,,AMP12”-h6z vagy a Chinese Spring CO4-hez hasonlitd, tobbnyire tar
kalaszok mellett megjelentek szalkacsonkos, szalkas, rovid szalkds és két esetben a megnyutlt
pelyvaleveli utodok is.

Mikroszatellit markerek polimorfizmus vizsgalata a 6B és 6G kromoszéomakon

A 6G ¢és a 6B kromoszomak kozotti polimorfizmus megallapitasdhoz a 42
mikroszatellit markert az Mvl4, a CO4, az ,,AMP12” ¢és T. timopheevii genotipusokon
teszteltiik el6szor. A PCR reakcidk optimalizalasa utan a 42 mikroszatellit marker koziil 12
(wmc486, wmcl104, gwm508, gwm193, gwm361, wmc397, barc198, wmc539, gwm626,
barc24, gwm?219, wmc417) bizonyult polimorfnak a buza 6B és a T. timopheevii 6G
kromoszoémaja kozott. Ezek koziil 3 markert a 6B kromoszéma rovid karjara (wmc486,
wmc104, gwm508), harmat a centroméra kornyékére (gwm193, gwm361, wmc397), hatot
(barc198, wmc539, gwm626, barc24, gwm219, wmc417) pedig a kromoszoma hosszua karjara
térképeztek.

A mikroszatellit markerek tesztelése 6B nulliszomas vonalakon

A 6B kromoszomara térképezett markereket 6B nulliszom vonalakon is teszteltiik
abbol a célbol, hogy a 6B kromoszomara vald specifikussaguk megallapithatd legyen. A
vizsgalathoz nulli 6B-tetra 6D illetve nulli 6B-tetra 6A Chinese Spring vonalakat hasznaltunk.
A nulliszomiat elézetesen in situ hibridizacidval ellendriztiik. Azok a mikroszatellit markerek,
amelyek polimorfnak bizonyultak a 6G és a 6B kromoszémakon, nem, vagy nem specifikus
termékeket szaporitottak fel a nulliszom vonalak mintdin, ami bizonyitotta azt, hogy a
kivalasztott markerek a 6B kromoszdmara specifikusak.

6G(6B) szubsztitucios torzs (,AMP12”) x CO4 utodnemzedékek elemzése mikroszatellit
markerekkel

Az ,,AMP12” torzs és a Chinese Spring CO4 Phl szuppresszor gént hordozd vonal
keresztezésével lehetévé valik az ,,AMP12” torzs 6G ¢és a Chinese Spring 6B
kromoszdémajanak rekombinaciodja és ezaltal a 6B.6G transzlokaciok indukaladsa. A vizsgalatot
51 db, az F3 nemzedékben levd utoddal kezdtiik el. Az iiveghazban elvetett és felnevelt
ndvényeket az esetleges transzlokéciok feltérképezése érdekében az eldzetes vizsgalatok
szerint polimorf mikroszatellit markerekkel teszteltiikk. Az el6z6ekben targyalt F3 nemzedéket



kovetd F, generéaciot vetettiik el az iliveghazba. Az utdédnovényeket szintén a polimorf
mikroszatellit markerekkel teszteltiik és kivalogattuk a markerekkel végzett vizsgalatok
alapjan transzlokaciot tartalmazd példanyokat. A 165 elvetett buzaszem koziil 9 hordozott
transzlokaciot. Ez a 9 ndvény haromféle transzlokacio-tipust hordozott az SSR markerekkel
kapott eredmények alapjan (1. tablazat). Az egyiknél a 6B kromoszoma-szegmentum a 6G
kromoszoma hosszu karjanak végére transzlokalddott (A és B), ezeknél a markerek a T.
timopheevii 6G kromoszoémajara jellemz6 savot mutattak, és a wmc417 marker adott a blzara
jellemzo jelet. A C, D, I és E mintadkndl a rovid kar egy része cserélodott ki a 6B
kromoszomara. Ebben az esetben a wmc486, wmc104 és gwmS5S08 markerek a bliza 6B, a
tobbi marker a T. timopheevii 6G kromoszomajara utalé mintazatokat mutatta. A harmadik
tipusnal (F, G, H) szintén a hosszl kar egy nagyobb darabja helyezddott at az eredeti 6G
kromoszémara (1. tablazat). Ezeknél a gwm219 és a wmc417 markerek a buza 6B
kromoszémajara, a tobbi a T. timopheevii 6G kromoszomajan specifikus termékeket
szaporitottak fel.

