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ROVIDITESEK JEGYZEKE

DAPI: 4°,6’-diamidino-2-fenilindol

FISH: fluoreszcens in situ hibridizacio

FITC: fluoreszcein-5-izotiocianat

GISH: genomi in situ hibridizacio

RNase: ribonukleaz enzim

SDS: natrium-dodecil-szulfat

SSC: natrium-citrat / natrium-klorid oldat

SSR: egyszerl szekvencia ismétlédés (Simple Sequence Repeats) - mikroszatellit markerek

Tween: polioxietilén-szorbitan-monolaurat



1 BEVEZETES

A buza (Triticum aestivum L., 2n=6x=42; AABBDD) vilagviszonylatban a rizs utan a masodik
legfontosabb gabonaféle, szerepe az emberi taplalkozasban, illetve a takarmanyozasban
kiemelkedd. Vilagviszonylatban termése 2012-ben meghaladta a 650 milli6 tonnat.
Magyarorszagon jellemzéen a szantoteriilet negyedén, 1-1,1 milli6 hektaron termesztik, a
megtermelt buza mennyisége 2012-ben 3,7 milli6 tonna volt. A vilag népességének folyamatos
novekedése, valamint az élelmezésben betdltott kozponti szerepe miatt a termés mennyiségének és
biztonsagnak novelése elsédleges szempont a buzanemesités szamara. A termés biztonsdga a
biotikus ¢és abiotikus stresszekkel szemben ellenalld fajtak eldallitasaval és termesztésével
novelhetd gazdasdgosan. Az ellendlloképesség novelésének egyik lehetséges modja a rokon fajok
agronomiailag hasznos génjeinek atvitele a blizaba idegen faju keresztezések révén.

A buzaval rokon fajok egy része kozismerten jo biotikus €s abiotikus stressz rezisztencidval
rendelkezik, de sok esetben beltartalmi értékeik miatt is fontos génforrasok lehetnek a nemesités
szamara. Az alakor (T. monococcum L.) az elsé Triticum faj, melyet kifejezetten élelmezési céllal
termesztettek. A buzat fert6z6 legjelentdsebb betegségeknek, a szar- és levélrozsdanak,
sargarozsdanak, valamint a lisztharmatnak is ellenall, de szarazsagtiirése is kiemelkedo.
Génforrasként alkalmazva sikeresen vitték at a T. monococcum gombabetegségek elleni
rezisztenciajat a hexaploid buzaba hagyomanyos keresztezéssel. Termesztése €s tudatos nemesitése
az utobbi két évtizedben 1) lendiiletet kapott, elsdsorban az dkoldgiai gazdalkodas keretei kozott.
Mivel a faj gazdasagilag értékes tulajdonsagokat hordoz a génbankokban Orzétt tételei nagy
jelentdségre tehetnek szert.

Az idegen faju keresztezésekkel torténd génatvitel hatékony modja lehet a rokon fajok hasznos
agronOmiai tulajdonsagainak a buzaba valo atvitelének, mely egyben alternativaként szolgalhat a
genetikai transzformdcioval torténd génatvitel mellett. A buzanemesités gyakorlataban jelenleg a
faj- és nemzetséghibridek létrehozasaval végzett kromoszoma-kapcsolt génatvitel alkalmazasa
mondhat6 tarsadalmilag és torvényileg elfogadottnak.

Az idegen kromoszomak atvitelének folyamataban a faj- €s nemzetséghibridek létrehozasat a buza
szilovel torténd sorozatos visszakeresztezés koveti (back-cross modszer). A folyamat soran
sziikség van az egyes generaciokban az atvitt idegen kromoszomak (kromoszémaszegmentumok)
kimutatasdra ¢és azonositasdra, melyre az egyik leghatékonyabban alkalmazott moddszer a
molekularis citogenetika eszkoztaraba tartozd6 DNS in situ hibridizaci6. A meghatarozott
szekvenciakat hordoz6 repetitiv DNS probakkal végzett fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH)

kromoszoma specifikus mintazatot eredményez a hibridek és szarmazékainak kromoszoma
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preparatumain, lehetévé téve ezzel a buza ¢€s az idegen kromoszémak azonositasat. A génatviteli
munkdakban hasznalt fajok FISH kariotipusanak ismerete megkdnnyiti az idegen faju kromoszoma
atrendezddések ¢és transzlokacidok azonositasat, ami hozzajarulhat a hasznos agronomiai
tulajdonsagokért felelés kromoszoéma régiok meghatarozasahoz.

A keresztezhetéség mellett a kromoszoma-kapcesolt génatvitel fontos feltétele, hogy a btza és a T.
monococcum kromoszomak parosodjanak, majd rekombinalodjanak egymassal a meidzis folyaman,
elosegitve ezzel a nem kivanatos idegen kromatin mennyiségének csokkentését és a hasznos
agrondmiai tulajdonsagokat hordozo T. monococcum genomi régiok integralasat a buiza genomba. A
meiotikus kromoszomaparosodasbol nyerheté informaciok maximalizalasahoz szintén kivalo

modszertani lehetéséget nydjtanak az in situ hibridizacios modszerek.

1.1 Célkitizések

Kutatasaink tavlati célja a T. monococcum génallomanyanak hatékony felhasznalasa a

buzanemesitési programokban, amit a kovetkez6 feladatok megvaldsitasaval kivanunk elésegiteni:

e A T. monococcum kromoszomak buza genomban térténd nyomon kovetését lehetové tevo
molekularis citogenetikai modszerek fejlesztése és modositasa. E célbol a Triticeae fajok
genomanaliziséhez hasznalt DNS in situ hibridizaciés probakkal azonositjuk a T.
monococcum kromoszomakat. A buza kromoszomaktol valdé pontosabb megkiilonboztetés
érdekében mikroszatellit szekvenciakbol eldallitott FISH probak segitségével kidolgozzuk a
T. monococcum uj kariotipusait. Az alkalmazott probak kariotipusa alapjan 6sszehasonlitd
elemzést végziink az A" kromoszomak ¢és a kiilonboz6 di-, tetra- és hexaploid Triticum

fajok A kromoszomai kozott.

e A nemesitési programokban is alkalmazhato transzlokéciok eldfeltételeként, célunk a
meiotikus kromoszémaparosodas vizsgalata a buza faj- és nemzetséghibridjeiben. A meidzis
I. metafazisdban torténd parosodas egyedi kromoszomak szintjén torténd elemzéséhez
megvizsgaljuk a meiotikus kromoszomak fluoreszcens in situ hibridizacioval torténd
azonositasanak lehetdségét Triticum aestivum x Secale cereanum F; hibrideken. Az igy
kidolgozott moddszerekkel vizsgaljuk a T. turgidum subsp. durum x T. monococcum F;

hibridek kromoszoémaparosodasat.



Vizsgaljuk a T. monococcum keresztezhet6ségét tetra- és hexaploid Triticum fajokkal. A T.
monococcum elénemesitésben torténd hasznositasra kétféle ndvényi anyagot allitunk eld. A
T. aestivum x T. monococcum keresztezésekbdl szarmazo utdodok visszakeresztezésével
olyan genotipus eldallitdsa a célunk, mely alkalmas a kenyérbiza nemesitésében torténd
kozvetlen felhasznalasra és hordozza a T. monococcum kivaldo rezisztenciajat.
Durumbtizaval keresztezve célunk az ABA™ genomdsszetételi szintetikus amfiploid
eldallitasa, nemesitése, illetve (el6-) nemesitési programokba torténd bevondsaval buza-

alakor rekombinansok eldallitasa.
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2 IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A buza evolucioja

2.1.1 A hexaploid buza kialakulasa

Az 1900-as évek eleje Ota ismert, hogy a termesztett buza és a Triticeae nemzetségcsoportba tartozo
fajok mindegyike azonos alap kromoszémaszammal rendelkezik, mely n=1x=7 (Sakamura 1918). A
nemzetségcsoportba tartozd fajok kozos 6stdl eredeztethetéek, melybdl a kiilonb6zé genomokkal
rendelkez6 fajok szétvalasa hozzavet6leg 1-3 millio évvel ezel6tt tortént meg (Gill et al. 2007). A
Triticum nemzetségbe diploid (T. monococcum L., T.urartu L., 2n=2x=14, A"A"™, vagy AA),
tetraploid (T. turgidum, 2n=4x=24, AABB, T.timopheevii, 2n=4x=24, AAGG) és hexaploid (T.
aestivum, 2n=6x=42, AABBDD, T. zhukovsky, 2n=6x=42, AAGGA™A™) blizafajok tartoznak.

A hexaploid buza (Triticum aestivum L.) A, B és D genomjainak donorjai diploid Triticum és
Aegilops fajok (Kihara 1924). Az A genom diploid 6se a T. urartu (Chapman et al. 1976, Dvorak et
al. 1993). A B genom 6se pontosan nem ismert, de morfologiai (Sarkar és Stebbins 1956) és
molekularis genetikai (Dvorak és Zhang 1990, Tsunewaki 2009) vizsgalatok az Aegilops nemzetség
Sitopsis szekciojaba tartozd Aegilops speltoides Tausch. (2n=2x=14, SS) S genomjaval mutattak ki
a legnagyobb hasonlosagot. Eddigi ismereteink szerint természetes hibridizaciojuk 100 000-500
000 évvel ezeldtt tortént, ezt az idépontot erdsitették meg Huang et al. (2002) is, akik a
kloroplasztisz genomban kodolt ACC-1 (acetil-CoA karboxilaz) és Pgk-1 (3-foszfoglicerat kinaz)
gének szekvenciai alapjan végeztek filogenetikai Gsszehasonlitd vizsgalatokat a hexaploid buza és
diploid genom donor fajai kozott. Az elsd hibridizacids 1€pés eredményeképpen jott 1étre a vad
tonke (T. turgidum subsp. dicoccoides Korn. ex Asch. & Graebn.).

A tetraploid vad tonke kialakuldsa legnagyobb valoszinliséggel egy lépésben tortént, a
kromoszomak megkettdzddése pedig a diploid O0sok ivarsejteiben vagy pedig a létrejott Fi
hibridekben torténhetett. Jauhar (2003) ez utobbit tartja kézenfekvOnek, mivel redukalatlan
ivarsejtek nagyobb valoszintiséggel fordulnak eld F; hibridekben, mint a sziil6i diploid fajokban. Az
6si foldmivesek a vad tonkét kb. 10 000 évvel ezelétt vontak termesztésbe, ami a termesztett
valtozatok, a durumbuza (T. turgidum subsp. durum L.) és a termesztett tonke (T. turgidum subsp.
dicoccum L.), megjelenéséhez vezetett (Salamini et al. 2002, Gill et al. 2007, Charmet 2011).

Ezt kdvetden 1wjabb spontan keresztez0dés tortént a tetraploid durumbuza és a diploid kecskebtiza,
az Aegilops tauschii Coss. (2n=2x=14, DD) kozott (McFadden és Sears 1946), hozzavetdleg 8 000

évvel ezelétt (Huang et al. 2002), ami a hexaploid buza kialakulasahoz vezetett. Matsuoka és
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Nasuda (2004) szerint a hibridizacio eredményeképp el6szor triploid ABD hibrid johetett 1étre,
melynek ndé- és himiversejtjei redukalatlan kromoszomaszdmmal rendelkeztek, igy hexaploid
szemeket eredményeztek, hasonloan a tetraploid Triticum fajok kialakulasahoz.

A Triticum fajok szarmazasi helye a ,,Termékeny Félhold”-nak is nevezett teriilet a Kozel-Keleten

(1. abra), amely magaba foglalja a Foldkozi-tenger keleti, Torokorszag délkeleti részét, Eszak-

Irakot, Iran nyugati részét, és a szomszédos régiokat a Kaukazusban és Eszak-Iranban.
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1. abra. A Termékeny Félhold a K6zel-Keleten, a Triticum fajok szarmazasi helye. A KD jelzés a
Karacadag hegységet jeldli, ahol a di- és tetraploid Triticum fajok domesztikacioja tortént (Salamini et al.

2002 nyoman)

2.1.2 Az allopoliploidizacié genetikai hatasai

Az allopoliploidizacié hatasara az amfiploidban két vagy tobb kiillonb6z6 genom egyesiil. A
folyamat hatasara kétféle valtozas tortént az igy keletkezett novényfaj, tobbek kozt a buza
genomjaban is. Azonnali valtozasok indukalodtak a létrejott amfiploidban (,,forradalmi”
valtozasok), melyek genetikai és epigenetikai valtozasokat hoztak magukkal. Az ,.evolicios
valtozasok™ a faj élete soran torténnek, ez esetben az allopoliploid allapot segit el a genomban
olyan valtozasokat (példaul intergenomikus kromoszomaatrendezédések), melyek diploid szinten
nem torténhetnek meg (Feldman et al. 2012).

Az ugynevezett ,forradalmi” valtozasok citologiai diploidizacidt okoznak azéltal, hogy a
hibridizaciot kovetden a nem kodold DNS szekvencidk elimindlodnak. Ennek hatdsdra novekszik a

homeoldg genomok kozotti genetikai kiilonbség, ami el6segiti az allopoliploid fajokban a
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diploidokra jellemz6 homolog kromoszémaparosodast a meidzis soran (Feldman et al. 1997). AFLP
vizsgalatok bizonyitjak, hogy ez a folyamat természetes koriilmények kozott létrejott és
mesterségesen 1étrehozott amfiploidokban egyarant lejatszodik (Ozkan et al. 2001, Kashkush et al.
2002). A kromoszéma- vagy genom specifikus szekvencidk eliminalédasa mar a hibridizaciot
kovetd elsé generacioban elkezdddik, és a masodik, harmadik generacid soran befejezddik.
Megfigyelték azt is, hogy ez a folyamat lassabban jatszodik le olyan amfiploidok esetében, amelyek
a természetben nem fordulnak eld (Ozkan et al. 2001).

Az ujonnan 1étrejott allopoliploidban tobb kiilonb6zé genom ,,talalkozik”, mely azonnali genetikai
¢s epigenetikai valtozasokat indukal a génmiikddés harmonizacidja céljabol. Tobb genom egyiittes
jelenléte ugyanis mind pozitiv, mind negativ hatdsokat okozhat. A funkciondlis fehérjéket kodolo
gének haromszoros mennyiségben fordulnak eld az allohexaploid buzéban, anélkiil, hogy zavart
okoznéanak, az Osszes duplikalt gén (pl. tartalek fehérje gének, tRNS gének) aktivalodasa azonban
felesleges és sok esetben hatastalan lenne (Feldman és Levy 2009). Az allopoliploidok
génharmonizacidja  gének  eliminacidjaban,  funkciovaltozdsban  (neofunkcionalizacio),
dozishatasban, illetve géncsendesitésben/génaktivalasban (Kashkush et al. 2002, Feldman és Levy
2009) nyilvanul meg. Az inter-genomikus génkolcsonhatasok olyan 1ij, adaptiv tulajdonsagokat is
eredményezhetnek, amelyek a diploid sziildkben nem voltak meg. Erre példa a tetraploid vad tonke
nagyobb termékenysége, ami a T. urartu nagy kaldszonkénti kaldszkaszaménak és a durumbuza
tobb fertilis virdganak kombinécidjabol szdrmazik. A hexaploid blza j6 siitdipari mindsége is a
harom genom kozremiikddésével meghatarozott sikértulajdonsagoknak koszonhetd, ami csak
hexaploid szinten nyilvanul meg (Feldman 2000, Feldman és Levy 2009). Ezek a funkcionalis
valtozasok az amfiploid genetikai diploidizacidjat okozzak. Mindezek a valtozasok az ujonnan
1étrej6tt allopoliploid stabilizalasat €s a természetben 0j fajként valo meghonosodasat segitik eld.

Az evolucids valtozasok azon alapulnak, hogy két vagy tobb kiilonbdzd genom egyiittes jelenléte
teszi lehetdvé az intergenomikus transzlokacidk, rekombindns genomok létrejottét (Levy és
Feldman 2002; Feldman és Levy 2005, 2009). Citogenetikai tanulmanyok tamasztjak ala, hogy az
intergenomikus transzlokaciok kialakulasa nagyon gyakori az allopoliploid Triticum és Aegilops
fajokban (Belyayev et al. 2000, Badaeva et al. 2007, Molnar et al. 2011).

2.1.3 A domesztikacioval kapcsolatos valtozasok

A buza a domesztikéciot megelézden €s a termesztésbe vondsa SOrdn szamos, mutacidk altal

kivaltott valtozason esett at, melyek megvaltoztattak a kalasz morfologiai tulajdonsagait.
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A vad fajokra jellemzé torékeny kalaszors6 a természetben valdo fennmaradast szolgalja.
Monogénes tulajdonsag, amit a Br gén hataroz meg (Doebley et al. 2006, Li és Gill 2006), a br allél
mutacid hatasara alakult ki, és elterjedése még nem tudatos szelekcios tevékenység kovetkezménye
(Charmet 2011). A csupasz szem kialakulasat két gén mutacidja okozta: a T. monococcum-ban a
Sog (soft glume, puha pelyvalevél), a T. turgidum subsp. dicoccoides-ben pedig a Tg (tenacious
glume, kemény (erds) pelyvalevél) gén (Doebley et al. 2006, Sood 2009). Mindezek mellett a
allél pleiotrop hatast fejt ki a pelyvalevelek alakjara és textarajara, valamint a kalasz alakjara; a
mutacio hatdsara 1étrejott novény kalasza hasabos alaku, a kaldszkakban tobb viradg taldlhato, ami
termésnovekedést okoz (Faris et al. 2003, Charmet 2011).

A Q mutacid legnagyobb valoszinliséggel egy olyan tetraploid Triticum fajban tortént, amely nem
torékeny kalasszal, puha pelyvalevelekkel és speltoid jellegii kalasszal (brlbrltgtggq) rendelkezett
(Faris et al. 2003). A Tg és Q génben tortént mutacié egyiittes hatasa a bliza csépelhetdsége. A
folyamatot a 2. dbra szemlélteti. A buza vad diploid és tetraploid rokon fajai mind BrBrTgTgqq
genotipussal rendelkeznek (Gill et al. 2007).

