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1. A MUNKA ELOZMENYEI, KITUZOTT CELOK

A kenyérbuza (Triticum aestivum L.) Magyarorszag legfontosabb gabonan6vénye, azonban
termésbiztonsaganak megvalositdsa nagy kihivast jelent. A probléma megoldasanak egyik
lehetséges irdnyvonala a buzaval rokon, j6 adaptacios képességgel rendelkezd termesztett vagy
vad fajok hasznos agronomiai tulajdonsagainak atvitele a buzaba. A kromoszomaszakaszok
bluzaba torténd beépitésének hagyomanyos, keresztezésen alapuld moddja a hibrid ndévények
visszakeresztezésével és az utddok szelektalasaval 1étrejovo részleges amfiploid, addicids vagy
szubsztitucidos vonalakbol stabilan 06roklodo transzlokaciés vonalak eldallitasa. Ezek
létrejohetnek spontan is, azonban a kromoszomatoréseket célszerlibb mesterségesen (ionizald
sugarzas, genetikai modszerek stb.) indukalni. A buza arpaval vald keresztezésének {6 célja az
arpa kedvez0 beltartalmi paramétereinek (élelmi rost, esszencialis aminosavak és Bg vitamin)
atvitele a termesztett buzaba. A vad Thinopyrum nemzetségbe tartozé tarackbtzafajok a
legsz¢élsOségesebb klimatikus viszonyok kozott is megtalalhatok, genetikai diverzitasuk jelentds.
A termesztett buzaba sikeresen beépitett szamos levélrozsda- (Lrl9, Lr24, Lr29, Lr38) és
szarrozsda-rezisztenciagén (Sr24, Sr25, Sr26, Sr43, Sr44) ezekbdl a fajokbol szarmazik (Wang
2011). Az 1930-as években, Oroszorszagban eldallitott kivald rezisztenciaval rendelkezd
Agropyron glael (Th. intermedium x Th. ponticum) szintetikus fajhibridet bevontuk keresztezési
programjainkba, ontermékenyitett BC1, BC, és BC3 nemzedékekkel rendelkeziink.

Az idegen genom (kromoszomak, kromoszoémaszakaszok) buza genetikai hattérben torténd
Kimutatatasa és azonositasa megfelelé molekularis citogenetikai modszerekkel megvaldsithato.
A fluoreszcens in situ hibridizacios technikak fejlédésével egyre tobb buizaval rokon fajban irtak
le a kromoszomak azonositasahoz sziikséges egyedi mintazatokat, azonban a Thinopyrum
nemzetségbe tartozé vad fajok tobbségének kromoszomaszinten torténd azonositdsa egyeldre

megoldasra var.

Célkitiizések:

e haromszinli arpa FISH kariotipus kidolgozéasa kiilonb6zd okologiai eredetli arpafajtdkon és
genotipusokon, valamint a 4BS.7HL buza/arpa transzlokaciés vonal molekularis citogenetikai
jellemzésére

e transzlokaciok azonositdsa kromoszématorést indukald agensekkel (*°Co izotop, 'Chinese
Spring' phlb mutans) kezelt 'Chinese Spring'/'Betzes' 4H(4D) buza/arpa szubsztitucios
vonalban

o az MvOkrl/Igri' keresztezésbdl szarmazd 5SHS-7DS.7DL buza-arpa transzlokacios vonal
részletes citogenetikai elemzése és a 7D kromoszoma SSR markerekkel torténd fizikai

térképezése



e az Agropyron glael kromoszomainak kimutatasara szolgaldé mcGISH technika fajspecifikus
kidolgozasa az A. glael sziil6partnerein (Th. intermedium, Th. ponticum), és azok
genomdosszetételének vizsgalata

e a buza (MvOkrl)/A. glael hibrid buazaval visszakeresztezett ¢és Ontermékenyitett
utédvonalaibol genetikailag stabil levélrozsdarezisztens vonalak kivalogatdsa és azonositasa
molekularis citogenetikai technikakkal

e a magas idegen kromoszomaszami buza/A. glael BC; ontermékenyitett utddok Mv9krl