1.tdblazat. Az F; nemzedék 6B.6G transzlokacidot hordoz6 genotipusainak polimorf
mikroszatellit markerekkel feltérképezett kromoszoma-atrendezddései. A G a T. timopheevii
6G, a B a buza (Chinese Spring CO4) 6B kromoszdméjara jellemzé méretli terméket (vagy
annak hidnyat) jelzi.

Rovid kar Centroméra Hosszu kar
Genotipus
wmc486 | wmc104 | gwm508 | gwm193 | gwm361 | wmc397 | barc198 | wmc539 | gwm626 | barc24 | gwm219 | wmc417
A G G G G G G G G G G G B
B G G G G G G G G G G G B
C B B B G G G G G G G G G
D B B B G G G G G G G G G
E B B B G G G G G G G G G
F G G G G G G G G G G B B
G G G G G G G G G G G B B
H G G G G G G G G G G B B
1 B B B G G G G G G G G G

Az F4 nemzedék transzlokacidt hordozé utddainak kaldszait izolaltuk majd a kaldszutodok
mindegyikét iliveghdzban, a transzlokéaciot nem tartalmazd ndvények magjait szant6foldi
kisérletben vetettiik el.
Az ezt kovetd nemzedékben a mikroszatellit markerekkel val6 tesztelés utan az utodok 40%-a
hordozta valamelyik transzlokacidé tipust. A G és H jeli mintdkndl variadlodott a
transzlokalodott szegmentum nagysaga.

A vizsgalataink soran Osszesen 150, ,,AMP12” x Mv Magdaléna, ,AMP12” X Mv
Palotas, ,,AMP12” x Mv27-2000, ,,AMP12” x Mv Emese, ,,AMP12” X Mv Csardas és
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»AMP12” x Mv Mez6fold fajtak keresztezésbdl szarmazo F; nemzedékii szemet is vetettiink
az liveghazba. A 6B-6G kromoszomak kozott polimorf mikroszatellit markerekkel teszteltiik,
hogy a novények koziil hany hordoz 6G(6B) szubsztituciot. A 6G(6B) szubsztiticié a 2.
tablazatban lathatd aranyokban jelent meg.

2. tablazat. A 6G(6B) szubsztiticié megjelenése a 6G(6B) szubsztitucios torzs (,,AMP12”) és
tobb martonvasari buzafajta keresztezésébol szarmazo Fz nemzedékben.

6G(6B) Vizsgal 6G(6B) Vizsgal
szubsztiticiot t Gsszes szubsztitlciot t dsszes
hordozé utédok  névény hordozé utédok  novény
kombinacio szama (db) (db) kombinacié szama (db) (db)
HAMP12”x My
Csardas 5 30 »AMP12”x Mv Palma 3 33
»AMP12”x Mv
LAMP12”x Mv27-2000 4 16 Magdaléna 7 28
»AMP12”x Mv
LAMP12”x Mv Emese 3 15 Mez6fold 8 28

A 6G(6B) szubsztitucios torzs (,,AMP12”), az Mvi4, a Fleischmann-481 buzafajta és a T.
timopheevii citogenetikai jellemzése

A Fleischmann-481 és az Mv14 fajta FISH kariotipusat a pSc119.2, az Afa-family és a
pTa7l repetitiv probakkal hatdroztuk meg. Az Mvl4 a rozsbol szarmazo 1BL.1IRS
transzlokaciot hordozza. A T. timopheevii kromoszoémainak azonositasahoz eldszor FISH-t
majd GISH-t alkalmaztunk ugyanazokon a targylemezeken. A pSc119.2, az Afa-family és a
pTa7l probaval lehetévé valt a T. timopheevii kromoszoémak azonositasa. A 6G kromoszéma
a tobbitdl konnyen elkiilonithetd az er6s pTa7l €és pScl19.2 hibridizacios jelek alapjan. A
pScl19.2 préba a 6G kromoszoma rovid- €s hosszu karjanak terminalis részére hibridizalt.
Afa-family jelek a 6G kromoszoma szatellitjének szubterminalis részén jelentek meg. A T.
timopheevii kariotipus pontos kidolgozasahoz a (GAA) repetitiv probat is felhasznaltuk.