1
T monococcum AMAM 10.11 > sub
subsp. aegilopoides INVAP, SUOSP:
|

monococcum T. zhukovskyi AMAMALALGG

MYA

1
1
1
1
1
b [ yrartu AA 1

T. timopheevii AtAIGG 1 ) _
subsp. armeniacum - Subsp. fimopheevii
1

3 1
MYA T. turgidum AABB : 0.1 > subsp. dicoccum subsp. spelta
38 subsp. dicoccoides IMYA™ subsp. paleocolchicum subsp. macha
MYA | brbrTgTgaq
— Ao, Spelfoides SS 1
|
1 subsp. carthlicum 0.08
1 subsp. durum MY 7Y T aestivum AABBDD
I subsp. parvicoccum subsp. aestivum
: subsp. polonicum subsp. sphaerococcum
I subsp. turgidum subsp. compactum
1 subsp. turanicum
Ae. tauschii DD T
Shattering : Nonshattering
BrBrTgTgqq brbrigtgQQ

2. abra Vad és termesztett diploid, tetraploid és hexaploid buzafajok eredete, f6bb evolucios idépontjai a
domesztikaciot befolyasold gének feltiintetésével (Br=torékeny kalaszorso, br= nem torékeny kalaszorso;
Tg vagy Sog=kemény pelyvalevél, tg vagy sog=puha pelyvalevél; g=speltoid jellegii kalasz, nem
csépelhetd; Q= hasabos tipusu kalasz, csépelhetd). MY A=milli6 évvel ezel6tt (million years ago) (Gill et

al. 2007 nyoman)
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A domesztikaciot kovetden a buza széles korti elterjedését a kiillonbozo klimatikus viszonyokhoz
valo alkalmazkoddképesség segitette el6. Az alkalmazkodoképesség jelentds részben a
vernalizacios és fotoperiodusos igény valtozatossagara vezethetd vissza (Ortiz-Ferrara et al. 1995),
mivel mindkét tényezO fontos szerepet jatszik a buza kaldszképzodésében, igy meghatarozo
jelentdségili a reprodukcid szempontjabol. A domesztikéaciot kovetden az elsé kaldszosok az dseik
vernalizacios és fotoperiodosus igényével rendelkeztek, majd a faj elterjedése soran az Uj
kornyezethez valod alkalmazkodés 1j, adaptiv tulajdonsagokat igényelt. Ennek kulcsfontossagu
eseménye volt a tavaszi tipus kiszelektalodasa (Peng et al. 2011). A tavaszi tipust buzaknak nincs
vernalizaciés igénylik, vagy csak kismértékben van sziikségiik erre a generativ szakaszba torténd
atmenethez. A vernalizacids igényt nagyhatasu gének szabalyozzak (Vrnl, Vrn2, Vrn3, Vrn4), a
recessziv genotipusok érzékenyek a vernalizaciora mig a dominans allél részlegesen vagy teljesen
gatolja ezt az igényt (Pugsley 1972). A faj elterjedését ezenkiviil a Ppd gének altal szabalyozott

nappalhossz érzékenységben bekovetkezd valtozatossag is segitette (Peng et al. 2011).

2.2 A buza génforrasai

A buaza génforrdsai kozé tartozd fajok genomdsszetételiik alapjdn harom csoportba sorolhatok
(Friebe et al. 1996):

- Elsddleges génforrasok kozé tartoznak azok a fajok, melyek genomja (A, B, D) homolog a
hexaploid buzaval. lde sorolhatok a tetraploid Triticum fajok vad és termesztett alfajai (pl.
Triticum turgidum L. subsp. dicoccoides (Korn. ex Asch. & Graebner) Thell.; Triticum
turgidum L. subsp. carthlicum (Nevski in Kom.) A. Love & D. Love ; valamint az A és D
genomok diploid 6sei, a T. urartu Tumanian ex Gandilyan és Ae. tauschii Coss..

Ebbe a kategdriaba sorolhatdé T. monococcum vad (Triticum monococcum L. subsp.
aegilopoides (Link) Thell.) és termesztett alfaja (Triticum monococcum L. subsp.
monococcum) is, mely a T. urartu-hoz hasonléan szintén A genommal rendelkezik. Az e
fajokbol  torténd génatvitel kozvetlen keresztezéseken, homolog rekombindcion,

visszakeresztezéses modszeren és szelekcion alapszik.

- Masodlagos génforrasoknak tekinthet6k azok a poliploid Aegilops és Triticum fajok,
melyeknek legaldbb egy genomja homolog a buzééval. Ebbe a kategdriaba sorolhatéak az
Aegilops nemzetség Sitopsis szekcidjaba tartozo fajok (pl. Aegilops speltoides Tausch. és
Ae. longissima Schweinf. & Muschl.), melyek S genomja mutatja a legnagyobb homologiat

a termesztett buza B genomjaval. Szintén a masodlagos génforrasokhoz tartoznak a
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tetraploid T. timopheevii (AAGG) vad (Triticum timopheevii (Zhuk.) Zhuk. subsp.
armeniacum (Jakubz.) MacKey) és termesztett (Triticum timopheevii (Zhuk.) Zhuk. subsp.
timopheevii) alfajai, valamint, a hexaploid T. zhukovsky (AAGGA™A™).

A masodlagos génforrasok buzanemesitésben torténd felhasznalasa sokkal korlatozottabb,

gyakran embridtenyésztés alkalmazasa sziikséges az utédok fenntartasa érdekében.

- A harmadlagos génforrasok csoportjaba azok a diploid €s poliploid fajok tartoznak, melyek
genomjai nem homoldgok a buzaéval (példaul Secale, Hordeum, Agropyron fajok).
E fajokbol a génatvitel mar rendkiviil bonyolult, nagyon ritka a parosodas a nem homeolog

genomok kromoszoémai kozott és embridtenyésztés alkalmazasa sziikséges.

Mint az a fentiekb6l is Kkitiinik, az el6nemesitési programokba az elsddleges génforrasok
csoportjaba tartozd fajok illesztheték be a legkdnnyebben, hiszen esetilkben specialis
biotechnolodgiai technikak alkalmazéasa nélkiil is eldallithatok fertilis utodok.

A Triticum nemzetség mindossze 6 fajt tartalmaz, ezek a kovetkezéek: Triticum monococcum L.
(2n=2x=14; A"A™); Triticum urartu Tumanian ex Gandilyan (2n=2x=14; A"A"); Triticum turgidum
L. (2n=4x=28; AABB); Triticum timopheevii (Zhuk.) Zhuk. (2n=4x=28; AAGG); Triticum
aestivum L. (2n=6x=42; AABBDD); és Triticum zhukovskyi Menabde &Ericzjan (2n=6x=42;
AAGGA™A™). E hat faj harom, diploid, tetraploid és hexaploid szekcidba csoportosithato
ploidszintje alapjan (van Slageren 1994). A hat Triticum faj koziil a Triticum urartu csak vad, a
kozonséges buza (T. aestivum) és a T. zhukovsky csak termesztett formaban fordul el6. A T.
monococcum, a T. turgidum és a T. timopheevii fajoknak egyarant fellelhetok vad és termesztett

alfajai is.

2.2.1 A Triticum monococcum szarmazasa, elterjedése

Az alakor (Triticum monococcum; 2n=2x=14, A"A™) az 4rpa, borsé és lencse mellett egyike az
ugynevezett ,,alapitdo novények”-nek, melyek az 0j kokorszakban elinditottak a tudatos folmiivelést
(Zohary és Hopf 1993), és egyike az els6 kalaszos ndvényeknek, melyeket kifejezetten €lelmezési
céllal termesztettek (Monneveux et al. 2000). Szarmazasi helye a Kozel-Keleten talalhatd
,,Termékeny Félhold”-nak nevezett teriilet (1. 4bra). Az alakor A" genomja szoros kapcsolatban 4ll
a T.urartu A" genomjaval, szétvalasuk 0,5-1 milli6 évvel ezel6tt torténhetett (2. abra).
Domesztikacidja egy vad 6sbdl tortént a dél-kelet torokorszagi Karacadag hegységben (Heun et al.
2008) hozzavetéleg 10 000 évvel ezel6tt (Zohary 1999, Charmet 2011). Az alakornak két alfaja
van: a vad alakor (T. monococcum subsp. aegilopoides, 2n=2x=14, A’A®) és a termesztett alakor (T.
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monococcum subsp. monococcum, 2n=2x=14, A™A™). A termesztett alakor harom jelentds
tulajdonsagban kiilonbdzik a vad alfajtol: 1. szemtermése nagyobb és teltebb ; 2. erds kaldszorsoja
van, mely éréskor sem torik, igy megakadalyozza, hogy a kalaszkak éréskor szétszorddjanak;3. a
vad fajnal konnyebben csépelheté (Salamini et al. 2002).

A domesztikaciot kovetéen az alakor elterjedt az egész Kozel-Keleten, a Kaukazuson tali
teriileteken, a Mediterraniumban és a Balkanon is (Perrino et al. 1996). Termesztésének jelentdsége
a Bronzkor (ie. 3500—ie.1200) utan jelent6sen csokkent a nagyobb termdképességii és csépelhetd
tetraploid és hexaploid bluzak térhoditasaval parhuzamosan. Tudatos nemesitése csak a XX. sz.
végén indult meg. 2013-as adatok alapjan az Eurdpai Unidban minddssze 13 elismert €s elismerés
alatt allo alakor fajta van (forras: CPVO-Ko6zosségi Novényfajta-hivatal).

A vad alakornak a domesztikaciot megel6z6en harom valtozata volt (a, B és v), melyek elkiilonitése
genetikai és morfologiai polimorfizmuson alapul (Kilian et al. 2007). Ezek koziil a B valtozatot
aknazta ki az emberiség az alakor termesztésbe vonasa soran. Kilian et al. (2007) vizsgalataikban
arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a termesztett alakor genetikai diverzitasa nagyobb, mint a 3
tipusi vad testvér-csoporté. Régészeti leletek azt bizonyitjak, hogy ez a vad alakor rassz mar
korabban elterjedt, majd ennek kiilonb6zd genotipusai voltak dsszehangolt és tudatos beavatkozas
nélkiil a tobbszoros, egymastol fiiggetlen domesztikacios események alanyai vagyis az alakor
domesztikacidja, mas novényfajokkal ellentétben nem jart egylitt a diverzitas csokkenésével.

Az 1970-es években egy génbanki alakor tételben csupasz szemii diploid Triticum fajt
azonositottak, melyet az alakor természetes csupasz mutansanak és Triticum sinskajae Filat. et
Kurk. néven o6nallo fajnak tekintenek (Goncharov et al. 2007). Jelent6sége elsdsorban csupasz
alakor el6allitasat célzo nemesitési programokban (Frégeau-Reid és Abdel-Aal 2005) van.

A magyar alakorkutatdsban Szabo T. Attila munkdja kiemelkedd jelentdségli, mind az erdélyi
alakorok gytijtésével, mind az alakor taxondmidjaval kapcsolatban.

Az alakor rendkiviil kis terlileten valo termesztése miatt, génforrasként elsésorban a génbankokban
Orzott tételei johetnek szamitasba, habar a pelyvas kaldszosok koziil a kiilonboz6é alakor
genotipusok génbanki tételeinek szama a legkisebb (Perrino et al. 1996). Az eurdpai génbankok
Triticum fajokat tartalmaz6 adatbazisa (European Wheat Database) szerint Europaban a legnagyobb
T. monococcum gyijtemény — 608 tétel — Olaszorszagban talalhatdo (ISC S. Angelo Lodigiano),
jelentds T. monococcum kollekcio (285 tétel) talalhato Torokorszagban (AARI, Izmir),
Németorszagban (145 tétel IPK, Gatersleben; 285 tétel FALP, Braunschweig), Oroszorszagban
(104 tétel VIR, Szentpétervar). Magyarorszagon a tapidszelei Novényi Diverzitas Kozpontban 34
alakor tételt 6riznek (European Wheat Database). Az MTA ATK Mezbgazdasagi Intézetének
Gabona Génbankjaban 292 T. monococcum tétel talalhatd, melyek koziil 218 T. monococcum subsp.
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monococcum (termesztett alakor) és 74 T. monocococcum subsp. aegilopoides (vad alakor);

emellett 19 tételbol allo T. urartu gylijteménnyel is rendelkezik a génbank (3.abra).

-,
-
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3. abra Diploid Triticum genotipusok, a: kiilonb6z6 T. monococcum subsp. monococcum- termesztett alakor

tételek; b: T. monococcum subsp. aegilopoides - vad alakor; c: T. urartu

A T. monococcum-mal folytatott kutatasok alapvetéen a génbanki tételekre alapozhatdk, ezért e
genotipusok jellemzésével vilagszerte sok kutatocsoport aktivan foglalkozik . A génbanki tételek
jellemzésének célja lehet ) génforrdsok azonositasa, de alapjat jelentheti a T. monococcum
genotipusok kozvetlen felhasznalasanak is. A T. monococcum génbanki tételek jellemzése értékes
informaciokat szolgaltat a genotipusok agrondémiai és minéségi tulajdonsagairdl (Vallega 1992,
Moudry et al. 2011), azonositottak olyan genotipusokat, melyek el6ny0s agronomiai
tulajdonsagokat (korai kalaszolas, alacsony novénymagassag) hordoznak (Castagna et al. 1996,
Empili et al. 2000), de ismertek kivalo levélrozsda rezisztenciaval rendelkez6 tételek is (Hammer et
al. 1996). Mas betegségek, pl. szartord gomba (Tapesia yallundae) tekintetében is jelentds

eltéréseket talaltak nagyszamu T. monococcum vizsgalata soran (Cadle et al. 1997).

2.2.2 A Triticum monococcum, mint génforras

2.2.2.1 A Triticum monococcum a mindségi tulajdonsagok kutatasaban

Az alakor napjainkban lokalisan eléforduld névényfaj, termesztése Eurdpaban és Indidban foként

olyan régiokban maradt fenn, ahol tradiciondlis termékek eldallitdsdra hasznaljadk. Spanyolorszag,
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Franciaorszag és Olaszorszag egyes teriiletein szemterméséért termesztik hagyomanyos kenyerek és
szaraztésztak eloallitasara, valamint takarmanyozasi célbol (Laghetti et al. 2009). Erdélyben a
szalmajat is felhasznaljdk szalmakalapok készitéséhez, emellett Osi lepényféléket, pogacsat siitnek
beldle. Az Erdélyben gytijtott valtozat emellett jobban csépelhetd. A kiilonbozoé termesztési
tertiletein szdmos valtozata maradt fenn (Szabd T. és Hammer 1995).

Hagyomanyos termesztési korzeteiben intenziv kutatdsok folynak az alakor siitdipari mindségével,
beltartalmi paramétereivel kapcsolatban. Jellemzéen nagy Karotin- ¢és fehérjetartalommal
rendelkezik (D’Egidio et al. 1993, Borghi et al. 1996, Brandolini et al. 2008), antioxidans (lutein,
[S-tokotrienol, a-tokotrienol, a- és p-tokoferol) tartalma szintén kiemelked6 (Hidalgo et al. 2006)
ezaltal funkcionalis ¢lelmiszerek alapanyagiul szolgdlhat. Felhasznalhato a buza siitdipari
mindségének modositasara is, amit az is bizonyit, hogy T. monococcum subsp. aegilopoides fajbol
vittek at hexaploid blizaba HMW glutenin alegységeket kodolo alléleket (Glu-Alr és Glu-Als). A
hexaploid buza Glu-Al allélja nulla vagy egy alegységet kodol, a Glu-Bl és Glu-D1 pedig
maximum kett6t. A Rogers et al. (1997) altal 1étrehozott térzsek a Glu-Alr és a Glu-Als révén hat
HMW glutenin alegységet kodolnak. A Glu-Alr csokkenti a tészta ragaddssagat és javitja a

stabilitasat, a Glu-Als pedig a sikér er6sségét befolyasolta kismértékben pozitiv iranyba.

2.2.2.2 A Triticum monococcum a rezisztencianemesitésben

A buzanemesités egyik legfontosabb célja a betegség ellenallosagra torténd nemesités, hiszen a
rezisztens fajtak hasznalata noveli leginkabb a buzatermesztés biztonsagat és gazdasagossagat. A
fajtak rendszeres cser¢jét az 11, virulens gomba patotipusok megjelenése is feltétleniil sziikségessé
teszi (Lang és Bed6 2006). Magyarorszagon a buza rezisztenciakutatasokban fontos szerepe van a
rozsdabetegségek elleni rezisztencidra torténd nemesitésnek. Mindharom rozsdafajjal kapcsolatban
megallapithatd, hogy hatékony rezisztenciagének a buzaval rokon és vad fajokbol vihetok at
(Purnhauser 2006). A T. monococcum ellenallésaga a kiilonféle gombabetegségekkel szemben
kiemelkedden j6. Szamos példa bizonyitja az alakor kivalo rezisztencidjanak atvitelét a hexaploid
buzaba (Monneveux et al. 2000).

A buza legjelentdsebb rozsdabetegsége hazankban a levélrozsda (Puccinia triticina). Termesztett és
vad alakorbdl egyarant vittek at levélrozsda rezisztenciagént a buzaba (Hussien et al. 1997),
melyeket az 1A, SA és a 6A kromoszomakon lokalizaltak (Hussien et al. 1998). Tébb szaz vad és
termesztett alakor, illetve T. urartu génbanki tétel levélrozsda rezisztenciajat tanulmanyozta Anker
¢s Niks (2000) és megallapitottak, hogy a legnagyobb szamban a termesztett alakorok kozt
talalhatoak rezisztens genotipusok. A T. monococcum fajban talalhato rezisztenciagének eredetét

kutatva Bai et al. (1998) eltéré foldrajzi helyekrdl szarmazo genotipusok diallél keresztezésével

19



1étrehozott populacidiban nem talaltak levélrozsdara fogékony utédokat, amit kozos gén jelenlétével
magyaraztak. Tobb genotipus levélrozsda rezisztencjat tanulmanyozva nagyon csekély mértéki
diverzitast figyeltek meg a levélrozsda fertdzésre adott valaszreakciokban, igy szerintik a
génatviteli munkak soran célszeri csak néhany genotipust hasznalni.

Jelentbs szerepet jatszhat az alakor a szarrozsdanak (Puccinia graminis f. sp. tritici) ellenalld buza
genotipusok eldallitasaban. Szarrozsda rezisztenciaért felelés géneket (Sr21, Sr22 és Sr35)
azonositottak T.monococcum-ban (Kerber és Dyck 1973, The 1973, Mclintosh et al. 1984) és vittek
at sikeresen buzaba (Valkoun et al. 1989). Az alakor szarrozsda rezisztenciaforrasként vald
fontossagat alatamasztja, hogy nagy szamban azonositottak a napjainkban jelentés Ug99 rasszal
szemben ellenalld T. monococcum genotipusokat (Rouse és Jin 2011), illetve a T. monococcum-ban
talalhato Sr35 gén Ug99-el szembeni rezisztenciaval bir (Saintenac et al. 2013).

Hazankban kisebb jelentdségli, de hiivos és csapadékos tavaszokon idénként jarvanyt okozd
rozsdabetegség a sargarozsda (Puccinia striiformis). Ma et al. (1997) a T. monococcum termesztett
és vad valtozataiban, valamint ABA™ genomésszetételii amfiploidokban vizsgalta a sarga rozsda
elleni rezisztenciat, melynek eredményeként szamos rezisztenciaforrast azonositott. A késdbbiekben
Chhuneja et al. (2008) sargarozsdaval szemben ellenalld vad és termesztett alakor genotipusok
felhasznalasaval rekombinans vonalakat hozott 1étre, melyek felhasznalasaval és SSR és RFLP
markerek segitségével sargarozsda-rezisztenciaért felelds lokuszokat térképezett a termesztett
alakor 2A ¢és a vad alakor 5SA kromoszomajan.