genotipussal és 'Mv Karizma' fajtaval torténo visszakeresztezése

2. ANYAG ES MODSZER

2.1. Felhasznalt novényi genotipusok

Vizsgalataink soran az alabbi fajokat és genotipusokat alkalmaztuk: Hordeum vulgare L.
(‘Manasz', 'Betzes', 'GK Sztaromega', 'Olte's', WI2291, AZ-8501, CNE-16, CNE-73, CNE-91,
‘Golden Promise'); Triticum aestivum L. (Mv9krl, ‘Asakazekomugi', 'Chinese Spring', 'Chinese
Spring' phlb mutans, 'MvKarizma'); buza/arpa 4H(4D) szubsztiticids vonal (40 baza + 2 arpa);
buza/arpa transzlokacidos vonalak (4BS.7HL ¢és 5HS-7DS.7DL); éveld tarackbutizafajok:
Thinopyrum bessarabicum, Th. intermedium (2n=6x=42, JJ'St), Th. ponticum (2n=10x=70,
333333, Pseudoroegneria spicata; Agropyron glael (Thinopyrum intermedium/Th. ponticum

szintetikus fajhibrid); Mv9krl/Agropyron glael BC1-BC; 6ntermékenyitett utddvonalak

2.2. Genomi in situ hibridizacié (GISH)

genomokat hordoz6 fajokbol. A D (Ae. tauschii), H (H. vulgare), J (Th. bessarabicum) és St (Ps.
spicata) genomi DNS-t biotin-11-dUTP vagy digoxigenin-11-dUTP molekulakkal jeloltik
,random priming” vagy nick-transzlaciés modszerrel. A proba (vagy probak mcGISH esetén)
mellett a hibridizaciot eldsegitdé denaturald dgensek és blokkoldé DNS (a kimutatni nem kivant
genom) jelenlétében 42 °C-on tortént az in situ hibridizacio. A biotinnal vagy digoxigeninnel
jelolt szekvenciak detektalasa Streptavidin-FITC (z6ld, Roche) ill. Antidig-Rhodamin (piros,
Roche) antitesttel tortént. Az Agropyron kromoszomak detektalasahoz Sepsi et al. (2008)

madszerét optimalizaltuk.

2.3. Fluoreszcens in situ hibridizacio (FISH)
A GISH vagy mcGISH jeleinek lemosasa utan tobb FISH proba egyideju alkalmazasaval
tortént a kromoszomak azonositasa. A FISH probakat PCR reakcidval vagy nick-transzlacioval

allitottuk eld biotin-11-dUTP és digoxigenin-11-dUTP jeldlémolekulak jelenlétében. A
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haromszinti FISH-hez a harmadik probat a biotin és digoxigenin 1:1 aranyu keverékével jeloltiik,
mely detektalaskor sarga szint eredményezett. Az arpakromoszomak azonositasahoz hasznalt
probak a HvTO01, (GAA)7, pTa7l, Afa-family és a (AGGGAG), repetitiv szekvencia kiillonb6zo
kombinécioi voltak. A bluzakromoszémak azonositdsdhoz ¢s a tarackbiza-kromoszomak
jellemzéséhez alkalmazott probakombinacido a kovetkezé volt: Afa-family (piros), pScl119.2
(z6ld), pTa71 (sarga). A hibridizéaci6 37 °C-on tortént.

A hibridizéciok eredményét Zeiss epifluoreszcens mikroszkdppal vizsgaltuk. A jeldlt
probak hibridizaciés mintazatdit a FITC és a Rhodamine emisszids spektrumara egyarant
érzékeny kétsavos sziirén (Zeiss filterset 24) keresztiil fényképeztiik és Image-Pro Plus 5.1

szoftverrel (Media Cybernetics, USA) elemeztiik.

2.4. SSR marker analizis

A 7D kromoszoma fizikai térképezése Gsszesen 45 db 7D-specifikus SSR primerparral
tortént. Az Mv9krl buza genotipus, az 'Igri' arpafajta és az Mv9krl/Igri' keresztezésbdl
szarmaz6 7D.SHS transzlokacios vonal leveleibdl genomi DNS-t izolaltunk Doyle és Doyle
(1990) modszere szerint. A polimeraz lancreakciokat és a PCR termékek futtatasat Kruppa et al.
(2013a) leirasa alapjan végeztiik.

A Dbuza/A.glael hibrid utédok rezisztanciagénjeinek kimutatdsahoz négy Thinopyrum
eredetii rezisztenciagén molekularis markerét hasznaltuk: STSLr19;3 J09-STS (Lr24), Lr29F18-
Lr29R18 primerparok, és Sr26#43.