Az ,AMPI12” a buza 6B kromoszomaja helyett a T. timopheevii 6G kromoszomajat
tartalmazza. A 6G kromoszéman megfigyelhetd hibridizadciés mintdzat megegyezett a T.
timopheevii 6G kromoszomajan megjelend hibridzacios jelekkel. A 6G kromoszoman a
(GAA); repetitiv proba mintazata nagyon hasonléo a T. timopheevii 6G kromoszomajan
megfigyelhetd (GAA); hibridizacios jelekhez.

Az ,AMP12” a 6G(6B) szubsztiticion kiviil az 1BL.1IRS transzlokaciot is tartalmazza,
amelyet GISH-sel is azonositottunk.

A 6G(6B) szubsztitucios torzs (, AMP12”) x CO4 utodnemzedékeken végzett
citogenetikai vizsgalatok

Az ,AMP12” x CO4 keresztezések Fs nemzedékének molekularis markerekkel torténd
tesztelése utan a transzlokacidkat hordozo illetve transzlokéaciot nem hordozo (teljes 6G vagy
6B kromoszoémat tartalmazo) novények F6 nemzedékét FISH-sel vizsgaltuk. Kontrollnak a
Chinese Spring CO4-et, a T. timopheevii (TRI677) genotipust és az Mv14 fajtat valasztottuk.
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A FISH-hez a pSc119.2, az Afa-family, a pTa71 és a (GAA); repetitiv probat hasznaltuk.

Szamos mintdban a 6G-nek feltételezett kromoszoméakon a pScll19.2 proba
hibridizaciés mintazatdban kiilonbség jelentkezik. A T. timopheevii 6G kromoszémajanak
szatellit részén termindlisan két pSc119.2 hibridizacios jel lathato, de egyes mintdknal nem
jelenik meg ez a jel. A kontrollként hasznalt Chinese Spring CO4 6B kromoszémajanak rovid
karjan szintén nem jelenik meg ez a terminalis pSc119.2, ami a buzafajtak tobbségétdl eltérd
hibridizacios jegy. Tehat azoknal az ,,AMP12” x CO4 mintaknal, amelyeken a szatellit
terminalis részére a pSc119.2 proba nem hibridizalodott, vélhetéen a 6G kromoszoéma rovid
karjanak egy része a Chinese Spring CO4 6B karjara cserélodott ki. Azokban a mintakban,
amelyek nem a rovid, hanem a hosszt karukon hordozzak a transzlokaciot, a pSc119.2 préba
a szatellit terminalis részén ugyanolyan hibridizacios jelet adott, mint a T. timopheevii
esetében. A 6B.6G és az ,,AMP12”-b6l szarmazo 1BL.1RS transzlokaciéo a Chinese Spring
CO4-gyel valo keresztezés utan is megmaradt vagy kiesett vagy heterozigdta formaban jelent
meg az utddokban.

A citogenetikai és a molekularis markerekkel végzett elemzés Osszevetése

Az ,,AMP12” x CO4 keresztezés Fg nemzedékébdl citogenetikai modszerekkel tesztelt
utodok koziil kivalasztottunk a FISH eredmények szerint 6B.6G transzlokaciot hordozo,
illetve csak 6G(6B) szubsztituciot vagy a 6B kromoszomat tartalmazo utdodokat. Ezek magjait
a FISH-hez sziikséges gyokerek levagasa utdn tovabb neveltik és a 14 napos
csirandovénykékbdl DNS-t izolaltunk. A 12db, 6G és 6B kromoszomak kozott polimorf
markerrel teszteltiik a mintdkat. A 6B.6G transzlokacid FISH-sel azokban a ndvényekben
mutathato ki, amelyekben a transzlokacié a rovid kar egy részét érinti. Ezeknél a molekularis
markerekkel végzett vizsgalatok alatdmasztottdk a FISH mint4zat eredményeit.