Az alakor fontos szerepet jatszik lisztharmat (Blumeria graminis f.sp. tritici) ellenalld btza
genotipusok eldallitdsdban. Vad alakorbol vitték at hexaploid bizdba az 1A kromoszoméan talalhato
Pm25 lisztharmat-rezisztencia gént (Shi et al. 1998). Ellenalld6 T. monococcum genotipusokon SSR,
STS és EST markerekkel végzett vizsgalatok segitségével azonositottak az MIm2033 és MIm80
rezisztenciagéneket a 7A kromoszoman, melyek nagy valoszinliséggel részét képezik a Pml
rezisztencia lokusznak (Srni¢ et al. 2005, Yao et al. 2007). Recessziv lisztharmat-rezisztencia gént
(pm2026) azonositottak T. monococcum-ban és SSR és RFLP markerekkel az 5A kromoszoma
hosszl karjan lokalizaltak (Xu et al. 2008).

Gombabetegségekkel szembeni rezisztencidja mellett az alakor abiotikus stresszekkel szembeni

ellenallosaga kiemelkedd, szamos genotipus kivald szarazsagtiiréssel rendelkezik (Jing et al. 2007).

2.2.3 A Triticum monococcum genomdsszetételének vizsgalata

A hexaploid buiza genetikai kutatasait nagyban megneheziti a buza nagy (16 700 Mb) genommérete,
a harom homeoldg genom jelenléte és a repetitiv szekvencidk nagy részaranya (Bennett és Leitch
1995). A buza genomok diploid donorfajainak, mint modellfajok alkalmazasaval a strukturalis €s
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funkcionalis genomikai kutatasokban feltett kérdések egyszeriibben megkdozelithetéek. Az alakor,
mint diploid faj a buzahoz képest viszonylagosan kis genommérettel (5 600 Mb) rendelkezik
(Furata et al. 1986), ami miatt az utobbi idében egyre jelentdsebb szerepet tolt be a buza genomikai
kutatasokban.

A termesztett ¢és vad T. monococcum kozti nagyfokt polimorfizmusra alapozva térképezési
populacio létrehozasaval készitették el az alakor RFLP markereken alapuld genetikai térképét
Dubcovsky et al. (1996). Ezt felhasznalva térképezték a vernalizacids igény meghatarozasaért
felelés (Vrn) géneket (Dubcovsky et al. 1998). A késObbiekben a PCR alapi markerek
elterjedésével sziikségessé valt a korabbi RFLP alapu térképek atkonvertalasa olyan genetikai
térképekké, melyek elkészitéséhez PCR alapi markereket alkalmaztak. Ezzel Gsszefliggésben
Kojima et al. (1998) a T. monococcum olyan kapcsoltsagi térképét allitottak el6, mely egyarant
tartalmazott RFLP, tovabba PCR alapi ISSR és RAPD markereket. Martonvasari kutatok
fagyérzékeny és jo fagytlirdé képességii alakorokbol 1étrehozott térképezési populacio segitségével
azonositottidk az 5A™ kromoszoman a fagyallosagért felelés Fr-A2 lokuszt (Vaguajfalvi et al. 2003).
Ez a térképezési populacio a tovabbiakban is a fagyallésag genetikai hatterével kapcsolatos
kutatasok alapjaként szolgalt (Miller et al. 2006).

A DV92 T. monococcum genotipus felhasznaldsaval hoztdk 1étre az A genom BAC konyvtarat
(Lijavetzky et al. 1999), mely megkonnyiti a gének térképezésen alapuld pozicionalis klonozasat. A
DV92 BAC konyvtar felhasznalasaval izolaltak a buza vernalizacios igényének meghatarozasaban
kozponti szerepet jatszo Vrnl gént (Yan et al. 2003), biza 1A kromoszomajan talalhato Lrl0
levélrozsda rezisztenciagént (Feuillet et al. 2003), valamint a buza domesztikacidjaban nagy
szerepet jatszo Q gént (Faris et al. 2003). T. monococcum térképezési populacio és BAC konyvtar

felhasznalasaval térképezte Tranquilli et al. (1999) a buza szemkeménységért felelds géneket.

2.2.4 A Triticum monococcum fajjal végzett keresztezések

A Triticum fajokkal végzett els6 keresztezésekkel egy iddben az alakorral is megkezdddott a
keresztezhetdség tanulmanyozasa. Elsdként Beijerinck (1884) allitott elé hibridet T. turgidum
subsp. dicoccum x T. monococcum kombinacidjabodl és hozza hasonloan tetraploid Triticum fajok és
alakor keresztezéseibdl szdrmazo utddokat sikeriilt létrehoznia Biffennek (1905). Fertilis
novényeket els6ként Blaringham (1914) tudott felnevelni T. monococcum x T. turgidum subsp.
durum kombinaciobol szarmazé szemekbdl. Ezek rozsda ellenallésaga hamar ismertté valt a
nemesitok korében, azonban kis termdéképessége nem tette lehetévé a fajhibrid elterjedését (lasd

Belea et al. 2005). Orosz kutatok (Vavilov, Jakuskina) a XX. sz. els6 felében szintén nagy szamban
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végeztek keresztezéseket a Triticum fajok kozott (Rajhathy 1955) és T. monococcum x T.
carthlicum keresztezésbdl sikeriilt fertilis F,4 torzseket eléallitaniuk.

Magyarorszagon T. monococcum fajjal végzett keresztezésekrdl eldszor Rajhathy (1954) szamolt
be, kisérleteiben a kiilonb6z6 ploidszintii Triticum fajok keresztezhet6ségét és genetikajat vizsgalta.
Az altala Martonvasaron elkezdett munkat Belea (1976, 1986, 2005) folytatta. Evolucidgenetikai és
gyakorlati (rezisztencia) célu kutatasai soran szamos Triticum és Aegilops faj keresztezhetGségét
vizsgalta. Tetra- és hexaploid Triticum fajokkal végzett keresztezései eredményeként az alakor
nehéz keresztezhetéségérél szamolt be. A felsorolt kutatokon kiviil hazankban Kiss Arpad (1968)
foglalkozott T. monococcum és rozs keresztezésével tetraploid tritikalé eléallitasa céljabol.

A T. monococcum-bol torténd génatvitel klasszikus keresztezési eljarassal tobbféleképpen
lehetséges. Az alakor kdzvetlen keresztezése tetraploid és hexaploid btizafajokkal és az Fy hibridek
visszakeresztezése hatékony moddszere a rekombindcion alapuld génatvitelnek, amit a Vardi és
Zohary (1967) valamint a The és Baker (1975) kromoszoémaparosodasi adatokkal is alatamasztott.
Jo eredményeket értek el autotetraploid T. monococcum (2n=28) és a T. aestivum kozotti
keresztezéssel, ami sikeresebbnek bizonyult, mint a diploid T. monococcum és a hexaploid buza
kozotti keresztezés (Belea 1986, Dyck és Bartos 1994).

A génatvitel lehetséges modja még az AABBA™A™ genomdsszetételli szintetikus hexaploidok
létrehozasa, ahol a szintetikus amfiploid hidként szerepelhet a génforrasként szolgalo T.
monococcum ¢€s a hexaploid buza kozott. A vilag egyik legnagyobb gabonanemesitd programjat
végzd CIMMYT-nél nagy szamban végeztek keresztezéseket AABBAA genom 0Osszetételi
szintetikus hexaploid eléallitasa céljabol és ennek soran a T. turgidum-ot A genommal rendelkezd
diploid fajokkal kombinaltak (Mujeeb-Kazi ¢és Hettel 1995). E munka keretében 154 kiilonb6z6
torzset hoztak létre durumbuza és A genommal rendelkez6 diploid genotipusok keresztezésével (T.
monococcum subsp. monococcum ¢és subsp. aegilopoides, T. urartu). Hasonléan ABA genommal
rendelkezd szintetikus hexaploidot allitottak el az alakor kivald rezisztencidjanak és a durumbuiza
nagyobb termdéképességének kombinaldsara ¢és Gill et al. (1988) és Plamenov et al. (2009). A T.
monococcum-bol és T. timopheevii-bél torténd génatvitel céljabol AAGGA™A™ genommal
rendelkez6 szintetikus amfiploidot allitottak eld Martonvasaron Miké et al. (2013). Sajnos az A
genom alapu szintetikus hexaploidok nemesitési gyakorlatban torténd hasznositdsarol kevés
informacio all rendelkezésre. Munkank soran mi a hagyomanyos visszakeresztezéses modszert
hasznaltuk és az ABA™ amfiploidok eléallitasan alapuld génatvitelt tiiztiik ki célul.

Az alakort a tritikdlé nemesitésben is hasznaljak génforrasként, kozvetleniil a tritikdléval
keresztezve vagy T. monococcum x Secale cereale hibridek (amfiploid hid) létrehozasaval

(Neumann et al. 1985.). T. monococcum-bol vittek at tritikaléba kalaszban csirazassal szembeni
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ellenalloésagot (Sodkiewicz 2002) és levélrozsda-rezisztenciat (Sodkiewicz és Strzembicka 2004,
Sodkiewicz et al. 2009).

A T. monococcum fajjal végzett keresztezések célja altalaban biotikus és abiotikus rezisztencia
faktorok atvitele buzaba. A kozismerten jo rezisztencia és a buzaval valo kozeli rokonsag ellenére,
eddig kevés T. monococcum-bol szarmazd rezisztenciagént azonositottak ¢és hasznalata az
elonemesitési programokban sem terjedt el. Ennek oka nagy valdsziniiséggel a nehéz
keresztezhet6ségben rejlik. Mindezek tiikrében nagy jelentdsége lehet egy jol keresztezhetd és
hasznos agrondémiai tulajdonsagokkal rendelkez6 alakor genotipus génforrasként valo

alkalmazasanak a buza elénemesitési programokban.

2.3 A genetikai diverzitas bovitése idegen faju keresztezéssel

A kedvezé tulajdonsagokért felelés gének idegen fajbol buzaba torténd atvitele torténhet
génmodositott novények eldallitdsaval (genetikai transzformacioval) illetve idegen faju
keresztezések révén faj-és nemzetséghibridek 1étrehozasaval. Hazankban a buzanemesités
gyakorlataban jelenleg ez utobbi mddszer haszndlata mondhatd tarsadalmilag és jogszabaly altal
elfogadottnak (Magyarorszag Alaptorvénye 2013). A buzaval rokon fajok nagy része ivaros tton
keresztezhetd a buzaval. Az elsé nehézséget a buza és az idegen faj kozotti interspecifikus hibrid
1étrehozasa jelenti. A kiilonboz6 fajok egymassal eltéré mértékben keresztezhetok (Belea 1986). Az
idegen faju keresztezések végso célja az, hogy hasznos agrondmiai tulajdonsagot hordozo, lehetdleg
minél kisebb méretli idegen kromatint integraljunk a biiza genomba transzlokaciok formajaban. Ez
torténhet kozvetlentil az F; hibridek vagy amfiploidok létrehozasa utan, illetve addicios majd
szubsztiticios vonalak eldéllitasdnak kozbeiktatasaval.

Az idegen fajokon végzett keresztezések a génatviteli munkan tal hozzajarulnak az idegen kromatin
kimutatasara alkalmas modszerek fejlesztéséhez (Schwarzacher et al. 1989, 1991), kivalo
alapanyagot szolgaltatnak az idegen kromoszomék kozti homeoldgia meiotikus kromoszoma
parosodas segitségével torténd tanulmanyozasara (Naranjo et al. 1987, King et al. 1994., Miller et
al. 1994), valamint evolucioés kutatasokhoz (McFadden és Sears 1946). A kovetkezdkben azokat a
tényezoket mutatom be részletesen, melyek jelentdsen befolyasoljak az idegen fajokbol torténd

kromoszomaalapu génatvitel hatékonysagat.

2.3.1 Keresztezhetdség

Az idegen faju génatvitel hatékonysagat meghatarozza a keresztezhetéség, vagyis az a tulajdonsag,

hogy a két faj sziildi genotipusainak keresztezésével F; hibrid szem jojjon létre. Buzaban a
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keresztezhet6ségi jelleg kialakitasaban kulcsfontossaguak a keresztezhetségi (Kr) gének. A Kr
gének dominans allélja a pollentomlé novekedésének gatlasan keresztiil akaddlyozza meg
megtermékenyitést, és ez altal az interspecifikus hibrid 1étrejottét (Lange és Wojciechowska 1976).
A Kr gének keresztezhetdségre gyakorolt hatasat buza és rozs nemzetséghibridek 1étrehozasa soran
figyelték meg el6szor (Lein 1943), de az azodta végzett kutatasok bebizonyitottak, hogy azok a
genotipusok, melyek a rozzsal jol keresztezhetdk, mas fajokkal is konnyen kombinaldédnak (Thomas
et al. 1980, Koba és Shimada 1993).

A legnagyobb hatassal rendelkez6 keresztezhetdségi gén az 5B kromoszdma hosszi karjan talalhato
Krl (Riley és Chapman 1967). A kisebb hatast Kr2 gén az 5SA kromoszdéma hosszu karjan talalhaté
(Sitch et al. 1985). A Kr gének dominans allélja csokkenti a keresztezhetOséget. Lein (1943)
kutatasai azt bizonyitjak, hogy a két gén recessziv alléljait (krlkrlkr2kr2) hordozé genotipusok
keresztezhetdségi szazaléka 50 szdzalék feletti, mig dominans allélok esetében ez a szam 5 szazalék
alatt marad. Két tovabbi Kr gént azonositottak még: a Kr3-at az 5D (Krowlow 1970) és a Kr4-et az
1A kromoszéman (Zheng et al. 1992), melyek hatasa a Krl-hez képest kisebb. Ujabb kutatasok
soran tovabbi nagyhatasi keresztezhetOséget befolyasolo lokuszt, az Skr-t, térképeztek az 5B
kromoszoma rovid karjara (Tixier et al. 1998). A Kr gének hatasukat nemcsak a
megtermékenyitésre €s a szemkotésre fejtik ki, hanem eldsegitik a szemfejlodést, ezaltal elénydsen
befolyasoljak az embridtenyésztést is (Sharma 1995).

Martonvasaron recessziv krl genotipus (Chinese Spring) és a Martonvasari 9 0szi biiza genotipus
felhasznalasaval hoztdk létre az Mv9krl jol keresztezhetd és agronomiailag is megfeleld
tulajdonsagokkal rendelkez6 6szi buza genotipust Molnar-Lang et al. (1996). Az Mv9kr1 genotipus
napjainkig meghatirozd szerepet tolt be a martonvésari eldnemesitési programokban, amit az is
fémjelez, hogy sikeres keresztezéseket végeztek el arpaval (Molnar-Lang et al. 2000), Aegilops
fajokkal (Molnar-Lang et al. 2002), rozzsal (Molnar-Lang et al. 2010), valamint Agropyron fajokkal
(Kruppa et al. 2012).

Snape et al. (1987) valamint Gay és Bernard (1994) angol és francia fajtakba vitték be a recessziv
krl allélt, monoszémas vonalakba beépitett Chinese Spring és Fukuhokomugi buzafajtak 5B
kromoszémainak felhasznalasaval.

Sharma (1995) felhivja a figyelmet azonban arra is, hogy a keresztezhetéségben 1évé variabilitas
nemcsak a buzaban, hanem a vele keresztezni kivant vad faj kiilonb6z6 genotipusaiban is fellelhetd,
aminek a génforrasként hasznalt genotipus helyes megvalasztasaban lehet jelentdsége.

A keresztezések sikerességét a megfeleld genotipusok hasznalatan kiviil egyéb tényezok is
befolyasoljak. Ezek kozt kiillondsen jelentds a kdrnyezet (hdmérséklet, para, megvilagitas) szerepe.
A Poaceae csaladhoz tartoz6 fajok megtermékenyiilése 20-25 °C hémérsékleten és 60-70% relativ

paratartalom mellett kedvezd, a hOmérséklet csokkentésével és a pdaratartalom emelésével a
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keresztezési munka sikere novelhetd, kiilonosen fajidegen pollen hasznalata esetében (Belea 1986).
Molnar-Lang és Sutka (1994) btza x arpa keresztezésekben 21 °C-on tapasztaltak a legnagyobb
aranyu szemkotést. Kedvezobtlen koriilmények mellett (til magas vagy tal alacsony homérséklet,
alacsony paratartalom) jelentésen csokken a szemkotés (Molnar-Lang et al. 1996). A tetra- és
hexaploid buzédk rozzsal torténd keresztezhetdségét szintén befolyasoljak a keresztezés foldrajzi
helyének (Sirrka et al. 1993) eltér6 kornyezeti adottsagai. A kornyezet erésen befolyasolja az
embrio és endospermium fejlédését is (Percy 1986), alacsony hémérséklet lassitja az embrid
fejlodését (Molnar-Lang és Sutka 1994)

Az eltér6 kromoszémaszammal rendelkezd keresztezési partnereknél az altaldnosan elterjedt
gyakorlat a nagyobb kromoszémaszammal rendelkezé genotipus anyai partnerként valo hasznalata.
Reciprok keresztezésekbdl kapott hibrid szemek altalaban gyengén csiraznak (Matsumara 1936),
ami az endospermium nem megfeleld fejodésével magyarazhatd (Beaudry 1951). Ezt tamasztja ala
Nishiyama és Inomata (1966) vizsgalata is, akik megfelelé endospermium fejlédést 2:1 anyai:apai
genomarany esetén figyelték meg. Reciprok keresztezések soran gyakran nagyobb szemkotés
tapasztalhatdo (Sharma ¢és Waines 1981), de az igy Kkapott szemekbdl gyakran csak
embriotenyésztéssel nevelheték fel novények (Sharma 1995). Belea (1976) széles korben végzett
keresztezéseket a Triticum, Aegilops és Secale nemzetségen beliil, melynek soran vizsgalta a
keresztezési irdny szemkotésre gyakorolt hatdsat. A T. monococcum-mal végzett keresztezéseit
tetra- és hexaploid Triticum fajokkal mindkét iranyban elvégezve, azt tapasztalta, hogy a T.
monococcum-ot anyai vagy apai partnerként hasznalva egyarant kapott szemeket, de kiilonosen a T.

aestivum-mal végzett keresztezés esetén alkalmasabb az alakornak pollenadoként valo hasznalata.

2.3.2 A kolhicin szerepe az idegen faju keresztezésekben

A kolhicin hasznalatanak megjelenése attorést hozott az idegen faju keresztezések sikerességében
az 1930-as évek végén. A kolhicin hatasat a mitdzis metafazisaban fejti ki azaltal, hogy a tubulin
monomerekhez torténd kotddésével gatolja a mikrotubulusok és a magorsok kialakulasat, melynek
kovetkezményeként a kromoszomak magi polusokra vandorlasa nem kovetkezik be, ezaltal leall a
sejtosztddas. Mindezek a genom duplikalodasahoz vezetnek (Levan 1938).