2.5. Novénynevelés, keresztezések

A molekularis citogenetikai Uton ellendrzétt novényeket vernalizalds utan fitotroni
novényneveld szekrényben neveltiik fel (Tischner et al. 1997). A buza/arpa ill buza/Agropyron
glael introgresszios vonalakat a sziil6i genotipusokkal egyiitt tenyészkertben szaporitottuk és
ontermékenyitettiik. A buza/Agropyron glael BC; novények visszakeresztezésekor apai
partnerként a szintén tenyészkertben nevelt Mv9krl és 'Mv Karizma' buzagenotipust hasznaltuk.
Az anyandvényeket 3-5 nappal a kasztrdlds utdn porgetéses modszerrel poroztuk. Az egyes
utodvonalak valamint sziiléi genotipusaik dsszehasonlité elemzéséhez 10-10 Kijeldlt ndvényen
fenotipusos paramétereket mértiink. A buza/A. glael utddok spontan levélrozsda- és sargarozsda-
fert6zottségének mértékét tenyészkerti koriillmények kozott, 0-4 skalan bonitaltuk (Stakman et al.
1962).



3. EREDMENYEK

3.1. Buza/arpa introgresszios vonalak

Arpa eredetii DNS szakaszok buzakromoszomara torténd atépiilésének eléidézéséhez
transzlokaciot indukald agenseket alkalmaztunk. Ionizalé sugarzas (Co 60-as izotopja) hatasara a
‘Chinese Spring'/ 'Betzes' keresztezésbodl szarmazo 4H(4D) szubsztitiucids vonalban szamos buza-
arpa kromoszoma-atrendezodést detektaltuk.

Az arpakromoszémak azonositasahoz harom DNS-proba egyidejti hibridizaciojaval FISH
kariotipust irtunk le, melynek segitségével eltérd geografiai eredetli €s ndvekedési tipust
arpafajtdk kozott kromoszémaszinten megnyilvanuld polimorfizmust mutattunk ki (Szakacs et
al. 2013).

A 4H(4D) szubsztitucio 'Chinese Spring' Phlb mutanssal tortént keresztezésének
eredményeként egy 4HL.SDL transzlokacioként azonositott vonalat sikeriilt kivalogatnunk, mely
a bulzaszil6tdl negativ iranyban szignifikansan eltér6 morfologiai jellegekkel és
terméskomponensekkel rendelkezett. Valoszintlsithetd, hogy nem kompenzald tipusa
transzlokacioként keletkezése spontan eredetii (Kruppa et al. 2013b).

A szintén spontan 1étrejott 4BS.7HL 'Asakazekomugi'/'Manasz' biza/arpa transzlokaciot in
situ hibridizacios technikakkal részletesen jellemeztiik és arpacentromérat azonositottunk a
centrikus fuzids kromoszomaban (Cseh et al. 2011).

Az 5HS-7DS.7DL Mv9krl1/'1gri' transzlokacios vonal téréspontjanak (mely a centromératol
disztalisabban helyezkedik el, mint az eddig ismert delécids vonalakban) meghatarozasa lehet6vé
tette egyes SSR markerek pontosabb fizikai térképezését. Az SHS szegmens beépiilésével
lehet6ség nyilt a buza/arpa hibridekbdl gyorsan eliminaléddé SH kromoszoma egy darabjanak

stabil fenntartasara (Kruppa et al. 2013a).

3.2. Buza/Agropyron glael introgresszios vonalak

Az Mv9krl/Agropyron glael hibrid utdédvonalakban az idegen kromoszoémak
kimutatasahoz az mcGISH technikat az A. glael sziilépartnerein (Th. intermedium: 2n=6x=42,
JJ¥St; és Th. ponticum: 2n=10x=70, JJ3J%J%") optimalizaltuk. Eltéré szarmazasi helyli 42
kromoszomas Th. intermedium fajok genomjainak elemzésekor a JJ™'St genomformulatol eltérd
kromoszomaszamokat talaltunk: 19 J, 9 J*, 14 St; Th. ponticum esetén: 43 J + 27 J* (P1531737),
40 J + 30 J™ (VIR-44486) and 38 J + 32 J°' (D-3494).

A buza/Agropyron glael F; hibrid egyes kromoszémain a tarackbuza sziilopartnerekre nem
jellemz6 hibridizaciés mintazatot detektaltunk (21 buza + 28 A. glael: 11J + 147 + 39).