Gliadin frakcio elemzése

A savas poliakrilamid gélelektroforézis soran dsszehasonlitottuk az ,,AMP12” torzs, a
Chinese Spring CO4 illetve az ezek keresztezésébdl szarmazé 25, Fs nemzedékii ,,AMP12” x
CO4 utod tartalékfehérje mintdzatat. Emellett az ,,AMP12” torzs kialakitdsa soran hasznalt
fajtakat (MIR808, Fleischmann-481) illetve az ,,AMP12” x Mv Csardéas ¢és ,,AMP12” x
Mv27-2000 keresztezésének 6G(6B) szubsztituciot hordozé utddait, 0sszesen 38 mintat
vizsgaltunk. Mivel a 6B kromoszomat érintd szubsztituciot/transzlokaciot jelz6 mintazatot
hordoz6 minta alfa/béta-gliadin savjai alapjan azonosithaté a 6G kromoszoma szubsztit(icio,
azonban a 6B.6B transzlokacid azonositasa egy dimenzids karbamidos savas gélben nem jart
sikerrel.
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A transzlokaciot hordozo utodok levélrozsdaval szembeni rezisztenciajanak vizsgalata

Kisérletiinkben a 6B.6G transzlokaciot hordozo ,,AMP12” x CO4 Fg utédokat két
eltérd fejlodési tazisban vizsgaltuk: az egyik csoportba a 6 hetes vernalizacios periddus utdn
cserepekbe {iltetett idosebb, a masik csoportba pedig 2 leveles fiatal novények tartoztak.

Uveghazi mesterséges levélrozsda fertozések

A nem vernalizalt csoport novényei kozott rezisztens ¢és fogékony egyedeket is
megfigyeltiink. Felvételezéseinket a fert6zéstdl szamitott 12. és 20. napon végeztik. Az
»AMP12” torzs mindegyik ismétlésben nagyon ellenallonak bizonyult a levélrozsdaval
szemben, ugyanakkor a kontrollnak hasznalt Mv14 ¢és Chinese Spring CO4 ndvények
fogékonynak vagy mérsékelten fogékonynak bizonyultak.

A vizsgalt 41 genotipusbol 29 db, 6-féle 6B.6G transzlokacio tipust tartalmazo ,,AMP12” x
CO4 utodok tobbsége nagyon ellenalld illetve ellenalld volt a fertézéssel szemben a masodik
felvételezési idOpontban is (maximum 2-es értéket kaptak), illetve 6 novény mérsékelten
fogékony és fogékony volt. A 3 db, 6G(6B) szubsztitucidt hordozd utdodok koziil egy,
tovabba valamennyi, kizardlag a 6B kromoszomat tartalmazé utdd fogékony volt.

Az ,,AMPI12” és egyes martonvasari buzafajtak kozotti keresztezések utodai ellenallobbak
voltak a rozsdafert6zéssel szemben, mint a felhasznalt kontroll fajtak (Mv Csardas, Mv
Magdaléna, Mv Emese).

A vernalizalt csoportban végzett a kisérletnél a levélrozsda fertdzottség értékeléseket
szintén a 12. és a 20. napon végeztik. Az ,,AMP12” torzs nagyon ellenall6 volt, a T.
timopheevii kontrollok teljesen immunisnak bizonyultak. Az Mv14 ¢és a Chinese Spring CO4
fogékony ¢és mérsékelten fogékony volt. A vizsgalt 42 genotipusbol 29db, 6B.6G
transzlokaciot hordozd genotipus koziil 8 volt mérsékelten fogékony, vagy fogékony és 19
volt ellendllo, vagy nagyon ellenallo. A fogékony genotipusok esetében mar az elsd
felvételezési idopontnal erdsebb fertdzottség volt megfigyelhetd. A 6G  kromoszomat
tartalmazo ,,AMP12” x CO4 utdédok koziil egy volt nagyon fogékony, a csak 6B kromoszomat
hordozo torzsek szintén érzékenyebbnek bizonyultak a tobbi utdodnal.