A keresztezés soran eldallitott hibridek a sziilok kromoszomakészletének felét tartalmazzak. A
kiilonb6z6 eredetli kromoszomak a meidzisban altalaban nem parosodnak (univalenseket alkotnak),
igy a keletkezett novény steril marad. Az ivarsejtképzOdést megel6zd fejlédési stadiumokban
alkalmazott Kkolhicin kezeléssel a novények kromoszoémaszama megkettézhetd, ezért a meidzis

soran homolog kromoszomak bivalenseket képeznek és fertilisek lesznek.
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Habar az els6 szintetikus buzat tobb mint hatvan évvel ezeldtt allitottak eld, az akkori munkéaban a
eléallitott amfiploidokat nem hasznaltdk fel nemesitési célokra. A szintetikus hexaploid buza
nemesitésben torténd hasznositasara az 1980-as években indult intenziv munka a CIMMY T-nél.
Munkdjuk  koézéppontjdban elsdsorban a  hexaploid buzdhoz hasonlban AABBDD
genomdosszetétellel rendelkezd torzsek eldallitasa allt. Céljuk a bliza genetikai diverzitdsanak
novelése, Uj rezisztenciagének bevitele a kiillonbozé Ae. tauschii genotipusokban rejlé diverzitas
felhasznalasaval (Mujeeb-Kazi et al. 2002). A szintetikus hexaploid buza el6allitasanak sémaja a 4.

abran lathato.

Triticum turgidum  x D genommal Triticum turgidum  x A genommal
(2n=4x=28,AABB) l rendelkezé faj* (2n=4x=28,AABB) rendelkezo faj**
F, hibrid F, hibrid
(2n=3x=21, ABD) (2n=3x=21,ABA)
embri()teflyésztés embridtenyésztés
regeneracio regeneracio
kromoszoma duplikalas kromoszoéma duplikalas
fertilis amfiploid (szintetikus hexaploid) fertilis amfiploid
(2n=6x=42, AABBDD) (2n=6x=42, AABBAA)
felszaporitas, tesztelés, prebreeding
*  Aegilops tauschii
**  Triticum monococcum subsp. aegilopoides, Triticum monococcum subsp. monococcum, Triticum urartu

4. abra A D és A genommal rendelkez6 diploid Triticum fajok blizanemesitésben torténdé hasznositasanak

stratégiajaa CIMMYT-nél (Mujeeb-Kazi et al. 2002 nyoman)

Az amfiploidoknak nagy szerepe van a génatviteli munkakban. Az O’Mara (1940) 4ltal ismertetett
technika szerint az F; hibridb6l kolhicinnel eldallitott amfiploidot buzaval visszakeresztezve,
addicids vonalak allithatok eld, melyek az idegen fajnak mar csak egy par kromoszomajat
tartalmazza. Az addiciés vonalak felhasznalhatok szubsztitiiciok eldallitasara. Az addicids és
szubsztitlicios vonalak alkalmasak gének kromoszoma lokalizdcigjanak meghatarozasara,

rekombinaciok, transzlokaciok eldallitasara.
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2.3.3 ldegen faju transzlokaciok 1étrehozasa

A gyakorlati nemesités szamara az idegen fajok kedvezo tulajdonsagai transzlokaciok formajaban
hasznosithatok a leghatékonyabban, melyben a 1étrehozott genetikai anyag az idegen genomnak
transzlokaciok létrehozasa torténhet homeoldg rekombinacion alapuld eljarassal, vagy random
kromoszématorések indukalasaval (Sutka 2004, Langné Molnar 2006). A homeoldg rekombinaciod
az azonos homeoldg csoportba, de kiillonbozé genomokhoz tartozd kromoszémak kozott alakul ki a
meidzis soran. Munkdm soran a hexaploid bliza A genomja és az azzal homeoldg A" genommal
rendelkez6é T. monococcum kozti idegen faju keresztezéssel foglalkozom, ezért a tovabbiakban csak
a homeolog rekombinacion alapuld eljarast, illetve az azt megeldz6 folyamatnak, a kromoszémak
parosodasanak befolyasolo tényezdit mutatom be.

A hexaploid buza A, B és D genomjdnak kromoszomai koziil a meidzisban csak a homolog
kromoszomak parosodnak, illetve rekombinalédnak egymassal, az azonos homeolog csoportba
tartozo kromoszomak szinte sohasem (Riley és Law 1965). Az allohexaploid btizaban a stabil
oroklédést lehetdvé tevo diploid-jellegli meidzis szigortian szabalyozott kromoszémaparosodason
keresztiil valosul meg. A meiotikus kromoszomaparosodast befolyasolé genetikai rendszer
legerdsebb hatasu eleme az 5B kromoszoma hosszu karjan talalhaté Phl lokusz (Riley és Chapman
1958, Sanchez-Moran et al. 2001). Kisebb hatast eleme a 3D kromoszéma rovid karjan talalhato
Ph2 lokusz (Sears 1976). A Phl hatasat a homeolég kromoszomak kozotti parosodas
megakadalyozasaval fejti ki, ezaltal az allopoliploid fajokban is diploid fajokra jellemzé
kromoszomaparosodas megy végbe. A Phl lokusz kialakulasa a poliploidizacié kovetkezménye,
jelenléte a diploid fajokban nem figyelheté meg (Chapman és Riley 1970)

A Phl lokusz kromoszomaparosodast gatlo hatasa dozisfiiggd. A novekvo dozist Phl a homeolog
¢és homolog parosodast is gatolja (Moore 2005), és a Phl lokusz dozisatol fiigg, hogy ezt a hatast a
homeolog vagy homolog kromoszomak szintjén fejti-e Ki.

A buza 42 kromoszoémaja a Phl lokusz jelenlétében 21 bivalenst alkot a meidzis 1. metafazisaban.
Megfigyelték, hogy a Phl hianyaban is a legtobb sejtben szintén kozel 21 bivalens figyelheté meg
(Roberts et al. 1999). Ez a megfigyelés arra enged kovetkeztetni, hogy a Phl lokusz hatasat nem
kozvetleniil kromoszomapérosodasra és a rekombindcidra, hanem a homoldg kromoszomak

felismerésére fejti ki (Moore 2005). A homolog felismerésben a kromoszomak telomér és

crer

crer

meiotikus kromoszomaparosodas kivaltasaban jatszik szerepet (Prieto et al. 2004). A Phl lokusz
ezenkiviil a centromérak kozti specifitdst is befolyasolja. A meidzis korai szakaszédban a
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centromérak parokat képeznek a tetraploid és hexaploid buzakban (Aragon-Alcaide et al. 1997;
Martinez-Perez et al. 2000, 2001), mig ugyanez a folyamat nem figyelhet6 meg diploid fajokban
(Martinez-Perez et al. 2000). A meiodzis tovabbi szakaszaiban ezek a centroméra-parok 7 csoportot
alkotnak a hét homeolog csoportnak megfeleléen, majd homolog parokat alkotnak a kromoszémak
(Martinez-Perez et al. 2001).

A Phl lokusz molekularis elemzése delécios mutansok, BAC klonok szekvenalasat és elemzését
kovetden ravilagitott arra, hogy a Phl lokusz egy sejtciklus szabalyozasaban résztvevé multigén
csaladot és szubteloméras heterokromatint foglal magaba. Ez a multigén csalad Cdk (ciklin fiiggd
kinaz) gének csoportja, amely szoros homologiat mutat a human genom Cdk2 génjeivel, melyek a
nem-homolog kromoszomaparosodast akadalyozzak meg (Griffiths et al. 2006, Al-Kaff et al. 2008).
Buza x idegen faju keresztezésekbol szarmazo utdodokban szintén a Phl lokusz a felelés a buza és
az idegen kromoszoémak kozotti homeolog rekombinacio megakadalyozasért (Riley et al. 1959),
jelentésen megnehezitve az idegen faju transzlokéciok kialakuldsat. Ezt az is aldtdmasztja, hogy a
Phl lokuszt nem hordozo buza és vad fajok interspecifikus hibrideiben gyakori a homeolog
kromoszoémak parosodasa, mig a Phl jelenlétében ez joval kisebb mértékben figyelheté meg
(Kimber et al. 1981). Ez a megfigyelés gyakorlati jelentdségli a buza és idegen faj kozotti
rekombinacid eldallitdsdban és kiilonb6zéd modszereket alkalmaznak a homeolog transzlokacid
indukalasara. Ezek a moddszerek egyrészt az 5B kromoszoma és ezzel egyiitt a Phl lokusz
eltavolitasan alapulnak: SB monoszomok , 5B nulli- 5D tetraszomok (ahol az 5B kromoszomat SD
helyettesiti) alkalmazasaval a buza x idegen faji keresztezésekben indukalhatok homeolog
rekombinaciok (Sears 1981). A Phl lokusz eltavolitasa 5B delécios mutansok létrehozasaval is
megvaldsithato. Igy hoztak létre a Chinese Spring buzabél egy 70 Mb terjedelmii, interkalaris
deléciot hordozo genotipust: a CS phlb mutanst (Sears 1977), melyet széleskoriien alkalmaznak
génatviteli munkakban. A Phl lokusz kromoszomaparosodast gatld hatasa csokkentheté annak
eltavolitasa nélkiil is. Chen et al. (1994) Aegilops speltoides-bél vittek at a btizaba Phl inhibitor
gént (Ph'), ennek hatékonysaga azonban elmarad az 5B kromoszdma eltavolitasan és a phlb mutans
alkalmazasadn alapuld moddszerektdl. Buza x idegen faji homeolog transzlokéiciok ezen kiviil
létrejohetnek spontan modon is (Sutka 2004).

A génatvitelt neheziti, hogy a kromoszomak kozotti parosodas még a Phl lokusz hianyaban is egy
meghatarozott hierarchidt kovet. A blza esetében azt figyelték meg, hogy a meidzis I.
metafazisadban a kromoszomaparosodasok 80%-a az A és D genom kozott torténik, de az A és B
genom kromoszomai is parosodnak, ha az interspecifikus hibrid A és B genommal rendelkezd
tetraploid Triticum fajt és vad fajt tartalmaz (Blanco et al. 1988, Jauhar et al. 1991). A hexaploid
bliza A genomja és a T. monococcum A™ genomja kozotti evoluciés kapcsolat arra enged
kovetkeztetni, hogy ezek a kromoszémak egymassal konnyen parosodnak és rekombindlodnak.
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2.4 Idegen faju kromatin kimutatasa bxiza genetikai hattérben

Az idegen faju kromatin bliza genetikai hattérben torténd kimutatasara tobb modszer is alkalmas. A
legfontosabbak ezek kozott azok a faj-, illetve genotipus specifikus genetikai markerek, melyek
izoenzimek ¢és tartalékfehérjék kimutatasan alapulnak (Kephart 1990, Cooke 1992), valamint a DNS
szekvenciak variabilitasat restrikcidos endonukleazok hasznalataval (RFLP) (Botstein et al. 1980),
vagy specifikus primerekkel végzett PCR reakcioval kimutatdo molekularis markerek (Agarwal et al.
2008). A molekularis genetika fejlédésével tovabbi modszerek valtak elérhetévé (DArT,
ujgeneraciods szekvenalas stb.), melyek alkalmasak lehetnek a biiza genomba integralodott idegen
kromatin kimutatasara és azonositasara (Wenzl et al. 2004, Varshney et al. 2009). Tekintettel arra,
hogy dolgozatomban citogenetikai és molekuldris citogenetikai modszereket alkalmaztam a T.
monococcum kromatin kimutatasara, ezért a tovabbiakban csak az idegen kromatin azonositasara
legaltalanosabban alkalmazott fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH) és genomi in situ
hibridizacié (GISH) modszereit részletezem. Az idegen faji kromatin kimutatasa altalaban
mitotikus kromoszéma preparatumon torténik. A kromoszémak meidzisban torténd vizsgalatat,
mely alkalmas a kiilonb6z6 genomok kozotti homeoldgia tanulmanyozasara és munkam fontos

részét képezte, szintén ebben a fejezetben ismertetem.

2.4.1 Molekularis citogenetikai vizsgalatok

Az idegen kromatin kimutatasara alkalmas citogenetikai modszerek koziil az in situ hibridizacié az
egyik legelterjedtebben alkalmazott modszer. Az in situ hibridizacié soran jelolt DNS-t vagy RNS-t
(probat) hibridizalnak denaturalt kromoszoma DNS-hez. A modszer kifejlesztése Gall és Pardue
(1969) és John et al. (1969) nevéhez fiiz6dik. A modszer alkalmas DNS szekvenciak
kromoszomakon torténd lokalizalasara, kromoszémak €s kromoszomaszegmentumok azonositasara
¢és jellemzésére; segitségével jol kovethetdk a kromoszoma szerkezeti valtozdsok (Schwarzacher
2003). Az in situ hibridizaciés technika alkalmazéasa soran a legjelent6sebb valtozasok a
probajeldlés teriiletén kovetkeztek be. A modszer elterjedését kezdetben a radioaktiv jeldlési mod,
az izotopok hasznélatanak veszélyessége €s a detektalds hosszadalmassaga gatolta. A 80-as évek
kozepétdl terjedtek el a nem-radioaktiv jelolési modok, melynek soran biotint és digoxigenint
hasznaltak a probak jelolésére, majd késobb kozvetleniil fluorokromokkal jel6lt nukleotidokat
épitettek be a DNS probakba (Jiang és Gill 1994). A modszer gyorsasaga és ismételhetdsége miatt
gyorsan elterjedt. A hibridizacié eredménye fluoreszcens mikroszkop segitségével detektalhato, a

modszert fluoreszcens in situ hibridizacionak (FISH) nevezik (Leitch et al. 1994). Buzan el6szor
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Rayburn ¢és Gill (1985) hasznalt biotinnal jelolt rozsszekvenciat €s ezaltal azonositotta az 6sszes B
kromoszomat, tovabba a 4A, 2D, 3D és 5D kromoszomakat.

A proba jelolése torténhet direkt, vagy indirekt modon. Az elébbi esetben a nukleinsavba
kozvetleniil beépitett fluorokrém hasznalata nem igényel specialis detektalast. Ez a modszer gyors,
de kevésbé érzékeny, mint az indirekten jelolt probaval miikodé. Ebben az esetben a nukleotidba
egy haptén molekulat (digoxigenin vagy biotin) épitenek be, melyhez a fluorokromot (fluoreszcein,
rthodamin) a hibridizaciot kovetden kapcsoljadk antitesteken keresztiil. A jeldlés kiilonbozo
reakciokkal torténhet (nick transzlacio, random priming, PCR); a megfelelé modszer alkalmazasat
els6sorban a hasznalt proba donti el (Schwarzacher 2009). Az in situ hibridizacié sikerességét
befolyasolja a proba mérete is. A hibridizacids proba nem lehet til hosszl, mert az gatolna a proba
hibridizaciés proba specifitasat rontja. Atlagosan a 100-300 bp méretii probak tekinthetok
megfeleldnek (Schwarzacher 2003).

Az in situ hibridizacionak a proba jellegétol fiiggden két valtozata ismert a ndvényi molekularis
citogenetikaban. FISH esetén repetitiv DNS szekvenciakat alkalmaznak probaként, melyek a
kromoszomakon specifikus mintazatot eredményeznek (Rayburn és Gill 1985, Pedersen és
Langridge 1997). A teljes genomi DNS-t probaként alkalmazo GISH eredményeként az adott
genom (-ok) kromoszomai teljes hosszukban jel6lédnek (Le et al. 1989, Schwarzacher et al. 1989),
igy a kilonboz6 genomokhoz tartozd6 kromoszomak vagy kromoszoémaszegmentumok

megkiilonboztethetdek.

2.4.2 Fluoreszcens in situ hibridizacio repetitiv probakkal

A FISH kivaléan alkalmas az egyes repetitiv DNS szekvenciak (pl. 5S és 45S riboszomalis DNS,
pAsl, pScl19.2 sth.) kiillonboz6 gabona fajok kromoszomain elfoglalt pozicidjanak
megallapitasara. A jelolt repetitiv szekvencidkat probaként alkalmazva a FISH kromoszoma
specifikus mintazatot eredményez az egyes kromoszomakon, ¢és a FISH kariotipus alapjan lehetdség
nyilik a kromoszomaék azonositasara.

A génatviteli munkakban hasznalt fajok FISH kariotipusanak ismerete megkonnyiti a kromoszéma
atrendezddések, transzlokaciok azonositasat. A buzaval kapcsolatos molekuldris citogenetikai
vizsgalatokban legelterjedtebben a rozsbol izolalt pScl19.2-t (Bedbrook et al. 1980), az Ae.
tauschii-bol klonozott Afa family (Rayburn és Gill 1986) szekvenciakat, valamint a 45S
riboszomalis DNS pTa71 klont (pTa71) hasznaljak probaként (Fedak és Kim 2008). Mukai et al.

(1993) a pScl19.2 és pAsl (~Afa family) probakkal azonositottak a buza Osszes B és D
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kromoszomajat, valamint az 1A, 4A és 5A kromoszoémakat, Pedersen és Langridge (1997) pedig az
Osszes buzakromoszomat azonositotta a pAsl és a GAA szekvenciat tartalmazé pHvG38 probaval.
A pScl19.2, pAsl (~Afa family) és pTa7l probak sikerrel alkalmazhatok intergenomikus
kromoszoma atrendez6dések vizsgalatara a poliploid Triticeae/Aegilops fajokban (Kubalakova et al.
2005, Molnar et al. 2009). Hatranyuk azonban, hogy kevés és nagyon gyenge jelet adnak a buza A
genomjanak kromoszomain (Sepsi et al. 2008). A mikroszatellitek, olyan ismétldod6 DNS
szekvenciak, melyek altalanosan eléfordulnak az eukariotak genomjaban (Tautz és Renz 1984). Egy
résziik FISH probaként alkalmazva alkalmas a bliza és a rokon fajok kromoszomainak azonositasara
(Cuadrado et al. 2000, 2008).

A buza kariotipusanak FISH elemzése utan eldtérbe keriiltek azok a rokon fajok is, melyek
potencialis génforrasként szolgalhatnak a nemesitésben. Kariotipusuk ismerete ugyanis
megkonnyiti az idegen kromoszéma vagy kromoszomaszegmentum azonositdsat bliza hattérben.
Martonvasari kutatasok eredményeképpen tobb Aegilops (Molnar et al. 2005, 2011) és éveld
Elytrigia faj (Linc et al. 2012) kariotipusat hataroztak meg az utobbi években.

Az A" genommal rendelkez6 T. monococcum FISH kariotipusdra eziddig nem taldltunk
informdaciokat.

Repetitiv DNS probak és mikroszatellit szekvenciak alkalmazasa novelheti a diagnosztikus savok
szamat az A" kromoszoémaékon, lehetévé téve ezéltal a T. monococcum kariotipusanak kidolgozasat
¢s megfeleld mértékii polimorfizmus esetén a T. monococcum kromoszémainak megkiilonboztetéseét

¢és nyomon kovetését a bliza genetikai hattérben.