Az F; hibrid btazaval visszakeresztezett utddvonalaiban tenyészkerti koriilmények kozott
szamos levélrozsda- ¢és sargarozsdarezisztens vonalat szelektaltunk. A BC; nemzedék
ontermékenyitett utodaiban eltéré kromoszoémaszamu (51-62) és genomdsszetételli (az St
kromoszoémak eliminalodtak, J-St transzlokaciok jottek 1étre) vonalakat figyeltiink meg, melyek
kozott egy 56 és egy 58 kromoszomaval rendelkezé részleges amfiploidot azonositottunk.
Ezekben a rezisztens vonalakban a 3D kromoszoma kivételével csaknem teljes btizagenom
mellett 7, illetve 9 par Agropyron (J, J* és St) kromoszoma talalhatd. Az 56 kromoszémaval
rendelkez6 4D tetra- 3D nulliszomas részleges amfiploidban molekularis markerekkel az Lr24
rezisztenciagén jelenlétét azonositottuk.

A 2005-ben eléallitott BC, novények Ontermékenyitett utddaiban az idegen
kromoszoémaszam 2-7-re redukalodott, de ezzel egylitt a betegségrezisztencia is elveszett. Az
értekes BCy tobbszordsen ontermékenyitett nemzedékébdl 1) keresztezési programot inditottunk
az Mv9krl és az 'Mv Karizma' buizagenotipus felhasznalasaval, és az Gjonnan eléallitott BC,

novények kozott levél- és sargarozsda-rezisztens novényeket is megfigyeltiink.



3.3. Uj tudoményos eredmények:

1.

Elkészitettik a Hordeum vulgare 10 termesztett fajtajanak fluoreszcens in situ
hibridizacioés kariotipusat a (GAA)7, a HvTO1 és a pTa7l repetitiv DNS-szekvenciaval,
melynek segitségével az Osszes arpakromoszoma egyértelmiien azonosithatd, és fajtak
kozotti polimorfizmus is kimutathat6.

Azonositottunk egy j buiza/arpa transzlokacios vonalat (4HL.5DL).

Az 'Asakazekomugi'/'Manasz' 4BS.7HL centrikus flziés kromoszémaban in situ

hibridizaciés technikakkal arpacentromérat azonositottunk, ezzel igazoltuk a buza [3-

crer

crer

helyzetét pontositottuk. A transzlokacios téréspont meghatarozasaval (FL 0,76 +/- 0,04) az
eddig ismert delécids vonalak toréspontjatdl tavolabb elhelyezkedd toréspontot
azonositottunk a SHS-7DS.7DL buza/arpa transzlokacios vonal felhasznalasaval.
Optimalizaltuk a Thinopyrum intermedium és a Thinopyrum ponticum faj genomjainak
egyidejii detektalasara alkalmas multicolour GISH technikat és meghataroztuk a két faj
genomosszetételét.

Buza/Agropyron glael keresztezésb6l szarmazo levél- és sargarozsdarezisztens BC;
ontermékenyitett utdédvonalakat valogattunk ki, és koziilik egy 56 és egy 58 kromoszomas
részleges amfiploidot azonositottunk.

A buza/Agropyron glael BC; ontermékenyitett utédvonalak Mv Karizma buzafajtaval
végzett visszakeresztezésével elkezdtik a levél- és sargarozsdarezisztencia modern

fajtakba torténd atvitelét.



4, KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

4.1. Buza/arpa introgresszios vonalak
1. Agrondmiailag eldnyds buza/drpa transzlokacids vonalak eldallitdsara a ’Chinese

Spring’ phlb mutanssal végzett keresztezés a leggyorsabb modszer, mivel kompenzalo tipusu
kromoszomaatépiiléseket indukal, melyek nem befolyasoljak hatranyosan a biza morfolédgiai €s
mindségi tulajdonsdgait. A meglévé nem kompenzalod transzlokaciok, mint pl. a 4BS.7HL
transzlokacios vonal, viszont olyan egyéb tulajdonsadgokkal rendelkeznek, melyek altal értékes
genetikai alapanyagoknak tekinthetok. Ezeket érdemes tovabbi, pl. monoszomas vonalakkal

torténd keresztezésekkel kompenzald tipusu transzlokaciokka alakitani.