Szantofoldi természetes fertézodések

Szant6foldi koriilmények kozott az ,,AMP12” térzs a bokrosodastél kezdve egészen a

viaszérésig ellendlld volt a levélrozsda fertdzéssel szemben. Az érés kozeledtével ugyan
né¢hany uredospora telep megjelent az also leveleken, de a zasz16s levélen nem jelentek meg a
telepek, csak a levél oregedése idején. Az ,,AMP12” torzs mellé iiltetett fogékony genotipus
az egész vegetacios idOben erdsen fertdzott volt levélrozsdaval.
A szantofoldi levélrozsdaval szembeni ellendlloképesség mértékét az AMP12xCO4
keresztezés 6G(6B) szubsztiticiot hordozo F4 nemzedéken vizsgaltuk. Az utédok tobbsége
ellenallobb volt a fogékony MIR80S, Fleischmann-481 ¢és Mvl14 sziild buzafajtdknal, és
szamos egyed ellenalloképessége az AMP12-vel egyezett meg.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

. A buza 6B kromoszomajara térképezett mikroszatellit markerek koziil 42 marker
konvertalhatosagat mértiik fel a T. timopheevii 6G kromoszomajan. A 42 marker koziil
12 polimorf volt a 6G és a 6B kromoszoma kozott, ezek hasznalhatok a 6G
kromoszoma vagy kromoszoma-szegmentum kovetésére az egymast kovetd
nemzedékekben.

. A T. timopheevii kromoszoémakat azonositottuk a pSc119.2 proba mellett az Afa-
family és a (GAA); repetitiv probaval. A T. timopheevii 4G kromoszémajan Afa-
family probaval azonositottuk a ciklikus transzlokacio soran a 4G rovid karjara épiilt
6At kromoszéma-Szegmentumot.

. FISH soran hasznalt pSc119.2, Afa-family és (GAA)7 probaval elkiilonitettiik a 6G ¢és
6B kromoszomakat.

. A polimorf molekularis markerek és a FISH hasznalataval azonositottuk a 6G
kromoszomat biiza genomi hattérben is.

. A T. timopheevii 6G kromoszoémajat hordozé 6G(6B) szubsztiticios torzs (,,AMP12”)
¢s a Phl szuppresszor gént tartalmazo Chinese Spring CO4 keresztezésébdl szarmazo
utdodok koziil a polimorf mikroszatellit markerekkel azonositottuk a 6B.6G
transzlokaciot hordozo6 egyedeket.

. FISH alkalmazasaval is kimutattuk a 6B.6G transzlokaciok kozil a 6B és a 6G rovid

karok kicserélddésével létrejott atrendezddéseket.

. Uveghazban és szant6foldon végzett, a 6B.6G transzlokaci6 tipusokat és a 6G(6B)
szubsztituciot hordoz6 utddok levélrozsda fertdzéssel szembeni ellenalloképességet
vizsgald kisérletiinkbdl kideriilt, hogy a rezisztencia és a T. timopheevii 6G
kromoszdmajanak jelenléte kozotti kapcsolat egyértelmdi.
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KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

1. A bluza 6B kromoszomajara térképezett mikroszatellit markerek nagy része
konvertalhato a T. timopheevii 6G kromoszomajara. A 42 marker koziil 5 méretbeli
kiilonbséget mutat a 6B és a 6G kromoszomak kozott. A null-allélként jelen levd 7 masik
markerrel egyiitt tehat 12 mikroszatellit marker alkalmas arra, hogy a T. timopheevii 6G
kromoszomajanak vagy kromoszéma-szegmentumanak jelenlétét azonositsuk buza genomi
hattérben.

2. FISH-sel is azonosithatd a 6G kromoszoma buza hattérben. A 6B.6G transzlokaciokat
a B és G-genomok kozti homeoldgia miatt genomi in situ hibridizacidoval nehézkes kimutatni.
Azokban a 6B.6G transzlokacios utédokban, amelyekben a 6G kromoszéma szatellitje és a
rovid kar egy része cserélédott ki a 6B kromoszomara, FISH-sel is azonositani lehetett a
kromoszéma atrendez0dését. Azonban tobb utdd a transzlokacidt tekintve heterozigoéta volt,
amit a dominans mikroszatellit markerekkel nem lehetett kimutatni. Az ilyen tipusu
transzlokaciot homozigota formaban hordozé utdédok elkiilonitéséhez tehat a mikroszatellit
markerek és a FISH egyiittes alkalmazésa sziikséges. A savas poliakrilamid gélelektroforézis
soran  specifikus  sdvokat eredményezé gliadin  tartalékfehérjék  elvalasztasaval
vizsgalatainkban csak a szubsztiticiok kimutatdsa valt lehetévé. A  pontosabb,
transzlokaciokat is kimutat6é eredményhez jobb felbontasu gélen kell futtatni a mintakat illetve
a tényleges sziilénovényekbdl vett ndvényi anyagokra van sziikség.