2.4.3 Genomi in situ hibridizacid

A modszer alkalmas az interspecifikus és intergenerikus hibridek és allopoliploid fajok genom-
Osszetételének tanulmanyozasara, a sziiléi genomok megkiilonboztetésére, valamint introgressziok,
addiciok ¢és szubsztiticiok vizsgélatara. A GISH alkalmazasa sordn a kimutatni kivant, teljes
genomi DNS-t jelolik probaként. Schwarzacher et al. (1989) Secale africanum x Hordeum chilense
hibrid mitotikus kromoszoéma-preparatuman végeztek GISH-t, ahol a biotinnal jel6lt S. africanum-ot
hasznaltak probaként €s a kiilonboz6 eredetli kromoszomak egyértelmiien elkiilonithetdek voltak az
utodok genetikai anyagaban. A GISH emellett kivaloan alkalmas interspecifikus vagy
intergenomikus transzlokaciok azonositasara, transzlokécids toréspontok helyének meghatarozasara
(Le etal. 1989).

A megkiilonboztetni kivant genomok kozotti homologia fokatol fiiggden a proba DNS hibridizalhat
a jeldlni nem kivant genomhoz is (kereszt-hibridizacid). Ennek elkeriilésére nagy mennyiségii

jeloletlen, a kimutatni nem kivant genom DNS-ét (blokkol6 DNS) adnak a hibridizacios keverékhez
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(Schwarzacher 2003). A tetraploid durum btza A és B genomjat Benavente et al. (2008)
kiilonboztettek meg GISH-el. A Martonvasaron folyd elénemesitési kutatasokban mar a 90-es
évektodl kezd6dden nagy szerepe van a GISH technikdnak. E modszerrel mutattak ki arpa (Molnar-
Lang et al. 1999, 2000) és rozs (Langné Molnar et al. 1996, D. Nagy és Molnar-Lang 2000)
kromoszémakat/kromoszoma szegmenseket buza hattérben. A GISH alkalmazasanak specialis
moddja az un. multikolor GISH, ahol egymés mellett tobb genom azonositdsara van lehetéség. A
buza 3 genomjat Mukai et al. (1993) kiilonboztették meg elészor multikolor GISH segitségével.
Probaként biotinnal jelolt T. urartu és digoxigeninnel jelolt Ae. tauschii DNS-t, blokkoloként pedig
a B genom feltételezett 6se, az Ae. speltoides 6rokité anyagat hasznaltak. Szintén multikolor GISH
technika alkalmazasaval mutattak ki kromoszoma atrendezddéseket 7. aestivum X Ae. biuncialis
amfiploidban (Molnar et al. 2009), valamint a mddszer alkalmas idegen faji hibridek genom-
Osszetételének jellemzésére is (T. aestivum x Thinopyrum ponticum hibrid, Sepsi et al. 2008).

A GISH-sel folytatott eddigi kutatisok alapjan nem rendelkeziink informacidval az A™ és A"

genomok megkiilonbdztethetdségével kapcsolatban.

2.4.4 Kromoszoémak vizsgalata a meiozis 1. metafazisdban

A hibridek kromoszémadinak meidzisban torténd vizsgalata kivalo lehetdséget nyljt a genomok
kozti homeologia (Fominaya és Jouve 1985, Naranjo 1992) és ugyanazon faj eltér6 tipusai kozotti
kiilonbségek (Mazik-Tokei et al. 1997) tanulmanyozasara. Az interspecifikus hibridek meiotikus
viselkedése aktivan kutatott teriilet. Ertékes informacié szerezheté igy a buza és a rozs (Miller et al.
1994, Cuadrado et al. 1997), a btza és az Aegilops fajok (Fernandez-Kalvin és Orellana 1992,
Logojan és Molnar-Lang 2000, Cifuentes et al. 2010), valamint a btza és az arpa (Molnar-Lang et
al. 2000) genomjainak egymashoz viszonyitott kapcsolatarol. Ugyanakkor a buza és az idegen faj
kromoszomai kozti kromoszomaparosodas gyakorisaga informacioval szolgal arrodl is, hogy mely
kromoszémak esetén szamithatunk homeoldég rekombinaciok létrejottére a legnagyobb

valosziniiséggel.

2.4.4.1 Meiotikus kromoszomak vizsgalatara hasznalt citogenetikai modszerek

A citogenetikai modszerek koziil, a ’70-es évek elejétdl a Feulgen-festést alkalmaztak
legelterjedtebben a meiotikus kromoszomak parosodasanak vizsgalatara (Riley és Law 1965, Fedak
1977). Interspecifikus hibridekben ez a technika indirekt modon tette lehetévé a kiillonbozo eredetii

kromoszomak kozt 1étrejott asszociaciok gyakorisaganak megallapitasat, hiszen nem volt alkalmas
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a hibrideket alkoto sziil6i genomok egyértelmii megkiilonboztetésére, sem a kromoszomak egyedi
azonositasara.

A Giemsa festésen alapuld C-savozasos technika, amely mar lehetové teszi a mitotikus
kromoszomak azonositasat, 0j lehetdségeket nyitott a kromoszoma és kromoszomakar szinten
torténé homeoldg kapcsolatok vizsgalatara (Ferrer et al. 1984). A modszer hatranya, hogy a
kromoszémak egyedi azonositasa rendkiviil nagyfoku tapasztalatot igényel (Naranjo és Fernandez-
Rueda 1996). Emiatt a meiotikus kromoszémak kromoszomakar szintjén torténé vizsgalata C-
savozassal meglehetésen ritka (Naranjo et al. 1987), és a moddszer alkalmazasa a meiotikus
kromoszomak vizsgalatara leginkabb a parosodott kromoszomak genomi szintli azonositasara
korlatozodik (Jauhar et al. 1991).

Az in situ hibridizaciés technika hasznalatanak elterjedése a meiozisban torténd
kromoszdmavizsgéalatok esetében is 1) tavlatokat nyitott. A GISH technika alkalmazhat6 a meidzis
I.  metafazisdban késziilt kromoszOémaprepardtumon is az intra- ¢és intergenomikus
kromoszomakapcsolatok vizsgalatara (Miller et al. 1994, Molnar-Lang et al. 2000, Cifuentes et al.
2010, Molnar ¢és Molnar-Lang 2010). E modszer hatranya, hogy a kromoszomak egyedi
azonositasat nem teszi lehetévé. A FISH technika meidzis I metafdzisdban torténd alkalmazésara
eddig csak kevés példa van (Cuadrado et al. 1997, Cifuentes et al. 2006, Cifuentes és Benavente
2009). Ennek az lehet az oka, hogy a kromoszomak kromatinszerkezete, kondenzaltsagi foka
mitozisban €s meidzisban eltérd, ezért a mitotikus kromoszémaékon végzett FISH eredményeképpen
kapott kariotipus eltér6 lehet, mint a meiozis 1. metafazisaban 1év6 kromoszomak esetében. Biiza x
idegen faji hibrid kromoszomak meiotikus parosodas vizsgalata soran a legtobb B és D, illetve
néhany A kromoszomat azonositottak FISH-el (Cuadrado et al. 1997, Cifuentes et al. 2006,
Cifuentes és Benavente 2009). A meiotikus kromoszomapreparatumrol tobb informacié nyerhetd,
ha egymast kovetd (szekvencialis) FISH-t és GISH-t végziink el rajta. Mitotikus kromoszoéma
preparatumokon ezt a modszert eredményesen hasznaljak a gabonafélék, ezen beliil a buza-idegen
faji hibridek és szdrmazékai kariotipusanak meghatarozasara. Ezzel szemben a szekvencialis FISH
¢s GISH nyqjtotta lehetdségek kevéssé kiaknazottak a buaza x idegen faji hibridek
kromoszomaparosodasi vizsgalatiban, hasznalatarél napjainkig mindossze egy, Alstroemeria
hibridekkel foglalkoz6 beszamol6 jelent meg (Kamstra et al. 2004). E modszerrel maximalizalhato
lenne az idegen faju hibridek meiotikus kromoszomaparosodasabol nyerheté informacio
mennyisége, azaz lehetévé valna genomszinten, valamint egyedi kromoszdéma ¢€s kromoszoma kar
szinten vizsgalni a homeoldgia viszonyokat. Mindez fontos informécioval szolgdlna a buza

elénemesitési programok szamara.
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3 ANYAG ES MODSZER

3.1 Novényi anyag

A T. monococcum-mal torténd idegen faju keresztezésekhez a kdvetkezd genotipusokat hasznaltuk:

Triticum monococcum subsp. monococcum L. *1T-1" torzs, melyet Kovacs Géza (Martonvasar)
termesztett alakorbol allitott el6 EMS (etil-metan-szulfonat) mutagenezissel Martonvasaron
(Kovacs Géza, személyes kozlés). Tapasztalataink szerint ez egy jol keresztezhetd, féltorpe alakor
genotipus.

Triticum monococcum subsp. monococcum cv. ’Mv Alkor’, hagyomanyos tipust, Martonvasaron
nemesitett alakor fajta.

Mindkét alakor genotipus rezisztens a levélrozsdaval szemben, de a féltorpe alakor fogékony volt a
szarrozsdara a 2013. évi mesterségesen fertdzott kisérletben (Vida Gyula, Martonvasar, személyes

kozlés).

Triticum aestivum L.: A Kkrl recessziv keresztezhetOségi gént tartalmazd Martonvasari 9 krl
(Mv9krl) btza genotipus (Molnar-Lang et al. 1996) és a Martonvasari 9 (Mv9) buzafajta. A
keresztezési partnerként alkalmazott MvO9krl btza genotipus, jO agronomiai tulajdonsdgokkal

rendelkez0, de a rozsdabetegségekre kifejezetten fogékony genotipus.

Triticum turgidum subsp. durum L.: MvTD14-04 durumbtiza torzs, mely mérsékelten fogékony-
fogékony a levélrozsdaval szemben 2004-2005 évi provokacios kisérletekben Martonvasaron (Vida

Gyula, személyes kozlés).

MvTD14-04 x 1T-1 Triticum turgidum subsp. durum x Triticum monococcum subsp. monococcum
(2n=2x=42, AABBA™A™) szintetikus amfiploid.

(Mv9kr1xT. monococcum *1T-17) x Mv9kr1? féltorpe alakort tartalmazo BC; ndvények, melyet az

MTA ATK Génmegbrzési és Organikus Nemesitési Osztalyan allitottak elé (Molnar-Lang et al.
2012).

A diploid, tetraploid és hexaploid Triticum fajokban talalhat6 kiilonb6zé A genomok mikroszatellit

probakkal torténd kariotipizalasdhoz a kovetkezd genotipusokat hasznaltuk:
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T. monococcum subsp. monococcum ’1T-1°, T. urartu MVGB115, T. turgidum subsp. durum
MVTD14-04, és T. aestivum Mv9krl.

A meiozis els6é metafazisaban a bliza kromoszomak kozotti parosodas vizsgalatahoz két T. aestivum
x Secale cereanum F; hibridet hasznaltunk, melyet Molnar-Lang et al. (2010) hozott 1étre: az anyai
partner a hibridekben az Mv Béres krlés Mv Magdaléna krl, melyet a jol keresztezhetd6 Mv9krl és
az Mv Béres, valamint az Mv Magdaléna 06szi buza fajtdk keresztezésével allitottak eld. A

pollenadé mindkét esetben a Kriszta (Secale cereanum = S. cereale % S. montanum) fajta volt.

3.2 Keresztezések

A T. aestivum x T. monococcum keresztezéseket 2010-ben és 2011-ben végeztik. A
keresztezésekhez hasznalt durum- és kenyérbuza genotipusok a T. monococcum-hoz képest
kortilbeliil két héttel kordbban virdgoznak, ezért, a viragzasuk szinkronizalasdhoz, fitotronban
(Conviron, PGR-15 ndvénynevelé szekrény) neveltik az anyanovényként hasznalt buaza
genotipusokat. A novénynevelés Tischner et al. (1997) altal kidolgozott mddszer szerint tortént. Az
1-2 leveles csiranovényeket a 6 hetes vernalizaciot kovetéen 2 | drtartalma foldet tartalmazo
cserépbe iiltettiik, majd 250-300 pmol-m™?s™ fényintenzitason (PPFD-fotoszintetikusan aktiv foton
fluxus stirliség) és 70-80 % relativ paratartalom mellett neveltiik. A jol bokrosodott allapot eléréséig
a ndvények 10/15 °C és 12/12 o6ra sotét/fény ciklus mellett nevelkedtek. Bokrosodas utén,
szarbaindulas kezdetekor, kalaszolaskor és éréskor a hémérsékletet 2-2°C-kal noveltik, a
megvilagitas hosszat bokrosodas utdn 14 orara, szarbaindulastol érésig 16 drara noveltiik.

Az anyanovényeket kasztralas utan izolaltuk, majd 3 nap mulva porgetéses modszerrel poroztuk. A
viragport a szant6foldi tenyészkertben elvetett pollenadd névényekrél gyiijtottiik.

A T. aestivum x T. monococcum F; hibrid névények valamint a kés6bbi generaciok Mv9krl-gyel
torténd visszakeresztezését hasonld koriilmények kozott végeztik 2011-ben és 2012-ben. A
részletes keresztezési program az 5. bran lathato.

A Triticum turgidum subsp. durum x Triticum monococcum subsp. monococcum keresztezéseket
tenyészkerti koriilmények kozott végeztiik 2010-ben és 2011-ben. Az F; hibrid névényekbdl
kolhicin kezeléssel amfiploidokat allitottunk eld. A genom duplikaciot eredményezé kolhicin
kezeléshez a novényeket fitotronban neveltiik. A bokrosodéast kovetéen a ndvények gyokerét
0,04%-0s kolhicin oldatba helyeztilk 4 o6rara, majd a gyokerek kolhicintartalmanak folyovizes

kimosésa (12 6ra) utan a kezelt novényeket ujra eliiltettiik és felneveltiik.
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2010 nyar  buza x alakor durumbuza x alakor

| |

2010/11 tél F, x buza genomduplikalas
2011 nyar buza x alakor BC, x buza amfiploid (C,)
! J !
2011/12 tél BC, x buza F, x buza BC; x buza
v
2012 nyar BC; tenyészkert amfiploid (C,)
v
v
2012/13 tél BC, x buza BC, x buza BC, rozsdafertézés

5. abra A T. monococcum-mal végzett keresztezési program, évenkénti bontasban. A vastagon kiemelt
kombinacidk az elsé keresztezéseket jelolik. A biiza partner a kombinaciokban Mv9kr1-et jelent. A
keresztezésekhez hasznalt alakor (T. monococcum) genotipusok az Mv Alkor, hagyomanyos tipusu és az
1T-1 féltorpe tipusu alakor voltak mindharom kombinacidban. A csillaggal jelolt BC, anyagot a
Génmegorzési és Organikus Nemesitési Osztalyon korabban allitottak el (Molnar-Lang et al. 2012).

BC,, BC, és BC; = visszakeresztezett nemzedékek

3.3 Molekularis citogenetikai vizsgalatok

3.3.1 Citologiai preparatumkészités

A mit6zis metafazisaban torténd kromoszomavizsgalathoz a buzaszemeket Petri-csészében, nedves
szliropapiron csiraztattuk. A szemeket felpattandst kdvetéen 48 oraig 2-4°C-on taroltuk. Ezt
kovetden 25°C-os termosztatba helyeztiik 26 6rara. A buzaszemekrdl ekkor leszedtik az 1-1,5 cm
hosszusagu gyokereket, jeges vizzel telt fiolaba helyeztiikk és jégen taroltuk 24 ora hosszat. A
gyokereket ezt kdvetden etil alkohol €s ecetsav 1:3 aranyt keverékében 5 napig 37°C-on fixaltuk. A
gyokereket kdrminecetsav 1 %-os oldataban 2 6ran keresztiil festettiik, majd tovabbi felhasznalasig
—20°C-on taroltuk.

A mitotikus kromoszomapreparatum készitésekor a gyokércstcsot levagtuk és 45%-0s ecetsavban,
targylemezen szétnyomva vizsgaltuk faziskontraszt mikroszkop alatt. A megfelelé preparatumokrol
(8-10 olyan sejt jelenléte, ahol a kromoszoémak atfedése minimalis és a citoplazma mennyisége

elhanyagolhat6) a fedélemezt folyékony nitrogénben tortént fagyasztas utan eltavolitottuk, majd
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etanol sorozatban (5 perc 70%, 5 perc 90%, 30 perc abszolut etanol) viztelenitettiik és az in situ
hibridizacioig —20°C-on taroltuk.

A meiotikus kromoszémapreparatum készitésé¢hez a kalaszolas el6tt alldé novényekbdl portokot
gyujtottiink, amelyeket abszolut alkohol ¢€s jégecet 1:3 aranyu keverékében fixaltunk az osztodas
leallitasa céljabol. A portokokat targylemezen szétnyomva vizsgaltuk fénymikroszkép alatt. A
megfeleld preparatumokat a mitotikus kromoszoémapreparatumhoz hasonldan tartésitottuk az in situ

hibridizacioig.

3.3.2 Kromoszémaszam meghatarozasa Feulgen mddszerrel

A T. aesivum x T. monococcum F; hibridek és buzaval visszakeresztezett nemzedékeik szomatikus
kromoszdmaszamat Feulgen modszerrel hataroztuk meg. A citoldgiai preparatum készitésé¢hez az
el6z6 pontban ismertetett modon elékezelt gyokereket hasznaltunk. A gyokereket 10-12 percig 1 N
sosavban 60°C-on hidrolizaltuk, majd fukszinnal (0,5 g/100ml) festettik. A jol fest6do
gyoOkércsucsokbdl 45%-0s ecetsavban dorzspreparatumot készitettliink, amelyekben a kromoszémak

szamolhatdak voltak.

3.3.3 Probajelolés

A FISH soréan a kovetkez0 repetitiv DNS probakat hasznaltuk:

1. Az Afa family proba, mely Ae. tauschii-bodl izolalt 260 bp hosszusagu repetitiv DNS szekvenciat
hordoz6 fragmentum (Nagaki et al. 1995); 2. rozsbol izolalt 120 bp hossz pSc119.2 repetitiv DNS
(Bedbrook et al. 1980); 3. pTa71 DNS klon , ami 9,05 kb hosszusagi és a buza riboszomalis
génjeinek (18S-5.85-25S rDNS) egy-egy szakaszat hordozza (Gerlach és Bedbrook, 1979). Az Afa
family probat Ae. tauschii teljes genomi DNS-bd6l szaporitottuk fel a Nagaki et al. (1995) altal leirt
PCR reakcio segitségével. A pSc119.2 probat rozs genomi DNS-b6l amplifikaltuk a Contento et al.
(2005) altal leirt modon, mig a 18S riboszomalis gén szekvencidit rizs genomi DNS-bdl
szaporitottuk fel Chang et al. (2010) modszerével. Az Afa family probat digoxigenin-11-dUTP-vel
(Roche), a pSc119.2 probat biotin-11-dUTP-vel (Roche) jeloltiik nick transzlacioval. A pTa71l
proba jelolését 50% biotin-16-dUTP-vel és 50% digoxigenin-11-dUTP-vel végeztiik, szintén nick
transzlacioval.