2. A buza/arpa transzlokaciok eldallitiasa elsOsorban valamilyen eldnyds agrondmiai
tulajdonsag atvitele céljabol torténik. A gyenge agrondmiai paraméterekkel rendelkezé 4BS.7HL
introgresszioés vonal ugyan nem hasznosul kdzvetleniil a ndvénynemesitésben, azonban nagy
jelentéségli lehet az alapkutatdsban vagy mindségi paraméterek vizsgalataban. Felhasznalhatok
fizikai térképezésre vagy mint pl. az SHS-7DS.7DL transzlokacids vonal, gyorsan eliminal6do
kromoszémak megdrzésére, ezért fenntartdsa mindenképpen ajanlott. A 4H(4D) szubsztitucid x
'Chinese Spring' Phlb mutans keresztezésének utddnemzedékeibdl kivalogatott és azonositott
4HL.5DLtranszlokéacios vonalban nem homeoldég kromoszomak kozott tortént a rekombinacio,

igy valosziniibb a spontan eredetii keletkezés, mint a phlb mutacio hatasa.

4.2. Buzal tarackbiiza introgresszios vonalak

3. A legtobb Thinopyrum faj genomdsszetétele nem tisztazott, a progenitorok csak részben
vagy egyaltalan nem ismertek. A vizsgalatokat megneheziti a fajok idegentermékenyiild
természete, a nagyfokl heterogenitds és a természetben eléforduld természetes hibridek nagy
szama. Egy fajon beliil eltérd ploidszintli formak is léteznek és a kromoszoméak gyakran
hordoznak ismeretlen eredeti DNS-szekvencidkat. A probléma megoldasdban segitséget
nyujtana, ha ezeknek a fajoknak a DNS-szekvenciaadatai bioinformatikai adatbdzisokban
rendelkezésiinkre allnanak, azonban szekvenalasuk még nem tortént meg. Az MvOkrl/A. glael
keresztezésbdl szarmazd amfiploidok buzéaval torténd tobbszori visszakeresztezésével stabil
addicios vagy szubsztituciés vonalak allithatok el6. Az idegen kromoszéma GISH-sel
detektalhat6, fluoreszcenciaja alapjan aramlési citometriaval a buzagenomtol elkiilonithetd €s
szekvenalhat6. A szekvenciaadatok ezutan Osszevethetok mas buzéaval rokon fajok mar ismert
szekvenciajaval és az esetleges homologidk alapjan informacidkat kaphatunk az adott
kromoszémara vonatkozoan. DNS-szekvencidk ismeretében kromoszoma-specifikus molekularis

markerek és/vagy in situ hibridizaciés probak tervezhetok.



4. Az MvOkrl/A. glael hibridbdl szarmazé utédnemzedékek egyedszama exponencialis
mértékben novekszik. A dolgozatban emlitett és elemzett vonalak csak egy kis hanyadat jelentik
a rendelkezéslinkre all6 Osszes utddnak. A vonalak nagy részét még nem azonositottuk. A
jovoben célunk a tenyészkerti megfigyelések alapjan tovabbi, agronomiailag eldnyos
tulajdonsaggal rendelkezé vonalak azonositasa. A biotikus és abiotikus stresszrezisztencia-
vizsgalatok mellett az utodvonalak élelmiszeripari mindségi paramétereit is vizsgalni kellene a

jovoben, elsésorban fehérje- €s rosttartalom, valamint dsvanyianyag-0sszetétel tekintetében.

5. Az Agropyron glael hibrid egyedi genetikai alapanyag, a két sziil6 faj (Th. intermedium
¢s Th. ponticum) elényos tulajdonsagainak kombinaciojat 6tvozi. A martonvasari génbankban
talalhatd szemekbdl altalunk felnevelt A. glael novény genetikailag eltérhet az eredetitdl.
Szabadon viragzott kalasz szemeibdl csiraztattuk, igy eléfordulhat, hogy valamilyen idegen fajjal
keresztezddott  hibridnovénnyel rendelkeziink. Amennyiben hozzaférhetd, tervezziik az

Oroszorszagban fenntartott eredeti A. glael klonbol is felszaporitani ezt a szintetikus hibridet.

6. Az idegen faji rezisztenciagének buzaba torténd beépitésére irdnyuld eldnemesités
sikerességének érdekében célszerli tovabbi, ismert eredetli és citologiai uton ellendrzott, jo
rezisztenciaval rendelkez6 harmadlagos génforrasok begylijtése, fenntartdsa ¢és génbanki
megorzése.
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