3. A pScl19.2, Afa-family/(GAA)7 és a pTa79 repetitiv probak kombinalasaval
azonosithatok a T. timopheevii kromoszomak. A fajspecifikus intergenomikus transzlokaciok
koziil a FISH-sel csupan a 4G kromoszomara épiilt 6At figyelheté meg. A mikroszatellit
markerekkel és FISH-sel polimorfizmust nem mutatd T. timopheevii génbanki tételek kozott a
GISH-sel vizsgalhatok az esetleges eltéré kromoszoma-atépiilések.

4. A Chinese Spring CO4 a kromoszémak homeoldg parosodasat erésen kontrollalé Phl
gén szuppresszorat tartalmazza, ezért a vele végzett keresztezések utdodaiban a homeolog
kromoszomak kozti parosodas igy lehetové valik, valamint kialakulhatnak a 6G-6B
kromoszdmak kozotti rekombinans utdodok. Ezek utddndvények azonban hordozhatjék ezt a
szuppresszor gént, aminek kdvetkezményeként tovabbi kromoszéma-atrendezddések johetnek
létre. A hasznos gént hordozo transzlokacios torzsekben tehat visszakeresztezésekkel illetve
dihaploid vonalak kialakitasaval kell torekedni arra, hogy a transzlokaci6 stabil maradjon az
utodokban.

5. Az ,,AMP12” torzs a mesterséges ¢és szanto6foldi levélrozsda fertdézésekkel szemben
ellenalld volt. Mérsékelt fertézés a kaldszolas ideje utan alakult ki rajta. Mivel a
nemesitésében felhasznalt fajtak (MIR808, Fleischmann-481, Mv14) szant6foldi kortiilmények
kozott igen fogékonynak mutatkoztak, feltételezhetd volt, hogy a 6G kromoszémahoz kothetd
megndvekedett ellenalloképesség. Ezt tamasztottak ala a Triticum timophevii-bél szarmazo
6G kromoszomat vizsgald hasonld kutatdsok eredményeit publikdld mas szerzok is. A
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Chinese Spring CO4-el torténd keresztezésbdl szarmazd utdédok kozott valtozo volt a
levélrozsdaval szembeni ellenalloképesség vagy fogékonysdg mértéke, de a kontroll fajtak
fogékonysaganak szintjét csak nagyon kevés esetben érték el. Az liveghazi mesterséges
fertdzéses kisérletekben a kiilonb6zd méretii €s elhelyezkedésti 6B.6G transzlokacidt hordozo
utédoknak ugyan tobb, mint 70%-a ellenalld volt a gombaval szemben, de a fennmarado 30%
fogékony illetve nagyon fogékony volt. A szantofoldi kisérletben elvetett utddoknak csak az
jelenlétére vonatkozoan. A nagyon fogékony Chinese Spring CO4-gyel vald keresztezés utan
a 6G-6B kromoszoma atrendezodés mellett mas kromoszomak is kicserélodhetett, aminek
eredményeként az ellendllosag csokkenése jelenhetett meg tobb esetben. Mivel fenotipusos
jegyek alapjan nem lehet megallapitani, hogy az adott ndvény melyik kromoszémat hordozza,
ennek megallapitasa csak utolag lehetséges. A FISH-sel és mikroszatellit markerekkel
ellendrzott 6B.6G és az 1BL.1IRS transzlokacidokra nézve homo- és heterozigdta utdédok
betegségekkel szembeni ellendlloképességét érdemes tovabb tesztelni. Az ,,AMP12” torzs
rezisztenciajat még vizsgalandd komplex hatdsok eredményezhetik. A Chinese Spring CO4
feltételezhet6 hatranyos hatasai kivédhet6k lennének visszakeresztezésekkel illetve dihaploid
vonalak eldallitasaval. lonizaldo sugarzas alkalmazasaval is eldidézhetd volna a 6G
kromoszoma torése — és ezaltal 6G.6B transzlokaciok kialakulasa — azonban ennek a
modszernek a hatranya az, hogy egyéb, nem homeolog kromoszomak kozotti atrendezédések
is létrejohetnek.
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