A mikroszatellit probak felszaporitasa buza (T. aestivum L.) genomi DNS-bél tortént PCR-rel
(Eppendorf MasterCycler5333, Eppendorf AG, Németorszag), Vrana et al. (2000) altal leirt
modszer szerint. A kovetkezd mikroszatellit motivumokat hasznaltuk FISH probaként, melyek
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felszaporitasahoz a megadott primereket alkalmaztuk: GAA: 5’(GAA);3’, 5’(CTT);3’; CAG:
5’(CAG)73’, 5°(GTC);3’; AAC: 5’(AAC):3°, 5°(TTG)73’; AGG: 5°(AGG):3°, 5°(TCC)73".

A GAA probat biotin-16-dUTP-vel, a CAG, AAC és AGG probakat digoxigenin-11-dUTP-vel
jeloltiik nick transzlacidval.

A GISH-hez hasznalt probahoz teljes genomi DNS-t izolaltunk rozsbol (Secale cereale L.), T.
monococcum-bol és Ae. speltoides-bél Quick Gene-Mini80 (FujiFilm, Tokyo, Japan) DNS izolalo
kittel. A DNS-t biotin-16-dUTP-vel (Roche, Mannheim, Németorszag) jeloltiik nick transzlacioval

(Roche nick transzlacios mix, Mannheim, Németorszag).

3.3.4 Fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH)

A FISH soran a Molnar et al. (2011) altal leirt modszert kovettiik kisebb modositasokkal. A
hibridizacidét megel6zden a prepardtumok RNS tartalmat RN-dz kezeléssel (5 mg/mL RN-dz 2x
SSC-ben oldva, 37°C, 45 perc) tavolitottuk el, majd egy mosasi 1épést (2 x 2perc, 37°C, 2x SSC-
ben) kovetden frissen készitett pepszinoldatban (1mg/ml (Sigma Aldrich) 1N HCI-ben oldva, 37°C,
1 perc) emésztettik a preparatumok citoplazma tartalmat. Ezt kovetéen a kromoszomakat
utofixaltuk (4% paraformaldehid, 25°C, 10 perc), majd tovabbi mosasi 1épések (3x2 perc 2x SSC,
25°C) utan a preparatumokat dehidrataltuk (etanol sorozat: 70%, 90% és 100%, 5-5 perc, —20°C). A
hibridizacios keverék (preparatumonként 30 pL) 50% formamidot, 10% 20x SSC-t, 10 % dextran-
szulfatot, 1% SDS-t, 30 ng jelolt proba DNS-t, 50 ng/ul blokkold DNS-t (lazac sperma DNS, Sigma
Aldrich) tartalmazott. A hibridizacios keveréket a benne 1év6 proba és blokkolo DNS denaturalasa
(10 perc, 80°C) utan adtuk a targylemezekhez. A kromoszémakat a proba jelenlétében denaturdltuk
75°C-0n 6 percig, majd a preparatumokat 12—16 oran keresztiil hibridizaltuk 37°C -on.

A hibridizaciot kovetden a nem-specifikusan hibridizalt szekvencidk lemosasa tobb 1épésben tortént
(2 x 5 perc 2x SSC, 42°C; 2 x 5 perc 0,1x SSC, 42°C; 2 x 5 perc 2% SSC, 42°C). A biotinnal jeldlt
probak hibridizacios jeleit a zold fluoreszcens jelet add sztreptavidin-FITC-el (Roche) (10 pg/ml
TNB pufferben oldva), mig a digoxigeninnel jelolt probakat a voros jelet add anti-digoxigenin-
rodamin (Roche) (10 pg/ml TNB pufferben oldva) detektaltuk (37°C, 20 perc). A detektalast egy
utols6 mosasi [épés (4x SSC-Tween, 25°C, 5 perc) és kontrasztfestés (2 mg/mL DAPI, Amersham)
kovette.

A preparatumokat Plan Neofluar 100x objektivvel felszerelt Zeiss Axiolmager.M2 fluoreszcens
mikroszkoppal (Carl Zeiss Microimaging GmbH, Gottingen, Németorszag) vizsgaltuk. A
hibridizacios jeleket a FITC (Zeiss filter set 38), a rodamin (Zeiss filter set 20) és a DAPI (Zeiss

filter set 49) gerjesztési €s emisszids spektrumaira érzékeny szlirokon keresztiil, Zeiss AxioCam
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MRm CCD fényképezégéppel fotoztuk. A fotok kiértékeléséhez AxioVision 4.8.2 szoftvert
hasznaltunk.

A mikroszatellit probak T. monococcum-on valamint durum- és kenyérbuzan adott kromoszomalis
eloszlasat egymast kovetd (szekvencialis) FISH-el hataroztuk meg. Ennek soran az Afa family,
pTa7l ¢és pScl19.2 prébakkal kapott kariotipust referenciaként hasznaltuk a kromoszomak
azonositdsdhoz, melyhez hasonlitva azonositottuk az egyes mikroszatellit probak mintazatat. A
szekvencialis FISH soran eldszor az adott mikroszatellit probakkal hibridizaltunk majd a referencia
kariotipust ad6 probakkal. Az els6 hibridizacidt kdvetden a hibridizacioés jelek dokumentédlasa utan
a targylemezeket lemostuk (4x SSC Tween, 3x 30 perc; 2x SSC, in 2x 5 perc, 25°C), majd

dehidratalast kdvetden Gjrahibridizaltuk.

3.3.5 Genomi in situ hibridizaci6 (GISH)

A buza kromoszomak kozotti parosodas tanulmanyozasahoz hasznalt GISH maddszert buza x rozs
F1 hibridek meiotikus kromoszomapreparatumain Molnar-Lang et al. (2010) altal leirt modszer
szerint végeztiik el. A GISH sordn a hibridizaciot megeldzd eldkezelések valamint az azt kdvetd
mosasi és detektalasi Iépések megegyeztek a FISH-nél leirtakkal.

A T. aestivum x S. cereanum F; hibridekben a buza kromoszémak kozti meiotikus kromoszoma-
parosodas tanulméanyozasahoz probaként biotinnal jeldlt rozs genomi DNS-t, blokkold6 DNS-ként
hexaploid buza és lazac sperma DNS-t hasznaltunk, melyeket elézdéleg ultrahangos szonikalassal
fragmentaltunk. A proba és a blokkold6 DNS hossza 1-12 kb, illetve 200 bp és 1,5 kb kozott
valtozott. A hibridizacids keverék (preparatumonként 25 pL) 50% formamidot, 2xSSC-t, 5 %
dextran-szulfatot, 70 ng rozs genomi DNS probat, valamint 2.1 pg blokkolé DNS-t tartalmazott. A
hibridizécio 12 6ran keresztiil 42°C-on tortént.

A GISH eredményeinek dokumentalasa (mely hasonldan tortént a FISH esetében leirtakkal) utan, a
mar leirt moédon FISH-t végeztiink az Afa family, pSc119.2 és pTa7l probakkal a kromoszémak
azonositasa céljabol.

A T. turgidum subsp. durum x T. monococcum F; hibridek ¢és szintetikus amfiploidok
genomdsszetételének vizsgalatat szintén GISH-el végeztiik. Lépései megegyeztek a meidzisban
alkalmazott GISH-el, annyi kiilonbséggel, hogy hibridizacids probaként biotinnal jeldlt T. urartu és
digoxigeninnel jelolt Ae. speltoides DNS-t hasznaltunk. Blokkoloként jeloletlen Ae. speltoides

DNS-t 50x koncentracioban adtunk a hibridizacios keverékhez.
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3.4 Kromoszomaparosodasi vizsgalatok

A buza kromoszoémak kozotti parosodas vizsgalatat biza x rozs Fi (Mv Béres kryx Kriszta és Mv
Magdaléna krix Kriszta) ndvények, meiozis 1. metafazisaban késziilt kromoszoma-preparatumain
végeztiik, GISH-sel és FISH-sel. A T. monococcum A" kromoszémainak és a buza A
kromoszémaink a parosodasat durumbutiza x alakor F; hibridekben szintén egymast koveté GISH-
sel és FISH-sel vizsgaltuk a meidzis 1. metafazisaban.

allapitottuk meg. A kromoszomak kozotti parosodas gyakorisaganak vizsgalatahoz meghataroztuk
az egy sejten beliil megfigyelheté kromoszoémaparosodasokat. A kromoszémaparosodasokat a
meiotikus konfiguracidjuk alapjan értékeltiik: nyilt bivalens esetén egy, zart bivalens (gytirl) és
nyilt trivalens (ldnc) esetén kettd, “serpenyd” formdju trivalens esetén héarom
kromoszomapdarosodast allapitottunk meg.

A buza kromoszémakarok kozott észlelt és lehetséges parosodési gyakorisag Osszehasonlitasara

khi-négyzet (y?) probat alkalmaztunk.

3.5 Uveghazi levélrozsdafertozés

A T. aestivum x T. monococcum BCj3 novények levélrozsda-ellenallosagat {iveghazi mesterséges
fertdzéssel vizsgaltuk. A vernalizalatlan bizandvényeket 2 leveles allapotban fertdztiik levélrozsda
(Puccinia triticina) uredospora szuszpenzioval. A mesterséges inokulaciohoz sziikséges levélrozsda
fert6z6anyagot Vida Gyula és munkatdrsai allitottak eld fogékony ndvényeken (Alcedo 6szi
bluzafajta). A levélrozsdat 1-2 leveles novényeken szaporitottak fel, mesterséges koriilmények
kozott, liveghazban. A fertdzdanyag természetes koriilmények kozott izolalt rozsdapopulaciot
tartalmazott. Habar az uredospora-szuszpenzié pontos rasszosszetétele nem ismert, kozeli izogén
vonalak évek Ota elvégzett mesterséges, tenyészkerti fertézése azt bizonyitja, hogy az altalunk is
hasznalt fert6z8anyag ellen az Lr9, Lrl9, Lr24, Lr25, Lr28, Lr29 és Lr35 rezisztenciagének
nyujtanak hatékony védelmet (Vida et al. 2011).

A fert6zés utdn a ndvényeket 48 oran keresztiil polietilén zacskoval takartuk be a korokozo
behatolasdhoz sziikséges paratartalom fenntartdsa érdekében. A zacskd levétele utdn normal
paratartalmu és 22°C homérsékletli iiveghazi kamraban neveltiik a novényeket 16 6rads megvilagitas

mellett.
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A novények fert6zottségét a 10. napon értékeltiik a Stakman et al. (1962) altal kidolgozott skala
szerint:

0 — Immunis; a betegségnek nincsenek tiinetei.

; - Gyakorlatilag immunis; nincsenek uredotelepek, csak hiperszenzitiv foltok.

1 — Nagyon ellenalld; igen apr6 és izolalt rozsdatelepek éles vonala és kiterjedt hiperszenzitiv
foltokkal.

2 — Ellendllo; a telepek apro vagy kozepes méretiiek €s rendszerint a ndvény zdldszoveteivel
koriilvéve, szigetszertien helyezkednek el. A zold szigeteket klorotikus vagy elhalt szovetek veszik
korbe.

3 — Mérsékelten fogékony; a telepek kozepes méretiiek, altaldban egymastol kiilon helyezkednek el.
Nincsenek elhalt szovetek, el6fordulhatnak klorotikus részek.

4 — Fogékony; szamos nagy ¢és 0Osszefliggd uredotelep, nincsenek elhalt szovetek. Klorozis csak
kedvezdtlen koriilmények kézott fordul elo.

X — Heterogén reakci6; kiillonboz6 méretii telepek jelennek egy levélen, tobb reakcidtipus lathatd

egyszerre.

3.6 Tenyészkerti megfigyelések

A T. aestivum x T. monococcum BCj3; névényeket, a T. turgidum subsp. durum x T. monococcum
amfiploidokat és a T. monococcum génbanki tételeket tenyészkertben az alabbi fenotipusos
tulajdonsagokat figyeltiik meg:

e Kalaszolasi id6 (naptari nap)

e Novénymagassag (cm)

e Levélrozsda-ellenallosag (0-9)

e Lisztharmat-ellenallosag (0-9)

A tulajdonsagokat a buzanemesitésben altaldnosan hasznélt gyakorlat szerint felvételeztiik.
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4 EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

4.1 Triticum monococcum  kromoszomak azonositasa molekularis citogenetikai

modszerekkel

4.1.1 A Triticum monococcum faj kariotipizalasa repetitiv DNS probakkal

A T. monococcum kromoszomainak azonositasat elsé 1épésben olyan repetitiv DNS probakkal
végeztilk, melyeket elterjedten hasznalnak a buza rokonsagi koréhez tartozo gabonafélék (T.
aestivum, T. turgidum subsp. durum, S. cereale), valamint kiilonb6z6 Aegilops és Agropyron fajok
genomanaliziséhez.

Az Afa family, pTa71 és pSc119.2 probakkal tortént hibridizacioé utan megallapithatd volt, hogy a
T. monococcum és T. urartu mitotikus kromoszémain az Afa family és pTa71 probak hatarozott és
specifikus hibridizacids mintdzatot adnak (6-7. dbra), mig a pSc119.2 préba zo6ld hibridizacios jelei

nem voltak kimutathatéak egyik diploid faj kromoszémain sem.

6. 4bra A Triticum monococcum mitotikus kromoszémainak azonositasa fluoreszcens in situ hibridizacidval
(FISH). Az Afa family proba mintazata piros, a pTa71 proba mintazata sarga, a DAPI hattérfestés kék
szinben lathaté. Skala= 10 um
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A kapott hibridizacidés mintazat alapjan minden kromoszéma megkiilonboztethetd volt egymastol
(6-7-8. abra). Jellegzetes, eltérd intenzitasti voroés Afa family hibridizacios jeleket figyeltiink meg a
legdsszetettebb mintdzat a diploid fajok 4A ¢és 7A kromoszoémdin lathatd, mig a 6A
kromoszomakon észleltiik a leggyengébb hibridizacios jelet az Afa family proébaval. A pTa71 proba

erds fluoreszcens jeleket eredményezett az 1A és SA kromoszomak rovid karjainak telomér

crer

7. abra A Triticum urartu mitotikus kromoszomak azonositasa fluoreszcens in situ hibridizacioval
(FISH). Az Afa family proba mintazata piros, a pTa71 proba mintazata sarga, a DAPI hattérfestés
kék szinben lathat6. Skala= 10 um

Az Afa family, a pScl19.2 és a pTa7l repetitiv DNS probakkal kapott hibridizaciés mintazat
ismeretében elkészitettilk a T. monococcum ¢és a T. urartu kariotipusait (8.a., b. abra), melyeket
Osszehasonlitottunk a tetraploid durumbiza és a hexaploid kenyérbliza A genomjanak
kariotipusaval (8. 4bra). Altalanosan kijelentheté, hogy a tetraploid és hexaploid buzafajok A
genomjahoz képest a diploid T. monococcum (és T. urartu) A genom kromoszomain intenzivebb és
nagyobb szamu Afa family hibridizacios savok voltak megfigyelhetéek. Ugyanez a riboszomalis
DNS proba (pTa71) esetén is elmondhatd. A pScl19.2 proba hibridizacios jelei csak az
allopoliploid Triticum fajokban jelennek meg.
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8. 4bra Az Afa family (piros), pTa71 (sarga) és pSc119.2 (z61d) repetitiv DNS probak hibridizacios

mintazata kiilonb6z6 eredetii A kromoszomakon
a. Triticum monococcum b. Triticum urartu c. Triticum turgidum subsp. durum d. Triticum

aestivum

Mindezek alapjan az A™, valamint a tetraploid és hexaploid buzak A genomjainak kromoszémai a
2-es, 3-as és 6-0s homeolog csoport esetében mutattak a legnagyobb hasonlosagot, ugyanakkor jol
lathat6 kiilonbség volt megfigyelhetd az 1-es, 4-es, 5-0s és 7-es homeolog csoportokhoz tartozé
kromoszomak kozott.

pTa7l jel a durum buzdban mar jelentdsen vesztett intenzitasabol, a hexaploid buza 1A
kromoszémajan pedig mar altaldban nem lathaté. A 45S riboszémalis DNS hasonld irdny
valtozasa figyelhet6 meg az S5A kromoszomak esetében is, ahol a pTa7l hibridizacids jel
elttinésével parhuzamosan az allopoliploid buzak esetében hatarozott pSc119.2 jel jelenik meg a
kromoszomak hosszl karjan is. A 4A kromoszoma hossz karjan a T. monococcum-ban és T.
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urartu-ban megfigyelt erds interkalaris Afa jel hianyzik az allopoliploid fajokban, ugyanakkor
szubteloméras Afa valamint teloméras pSc119.2 hibridizacios savok jelennek meg e fajok A
genomjaban. Az 5A kromoszoma hossza kar teloméras-szubteloméras Afa savja kizardlag a T.
monococcum-ban van jelen, ehelyett egy hatarozott intersticialis Afa sav jelenik meg a tetra- és
hexaploid blzak kromoszémain. A 7A™ hosszll karon 1évd ers Afa jelek intenzitasa jelentdsen

csokken az allopoliploid buzakban.

4.1.2 In situ hibridizacié mikroszatellit probakkal

A mikroszatellitek korébe tartozé trinukleotid ismétlddések nagyszamban fordulnak elé a Triticeae
nemzetség-csoportba tartozd fajok genomjaban, igy potencialisan alkalmasak FISH probaként valod
alkalmazasra is. Kisérleteinkben a GAA, CAG, AAC ¢és AGG trinukleotid ismétlodéseket
alkalmaztuk, melyek hibridizaciés mintazatat két egymast kovetd FISH-sel azonositottuk a T.
monococcum kromoszoémakon.

Az elsé hibridizacié alkalmaval, ahogyan az a 9. &bran az AAC proba példajan lathato,
meghataroztuk az egyes SSR motivumok hibridizaciés mintdzatat. Az SSR hibridizacios jelek
dokumentélasat kovetden a kromoszoma preparatumokat ujra hibridizaltuk a mar ismert kariotipust
adé Afa family és pTa 71 probakkal (9b. abra). A két kisérlet 6sszehasonlitdsaval meghatarozhat6
volt a kiilonb6zd kromoszémak SSR probakkal adott mintazata.

A T. monococcum kromoszéméakon a mikroszatellit probakkal végzett FISH a kovetkezd
eredményeket adta (10. abra):

a 6A™ kromoszoma centromérajan.

CAG: Gyenge pericentroméras jel a 3A™ kromoszomén, erds pericentroméras és interkalaris jel a
6A™ kromoszoma hosszu karjan és erds pericentroméras jel a 7A™ kromoszoéman.

AAC: Gyenge, diszperz hibridizaciéos mintdzat a 1A™, 2A™, 3A™, 4A™, 5A™ kromoszoémak
és erds pericentroméras jel a 7A™ kromoszoman.

AGG: Gyenge, interkalaris jel az SA™ kromoszéma rovid karjan és erds pericentroméras jel a 6A™
kromoszoman.

A vizsgalt mikroszatellit probak hibridizacids mintdzata alapjan megallapithatd, hogy az SSR
motivumok mindegyike hatarozott hibridizaciés mintazatot adott a 6A™ kromoszémén, ami a
korabban alkalmazott probakkal (Afa family, pTa71) nehezen volt azonosithato, megkiilonboztetése

a 2A™ kromoszomatol sok esetben csak méret és kar arany alapjan volt lehetséges.
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9. abra. A mikroszatellit probak hibridizacids mintazatanak azonositasa a Triticum monococcum szomatikus
kromoszomain egymast koveto (szekvencialis) fluoreszcens in situ hibridizacioval (FISH). a. A
mikroszatellit proba (jelen esetben AAC) hibridizacidja altal eredményezett mintazat. b. A kromoszémak
azonositasa az Afa family (piros) és pTa71 (sarga) probak ismert kariotipusa alapjan. A nyilakkal jelolt

kromoszomakon AAC hibridizacios mintazat figyelhetdé meg. Skala= 10 um

Leghatéarozottabb hibridizacidés mintazatot a GAA és a CAG probak esetén tapasztaltunk. A GAA
proba hasznélatat kovetéen a 2A™ és 6A™ kromoszémakon is erds hibridizaciés mintézatot
figyeltiink meg, ez abbol a szempontbdl is érdekes, hogy a kordbban hasznalt repetitiv probak nem
adtak hibridizacios jelet ezeken a kromoszomakon.

A tovabbiakban Osszehasonlitottuk a hasznalt mikroszatellit probdk A™ kromoszémakon kapott
hibridizaciés mintazatat a T. aestivum A kromoszomainak ugyanezen probakkal kapott
hibridizaciés mintazataval (10. abra). Jol lathatd, hogy a kiilonb6zd eredetli A kromoszoémak
hibridizaciés mintazata sok esetben eltérd, a buza T. urartu eredeti A kromoszomai joval
Osszetettebb mintazatot adtak, kiilondsen a GAA, CAG ¢és az AGG probak esetén. A GAA és CAG
probak hibridizacios mintazata pedig egyértelmiien eltérd volt az A és A™ kromoszoméakon. A GAA
proba a T. monococcum 2A™ és 6A™ kromoszomain adott jellegzetes mintazatot, a T. aestivum A
kromoszémai koziil a 3A és SA kromoszémékon centroméra régidban, a 4A kromoszéma hosszi

crer

hibridizacios mintazatot.
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10. 4bra A Triticum monococcum A™ és a Triticum aestivum A kromoszomainak hibridizacios

mintdzata mitozisban mikroszatellit probakkal

A 6A kromoszoman gyenge interkalaris hibridizacids mintdzat lathatd, ami egyértelmiien
kiilonbozott a 6A™ kromoszoma erés centroméra kozeli mintazatatol. Ugyanakkor a GAA proba
sem az 1A, sem az 1A™ kromoszéman nem eredményezett hibridizacids jelet. Szintén jelentdsen
eltérd hibridizacios mintazat figyelhetd meg a CAG proba esetében is: a T. monococcum
kromoszomai koziil a 3A™, 6A™ és 7A™ kromoszoémékon figyeltiink meg jellegzetes mintazatot, mig
a T. aestivum kromoszomai koziil azokon kaptunk hibridizacios jelet, amelyek nem homeologok a
jellegzetes mintdzattal rendelkez6 T. monococcum kromoszémakkal (1A, 2A, 4A, 5A). A 7-es
kromoszomak esetében mindkét fajnal erds hibridizacios jelet detektaltunk, de a 7A™ esetében ez

csak a centroméra kortil figyelhetd meg, a 7A kromoszéman pedig ez a centroméras jel kiegésziil a

crer
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4.1.3 Az A" genomanalizis vizsgalatok eredményeinek megvitatisa

A T. monococcum kromoszoémak azonositasa céljabol fluoreszcens in situ hibridizaciét hasznaltunk
Afa family, pSc119.2 és pTa71 repetitiv DNS probakkal. A T. monococcum kariotipusat 6sszevetve
a hexaploid bliza ugyanezen probakkal készitett kariotipusaval megallapitottuk, hogy a tetraploid
vagy hexaploid bliza genetikai hattérben a T. monococcum kromoszémai koziil az 1A™, 4A™, 5A™
és 7A™ kromoszomak megkiilonbdztetésére van a legnagyobb esély a megfeleld bliza homeoldg
csoporthoz tartozé A kromoszoémaktol. Meghataroztuk a GAA, CAG, AAC és AGG mikroszatellit
probak hibridizacios mintazatat az alakor kromoszomakon és Gsszevetettiik azokat a T. aestivum A
kromoszomainak mintazataval. Sok esetben eltérd hibridizacidos mintdzatot kaptunk a kiilonb6zo
eredetli, de azonos homeolog csoportba tartozd kromoszomak kozott. Kiemelkedé jelentéségi,
hogy a 6A™ kromoszémakon mindegyik mikroszatellit proba jellegzetes mintazatot eredményezett,
ami a buza 6A kromoszoémain nem figyelhet6 meg. A GAA proba 2A™ kromoszoémén erds
hibridizaciés jelet adott, ami nem észlelheté a blza 2A kromoszoémajan. Eredményeink
hozzéjarulnak a T. monococcum kromoszémainak eddiginél jobb megkiilonbdztetésére a buza A
kromoszdmaitol.

A T. monococcum-mal kapcsolatos molekuléris citogenetikai kutatdsokrdl rendkiviil kevés
informacio all rendelkezésre. E faj kariotipusat eldszor Gerlach (1977) irta le N savozas, majd
Friebe et al. (1990) C sav technika alkalmazasaval. Az A genom kromoszoémain in Situ hibridizacio
segitségével radioaktiv jelolést alkalmazva azonositottdk a nukleolusz-organizalod régid (NOR)
jelenlétét T. monococcum-ban és T. urartu-ban (Gerlach et al. 1980, Miller et al. 1983). Jiang és
Gill (1994) mar FISH-el vizsgalta a pTa71 és pScl19 repetitiv probak kromoszomalis helyzetét T.
urartu-ban, valamint tetraploid és hexaploid btzaban.

A jelenleg elfogadott feltételezés szerint 0,5-1 millid évvel ezeldtt szétvalt T. monococcum A™ és a
T. urartu A" genomja egymassal szoros kapcsolatban all (Dvoréak et al. 1993), melyet a két diploid
faj (Afa family és pTa71 probakkal adott) FISH kariotipusa kozotti hasonlosag is alatamaszt.

A gazdasagilag jelentOsebb tetra- és hexaploid buzafajok A genomja a T. urartu-tdl szarmazik. Az
ezeken a fajokon végzett intenziv molekularis citogenetikai kutatdsok miatt részletesebb
ismeretekkel rendelkeziink a tetraploid és hexaploid buza A genomjaval kapcsolatban. A hexaploid
biza A kromoszomainak hibridizacidés mintdzatat a pSc119.2 és pAsl repetitiv DNS probakkal
Mukai et al. (1993) irtak le, akik minddssze harom kromoszémat (1A, 4A ¢és SA) tudtak
azonositani a hét A kromoszoma koziil. Az A kromoszémak azonositisanak nehézsége a
hibridizaciés savok kis szamaban keresendd. Szintén az Afa family és pScl119.2 repetitiv DNS
probak segitségével Kubalakova et al. (2005) azonositottak a T. turgidum subsp. durum osszes A
kromoszémajat. Késobb, a pSc119.2, pTa7l és Afa family probak kombinalasaval végzett trikolor
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FISH segitségével Sepsi et al. (2008) azonositotta a hexaploid biza A kromoszomait. Mindezen
informaciok lehetévé teszik az allopoliploid Triticum fajok A és a T. monococcum A"
kromoszémainak Osszehasonlitdsat. Az A™ kromoszomak Afa family probaval adott hibridizacids
mintdzata joval Osszetettebb és intenzivebb, mint az a buza A kromoszomakon megfigyelhetd.
Kiilondsen szembetiindek az 1A™ és 5A™ kromoszomakon észlelt erds pTa7l jelek, melyek
intenzitasa ugrasszeriien csokkent a poliploidizacio6 soran a tetraploid buzéban (az 1A kromoszéman
csokkent jel intenzitds, az 5SA kromoszoéman hidnyz6é rDNA jel), mig végil teljesen eltiint a
hexaploid buza A genomjanak kromoszomairol. A kapott eredmények alatamasztjak azt a korabbi
megfigyelést, hogy a diploid T. monococcum ¢és T. urartu A genomja két nukleolusz-organizalo
régioval (NOR) rendelkezik az 1AS és SAS kromoszoma karokon (Gerlach et al. 1980, Miller et al.
1983). Az allopoliploid buzédkban az 1A rovid kar NOR régioja inaktiv, mig az SAS karon talalhatod
eliminalodott (Miller et al. 1983, Jiang és Gill 1994). Mindez azzal allhat 6sszefiiggésben, hogy a B
genomon taldlhato NOR régiok (1BS és 6BS kromoszomakarokon) aktivitasa elnyomja az A és D
genomok NOR régioinak aktivitdsat, ami a riboszomalis gének elimindlodasahoz vezet a hexaploid
buza 1A és 5A kromoszomain. Ez a folyamat tiikrozodik a pTa7l proba in situ hibridizacios
jeleinek gyengiilésében, illetve eltinésében a tetraploid és hexaploid buzaban a diploid T.
monococcum-hoz, illetve T. urartu-hoz képest. Hasonld nukleolaris dominancia figyelheté meg az
allopoliploid Aegilops fajok esetében is, ahol példaul az U genomon talalhaté aktiv NOR régiok
elnyomjak és deaktivaljak az M genom NOR régioit, melyek rDNS szekvencidi mar egyaltalan
nem, illetve csak részben mutathatok ki FISH technikaval az allopoliploid Ae. geniculata-ban
(Badaeva et al. 1996) és Ae. biuncialis-ban (Molnar et al. 2011).

Hasonl6 megfigyelést tettek Han et al. (2005) a pGc1R-1 repetitiv szekvenciaval kapcsolatban, ami
a Triticum fajok B és G genommal rendelkez6 diploid Gseiben jelen van, azonban az allopoliploid
buzafajokban hianyzik.

Mindezen eredmények alatamasztjak azt a feltételezést, hogy az allopoliploid fajképz6dés
specifikus, repetitiv DNS szakaszok gyors és extenziv elimindciojaval jart egyiitt, ami a citologiai
diploidizacionak nevezett folyamat soran az egyes genomok asszimmetriajahoz vezetett. A genomi
asszimmetriat eredményez6 szekvencia kiillonbségek hozzajarulnak a homoldég kromoszémaparok
felismeréséhez €s buzaban a Ph-rendszer miikodését kiegészitve, a meidzis folyaman a homolog
kromoszomaparosodas kivaltdsat ¢és kiegyensulyozott diploid-szeri 6roklés kialakulésat
eredményezik (Ozkan et al. 2001, Han et al. 2005).

A tetra- és hexaploid Triticum fajok 4A és 5A kromoszomain megfigyelhetd erés pSc119.2 jel nem
detektalhaté az A™ kromoszomakon. Ezek a kiilonbségek az allopoliploid fajokban végbemend
kromoszoma atrendezddésekkel magyarazhatok. A pScl19.2 préba erds jelet adott a tetra- és
hexaploid Triticum fajok B kromoszomain. Az egyik legismertebb kromoszéma atrendezddést
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ezekben a fajokban a 4A kromoszoma mutatta. Ez a kromoszoma két transzlokaciot hordoz, melyek
S5AL és 7BS kromoszomaszegmentumokat tartalmaznak (Devos et al. 1995). A transzlokacios
toréspontok finomtérképezése lehetdvé tette harom, egymast kovetd kromoszoéma atrendezddés
azonositasat: a 4AS és 4AL kromoszdmakarok pericentrikus inverzidjat, majd ezt kdvetéen az SAL
¢s 7BS karokrdl szarmazo fragmentumok atépiilését a 4A kromoszoma hosszu karjara (Hernandez
et al. 2012).

Ezek a folyamatok nem jatszodtak le a T. monococcum-ban, igy az 1AM, 4A™ 5A™ &s 7A"
kromoszoémak jol megkiilonboztethetbek a tetra- és hexaploid buzafajok azonos homeolog
csoportba tartoz6 kromoszoémaitdl. Ezt tamasztja ala az is, hogy a T. urartu és a T. monococcum
FISH mintazatanak 0sszehasonlitasat kdvetden a két faj kariotipusa a hasznalt probakkal nem volt
megkiilonboztethetd, vagyis a T. urartu A genomja jelentds atalakulason ment keresztiil az evoltcid
soran a buizagenomban.

Az AAG (GAA-ként is nevezett) mikroszatellit ismétlodéseket elterjedten hasznaljak a Triticum
kromoszémak azonositasara (Pedersen és Langridge 1997; Cuadrado et al. 2000, 2008; Kubalakova
et al. 2005; Molnar et al. 2005; 2007; Szakacs és Molnar- Lang 2008), mely az allopoliploid buzak
A kromoszémain 0Osszetettebb hibridizaciés mintazatot ad, mint az a T. monococcum A"
kromoszomain megfigyelhetd. Pedersen és Langridge (1997) valamint Molnar et al. (2007) a T.
aestivum Gsszes A kromoszomajat azonositottak a pAsl és GAA probakkal. Kubalakova et al.
(2005) szintén GAA mikroszatellit probaval, valamint Afa family és pSc119.2 repetitiv probakkal
azonositottak a T. turgidum subsp. durum A kromoszomait. Az GAA proba erGs pericentroméras és
interkalaris jelet ad a durumbuza és a hexaploid buza valamennyi B kromoszomajan (Cuadrado et
al. 2000, Kubalakova et al. 2005). A T. monococcum-hoz viszonyitva a hexaploid buza A
kromoszdémain megfigyelt gyakoribb GAA jelek egyik lehetséges magyarazata az A és B genomok
kozotti kromoszoma atrendezddés lehet. Az A és B kromoszomak kozotti intergenomikus
atrendezddést erdsiti meg Badaeva et al. (2007) munkaja, amelyben kiilonboz6 tetra- és hexaploid
Triticum fajokban szamos A és B kromoszomak kozotti transzlokaciorol szamol be. Ugyanakkor
nem zarhat6 ki egyébb mutaciés mechanizmusok szerepe sem, melyek az SSR szekvenciak
novekedését okozhatjak. Példaul a DNS replikacié soran bekovetkezd slippage eredményezheti a
rovid SSR régiok 1uj alléljeinek létrejottét (Levnison és Gutman 1987, Hancock 1996), mig a
génkonverzidé és transzpozicid révén hosszabb SSR klaszterek is kialakulhatnak (Dover 1993,
McMurray 1995, Molnar et al. 2011).

Cuadrado et al. (2000) az AAC ¢és GAA probak kozos lokalizaciojarol szamolnak be (ko-
lokalizacio) a hexaploid Chinese Spring buzafajta esetében, foként a B kromoszémakon, habar az
azonos helyen 1év6 hibridizacids jelek erdssége nagyban kiillonbozott. Az A kromoszomak esetén
ko-lokalizaciot nem figyeltiink meg, ami azonos Cuadrado et al. (2000) eredményeivel. Jellegzetes
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AAC jelek talalhatok a buza 2A, 4A és 7A kromoszomain, mig a T. monococcum kromoszomai
koziil a 6A™ és 7A™ kromoszdman figyeltiink meg erds hibridizacios jelet.

Szintén kiilonbségek figyelhetok meg a diploid és allopoliploid Triticum fajok A kromoszomai
kozott az AGG proba hibridizalasa soran. Az AGG, melynek ismert az AAC és GAA mikroszatellit
probakkal 1évo ko-lokalizacioja, a hexaploid buza minden A kromoszomajan adott hibridizacios
jelet (Cuadrado et al. 2008), mig az A™ kromoszémak koziil csak az SA és 6A kromoszémakon
figyeltiink meg jellegzetes mintazatot.

Az GAA, AAC és AGG mikroszatellit ismétlddések ko-lokalizacidja a T. monococcum esetében
csak a 6A™ kromoszoma esetén igazolodott, ahol erds centroméras és pericentroméras jeleket
figyeltiink meg az dsszes vizsgalt SSR probaval. A legnagyobb hasonlésagot az alakor esetében az
AAC ¢és CAG probak hibridizacidos mintazatdban mutattuk ki, de a CAG proba a legtobb
kromoszdéman erdsebb hibridizacios jelet adott. A buza A kromoszomak GAA és AGG probakkal
kapott hibridizaciés mintazata a 3A, 4A, 5A, 6A és 7A kromoszoémakon tamasztotta ala a Cuadrado
et al. (2008) altal megfigyelt ko-lokalizaciot, az AAC proba ettdl jelentdsen eltéré mintazatot adott
a buiza A kromoszomain.

valamint kromoszomaspecifikus markerek tervezését is segitdé aramlasos citometriaval szeparalt
kromoszoémak ¢és kromoszomacsoportok azonositidsa altalaban in situ hibridizacioval torténik
(Vrana et al. 2000, Dolezel et al. 2001) ami sziikségessé teszi a vizsgalatokhoz felhasznalt fajok
kariotipusanak pontos ismeretét. A leglijabb eziranyu kutatasok azt bizonyitjak, hogy az in situ
hibridizaci6 mar nemcsak a szepardlt kromoszoémdak azonositdsat teszi lehetévé, hanem a
hibridizaci6 elvégezhetd a kromoszémaszuszpenzion is, majd ezt kdvetden meég nagyobb aranyban
¢és pontossagban valogathatok szét a kromoszomak (Giorgi et al. 2013).

Osszefoglalasként megallapithatd, hogy a T. monococcum kromoszomain repetitiv DNS- (Afa
family és pTa71) és mikroszatellit probakkal végzett FISH hibridizacioval azonosithatok az A"
kromoszomak, tovabba ezzel a moddszerrel az A" azonositasahoz és az A kromoszomak

megkiilonboztethetdk tetra- és hexaploid buza hattérben.

4.2 Interspecifikus hibridek kromoszomavizsgalatai a meio6zis 1. metafazisaban

4.2.1 Meiotikus kromoszomak vizsgalata GISH-sel, buza x rozs F; hibridekben

A T. monococcum buzanemesitésben torténd felhasznalasa kisméretii idegen kromatint tartalmazo,
kompenzald tipusu buza—-T. monococcum homeoldg transzlokéaciok segitségével oldhaté meg a

leghatékonyabban. A rekombinaciok kialakulasa akkor varhato, ha a buza és a T. monococcum A

52



kromoszomai egymassal parosodnak a meidzis folyaman. Ennek egyértelmii igazolasa lehet a
meiozis |. metafazisaban a parosodd kromoszoémak azonositasa repetitiv DNS probakkal, ami a
kromatin kondenzaltsagi fokanak megvaltozasa miatt nem feltétleniil lehetséges. Az in situ
hibridizaciés technika alkalmazhatosagat el6szor buza x rozs keresztezésb6l szarmazo hibrideken
vizsgaltuk. A két faj kozotti nagyobb genetikai tavolsag és a kiilonbozdé fajokbdl szarmazod
kromoszémak egyszerli azonosithatosdga miatt ez a kombindcié idealis alapanyagot biztositott a
madszer kiprobalasahoz és finomitasdhoz.

A btiza x rozs F; hibrideknek a meidzis I. metafazisaban 1év6 kromoszoéma preparatumain elészor
genomi in situ hibridizaciot (GISH) végeztiink jelolt rozs genomi DNS prébaval. A GISH-t
kovetden a rozs kromoszomak az erds fluoreszcens jel6lddésnek koszonhetden egyértelmiien
megkiilonboztethetdek voltak a bluza kromoszomaktol. Kimutattuk hét rozs kromoszoma és az
IBL.IRS transzlokacioban 1évé 1R rozskromoszoma rovid karjanak jelenlétét a buza x rozs Fq
hibrid 28 meiotikus kromoszomaja kozott (11. a. abra).

A vizsgalt 274 pollen anyasejtben 330 kromoszomaparosodast (asszociadciot) figyeltiink meg,
melyek kozott az intra- és interspecifikus kromoszéma-asszociaciok elkiilonithetdek voltak. A
megfigyelt meiotikus kromoszoma konfiguraciokat és a kromoszoma-asszociaciok pollen anyasejtre

szadmitott gyakorisagat az 1. tablazat tartalmazza.

1. tablazat Buza X rozs F; hibridek meiotikus konfiguracidja a meiozis 1. metafazisaban

Kombinacié  Sejtek Meiotikus konfiguracié Kromoszéma-asszociaciok
szama (Osszes/sejtek szama)'
1BL.1RS-1RS 1BL.1RS-1RS
transzlokacioval transzlokacié nélkiil
| nyilt Il gytirii I Osszes atlag/sejt Osszes  atlag/sejt
|
Mv Magdaléna 79 2597 0,94 002 0,02 84 1,06 58 0,71
krl x rozs
MvBéreskrlx 195 2551 1,19 0,01 0,037 246 1,25 136 0,70
rozs
I |= univalens, 11= bivalens, IlI= trivalens

*: Egy serpeny6 ¢€s egy lanc formaju trivalens
**: Hat lanc trivalens

Az 1RS rozs kromoszomakarok kozotti parosodasok szama 133 volt, ezt az adatot a tovabbi
Osszehasonlitdsoknal melldztiik, mivel kutatdsunk tdrgya nem a rozs kromoszoémak kozotti

homolog parosodas tanulméanyozasa volt. Az 1BL.1RS-1RS—t6l eltérd kromoszoéma-asszociaciok
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(194 db) (1. tablazat) csaknem kizéarolag (93.8%) a buza kromoszomak kozotti parosodasnak volt
koszonhetd (2. tablazat). A buza—rozs, illetve rozs-rozs kromoszoémak kozotti asszociaciok szama
jelentdsen kisebb volt (5,2 és 1,0 %). A péarosodott kromoszémak konfiguracidja szinte kizarolag
nyilt bivalensekre korlatozodott, a multivalens formaciok nagyon ritkan fordultak elé, mindossze

néhany trivalenst figyeltiink meg.

T1RS.1BL

11. 4bra In situ hibridizacio a buza x rozs F; hibridek meidzisanak 1. metafazisdban 1évd kromoszémain. A
genomi in situ hibridizacio (GISH) fotdjan (a) a rozs kromoszomak és az 1BL.1RS transzlokacioban 1évé
1RS rozskar sargas-zolden jel516dott, mig a buza kromoszomak jeldletlenek maradtak. Az azonos
pollenanyasejten végzett fluoreszcens in situ hibridizacio (FISH) (b) fotojan a pSc119.2 probak jelei

zolden, az Afa family probaké vordsen, a pTa7l proba¢ sargan lathatéak. Skala= 10 pm

4.2.2 Meiotikus kromoszomak vizsgalata repetitiv DNS probakkal, buza x rozs F; hibridekben

Az egyes kromoszOma-asszociacok azonositdsa céljabol a GISH soran kapott hibridizacios
mintazatot lemostuk €s a kromoszémapreparatumokon FISH-t végeztiink el, Afa family, pSc119.2
¢s pTa7l probakkal (11b. abra).

A FISH kivitelezése utan a meidzisban torténd azonositast nehezitette, a meiotikus kromoszémak
megnyult alakja, de a kromoszoémak FISH mintdzata nagyfok( hasonldsagot mutatott a biiza és rozs
kromoszomak mitdzisban megfigyelt mintazataval.
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Erés Afa family mintazatot figyeltiink meg a D genom kromo0szomain, mig a pSc119.2 proba foként
a rozs ¢és a buza B genomjanak kromoszomaihoz hibridizalt. A pTa71 proba erds jelet adott a
a 3D ¢és 5D buzakromoszomak rovid karjain. Szintén erds pTa7l jel taldlhato a szatellites 1B buza
kromoszoman, de ez a kromoszémakar az 1BL.IRS transzlokacié jelenléte miatt hidnyzik a
genetikai anyagbol. Az A genom kromoszomadit a gyenge Afa family mintdzat és a 4A és 5A
kromoszdmakon talalhatod jellegzetes pSc119.2 jel alapjan azonositottuk.

A buza-buza kromoszoma-asszociaciok mindegyike (182 db) azonosithatd volt genomi szinten (2.
tablazat); ezek koziil kettd buza—bltza kromoszoéma-asszociacié azonositasa nem volt lehetséges a
FISH mintazat alapjan (12. dbra m-n.). A 180 db azonositott kromoszoma-asszociacio koziil
kromoszdmakar szinten 129 buza—-buza asszocidcidt tudtunk a FISH mintdzat alapjan azonositani
(3. tablazat).

Az eredmények azt mutatjdk, hogy az intergenomikus kromoszomaparosodasok gyakorisaga
nagyobb az F; hibridben, mint az intragenomikus parosodasoké. A leggyakoribb az A-D
kromoszdma-asszociacio volt mindkét keresztezési kombinacidban (sejtenként 0,342 és 0,354) (2.
tablazat és 12. dbra a-f.). A B és D genomok k6z6tti kromoszémaparosoddsok gyakorisaga ennél
kisebb volt (a két keresztezési kombinacioban 0,190 és 0,226 gyakorisaggal). Legkisebb
gyakorisaggal az A és B genomhoz tartozo kromoszémak parosodtak (parosodasi gyakorisag: 0,038
¢s 0,056). A parosodott kromoszomak talnyomo6 része homeoldg kromoOszoma volt, az

intragenomikus A—A, B-B és D-D kromoszoma-asszociaciok nagyon ritkan fordultak eld.
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2. tablazat A baza X rozs F; hibridekben el6forduld inter- és intragenomikus kromoszéma-asszociaciok gyakorisaga a meiozis 1. metafazisaban

Kombinacio Sejtek buza-buza buza-rozs rozs-rozs’
szama A-A A-B A-D B-B B-D D-D Osszesen  A-R B-R D-R 0sszesen R-R
kaxigfoazlgna 79 | 0101 0038 0342 0000 0190 0013 0684 | 0,000 0013 0025 0,038 0,013
Mv Bf;;: krlx 195 | 0,005 0056 07354 0,005 0226 0010 0656 | 0010 0,015 0010 0,036 0,005
Osszesen 0,664 0,036 0,007
274 | 0,033 0051 0350 0,004 0215 0,011 (93.8%) 0,007 0015 0,015 (5.29) | (L00%)

'A rozs kromoszomak kozotti asszociaciok gyakorisiga nem tartalmazza az 1BL.1RS transzlokaciot hordozo és az 1RS kromoszémakar parosodasat.
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12. abra Buza-bliiza kromoszoéma-asszociacok FISH mintazata. a-f.: Homeolog kromoszdéma-asszociaciok a
buza A és D genomja kozott: a.1DS-1AS, b. 2AL-2DL, c. 3DL-3AL, d. 5AS-5DS, e. 6AL-6DL, f. 7AL-
7DL. g-j.: Homeolog kromoszoéma-asszociaciok a buza B és D genomja kozott: g. 3DS-3BS, h. 1DL-
1BL, i. 6DS-6BS, j. 5DL-5BL. k.: nem homeolog asszociacio az 1D és 7B kromoszomak hosszi karjai
kozott (1DL-7BL). 1.: homeolog asszociacio a 2A és 2B kromoszémak hosszu karjai kozott (2AL-2BL).

M-n.: azonositatlan buza-btiza kromoszdéma-asszociaciok

4.2.3 Buza-buza kromoszoémakar-asszociaciok tipusa és gyakorisaga

A buza-buza kromoszdma-asszociacioban résztvevd kromoszomakarok tobbsége azonosithatd volt
a hexaploid buza mitozisban késziilt FISH kariotipusa ismeretében (12. abra a-n.), melyeket a
parosodasi gyakorisaguk alapjan hasonlitottunk 6ssze (kromoszémakar-asszocidciok szama/sejt) (3.
tablazat).

Az A-D asszocidciok kozott elsédlegesen a hosszl karok parosodésat figyeltiik meg (3. tdblazat), a
szignifikansan leggyakoribb parosodas (0,048) a 3A ¢és 3D kromoszomak hossza karjai kdzott volt.
Az A és D kromoszomak rovid karjai csak nagyon ritkan parosodtak.

Erdekes parosodasi kapcsolatot figyeltiink meg a B és D kromoszoémék kozott (12. abra g-j.). Az

Osszes parosodasi gyakorisag alacsonyabb volt (0,004-0,018), mint azt az A és D kromoszdémakarok
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3.tablazat FISH vizsgalattal azonositott buza-bliza kromoszdémakar-asszociaciok  gyakorisaga
(asszociacio/pollenanyasejt)

Kromoszoma- Mv Magdaléna Myv Béres Osszesen
asszociacio krl x rozs krl x rozs

1AS-1DS 0.000 0.005 0.004
1AL-1DL 0.013 0.031 0.026
1DL-1BL 0.000 0.026 0.018
2AS-2DS 0.013 0.005 0.007
2AL-2DL 0.025 0.031 0.029
2AS-2BS 0.013 0.000 0.004
< 2AL-2BL 0.013 0.010 0.011
8 2DS-2BS 0.013 0.000 0.004
2 2DL-2BL 0.013 0.021 0.018
2 3AS-3DS 0.025 0.000 0.007

T 3AL-3DL 0.063 0.041 0.048""
£ 3DS-3BS 0.089 0.123 0.113
S 3DL-3BL 0.013 0.005 0.007
2 4AL-4DL 0.000 0.005 0.004
S 4DL-4BL 0.000 0.010 0.007
ol 5AS-5DS 0.013 0.010 0.011
S 5DL-5BL 0.013 0.005 0.007
£ 6AS-6DS 0.013 0.015 0.015
= 6AL-6DL 0.051 0.026 0.033
6AS-6BS 0.013 0.005 0.007
6DS-6BS 0.000 0.005 0.004
7AL-7DL 0.025 0.015 0.018
7TAL-7BL 0.000 0.010 0.007
7DS-7BS 0.013 0.000 0.004
7DL-7BL 0.000 0.005 0.004
Atlag 0.016
p 3AS-6DS 0.025 0.000 0.007
S 3AL-4AL 0.000 0.005 0.004
= 4AL-5DL 0.013 0.000 0.004
2 g 1DS-4DL 0.000 0.005 0.004
gz 1DL-7BL 0.000 0.005 0.004
S & 2DS-6BS 0.013 0.000 0.004
e E 2DL-5BS 0.013 0.000 0.004
z 3 3DS-6BS 0.000 0.005 0.004
£ 3DL-4BL 0.000 0.005 0.004
£ 4DL-6BS 0.000 0.005 0.004
4BS-7BS 0.000 0.005 0.004
Atlag 0.004

"7 A kromoszomakar-asszociaciok megfigyelt és elméleti gyakorisiga kozotti szignifikans kiilonbség,
P=0,001 szignifikancia szinten.
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kozott  tapasztaltuk, kivéve egy kromoszomakar-asszociaciot (3DS és  3BS). A
kromoszomaparosodasi gyakorisag mindkét blza X rozs hibrid kombinacidoban szignifikdnsan
nagyobb (0,113) volt annal, mint amit az Osszes tobbi kromoszomakar-asszociacido esetében
megfigyeltiink. Meg kell még jegyezni, hogy a nem homeoldg parosodasok is féként a B és D
genom kozott torténtek, de a gyakorisdguk alacsony volt (12. abra k.).

Az A és B kromoszomak kozotti parosodast csak kis szdmban észleltiink, a legmagasabb parosodasi
gyakorisagot a 2AL és 2BL kromoszomakarok kozott mutattuk ki (parosodasi gyakorisag: 0,011,
12. abra l.).

Vizsgaltuk azokat a kromoszomakat, melyek a vizsgalt sejtekben nem parosodtak egy masik
kromoszémaval sem. Minddssze négy ilyen kromoszomakart talaltunk: 4AS, SAL, 6BL és 4DS.

A kromoszomakar-asszocidciok statisztikai értékelésére XZ probat alkalmaztunk, melynek
eredménye megerdsitett a 3-as homeoldg csoport kromoszomai kozti parosodasok gyakorisagat. A
szignifikdnsan legmagasabb parosodasi gyakorisag a 3A és 3D kromoszomak hosszu karja valamint

a 3D ¢és 3B kromoszomdk rovid karja kozott volt kimutathat6.

4.2.4 Meiotikus kromoszomak vizsgalata Triticum turgidum subsp. durum x Triticum
monococcum F; hibridben

A T. monococcum-bol a tetra- és hexaploid buzaba torténd génatvitel optimalisan homeolog
kromoszoéma atrendezddések létrejottével valosithatd meg. A  homeolog transzlokacio
kialakulasanak feltétele a rekombinacid, ami a kromoszoémak meiotikus parosodasa révén jon 1étre.
Az eddigi molekularis citogenetikai kutatisaink az A és A™ genom nagyfoki hasonlosagat
tamasztottak ald, ami alapjan nagy volt a valosziniisége a homeolog rekombinaciok kialakulasanak
olyan genotipusokban, melyek a buza genetikai hattérben T. monococcum kromoszdémakat
hordoznak. A kromoszomak kozotti hasonlosagot és késébbi transzlokaciok kialakulasanak
valoszinliségét az F1 hibridek kromoszoémainak meidzisban térténd parosodasa is jol jelzi. Munkank
soran ezért vizsgaltuk az A és A™ kromoszomak kozotti parosodast a mindkét genomot teljes
egészében tartalmazo T. turgidum subsp. durum (MVTD14-04) x T. monococcum (1T-1) Fy
hibridek meidzisanak metafazisaban.

Osszesen 97 darab meidzis 1. metafizisaban 1évd pollenanyasejtben egymast kovetd GISH-sel és
FISH-sel vizsgaltuk (13. abra) a kromoszomaparosodasok eloszlasat (4. tablazat). Legnagyobb
aranyban sejtenként 5 (36,1 %), vagy 6 (24,7 %) bivalenst figyeltiink meg.
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4. tablazat A vizsgalt Triticum turgidum subsp. durum x Triticum monococcum hibrid pollenanyasejtjeinek

(n=97) eloszlasa a parosodott kromoszomak szama szerint

Meiotikus konfiguracio™

17I+2II 15I +3II 13I +4II 12I +3II +1III 11I +5II 9I +6” gl +3II+2III 7I +7II

Sejtek szama 6 13 14 2 35 23 1 3
(db)
Eloszlis (%) 6,2 13,4 14,4 2,1 36,1 23,7 1 3,1
' I= univalens, 11= bivalens, 111= trivalens

Az eredmények a tetraploid buza x T. monococcum F; hibrid kromoszdémainak nagyfoku
parosodasat tamasztottak ala (5. tablazat). A vizsgalt pollenanyasejtekben a megfigyelt Gsszes
kromoszoma asszociacid6 667 volt, ennek pollenanyasejtenkénti atlagos értéke: 6,88 (Osszes
kromoszoma asszociacio/ vizsgalt sejtek szama) ami joval gyakoribb, mint azt a btza x rozs
hibridek esetében tapasztaltuk (0,66 ; 2. tablazat). A kromoszomak ilyen nagyaranyu parosodasa az

A genomok kozotti hasonlosaggal magyarazhato.

5. tablazat Ttiticum turgidum subsp. durum (MvTD14-04) x Triticum monococcum (1T-1) hibridek

meiotikus konfiguracioja a meiozis I. metafazisaban

Sejtek Meiotikus konﬁguréci-(') 1 Kromoszdma asszociaciok
Kombinacio ) (0sszes konfiguracio/sejt) (6sszes kromoszoma
. I nyilt II | gytirt II I11* | asszociacio/ vizsgalt sejtek)
MVTD14-04 x 1T-1 97 11,58 3,05 2,14 0,04 6,88
' I= univalens, 11= bivalens, 111= trivalens

*: 1 db serpeny6 és 3 db lanc formaju trivalens

Az ABA™ genomésszetételiit Fy hibriden végzett genomi in situ hibridizacid soran jeldlt Ae.
speltoides (B genom donor) és jeldlt T. urartu (A genom donor) genomi DNS probat hibridizaltunk
az ABA™ genomdsszetételli F; hibridek meiotikus kromoszéma preparatumain. A GISH-t kovetéen
mind az A és A", mind a B kromoszomdk erés fluoreszcens jelolddésének kdszonhetéen
egyértelmiien elkiilonithetok voltak egymastol (13. abraa.).

A GISH vizsgalat lehetvé tette, hogy genomi szinten azonositsuk a kromoszémaparosodasokat (6.

tablazat). Ahogy az varhato volt, legnagyobb aranyban az A és A" kromoszoémék péarosodtak
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egymassal (99,7%), az A és B kromoszomak csak nagyon ritkan pérosodtak (0,3 %), mig B

kromoszomak kozotti asszociaciot nem figyeltiink meg.

13. abra In situ hibridizacié Triticum turgidum subsp. durum x Triticum monococcum F; (2n=3x=21,

ABA™) hibrid meidzisanak I. metafazisaban 1évé kromoszomain. A genomi in situ hibridizacié (GISH)
fotojan (a) az A és A™ kromoszomék zolden, a B kromoszOomak narancsséarga szinnel jelolddtek. Az
azonos pollenanyasejten végzett fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH) fotojan (b) az Afa family proba
jelei pirosan , a pTa71 probaé sargan ¢€s a pSc119.2 probaé zolden lathatok. A hat bivalens koziil egy
nyilt- (sarga nyillal jelolve), 6t pedig zart (gytr() bivalenst (piros nyillal jelolve) alkotott. Skala= 10 pm

6. tablazat A Triticum turgidum subsp. durum x Triticum monococcum F; hibridekben eléforduld intra- és

intergenomikus kromoszoéma asszociaciok gyakorisaga a meiozis I. metafazisaban

Sejtek Kromoszoma asszociaciok
Kombinacid _
szama AT-A A-B B-B Osszesen
MVTD14-04 x o7 6,86 0,02 0,00 6,88
1T-1 (99,7%) (0,3 %) (0,0%) (100%)

A kromoszoémak azonositasait FISH-el nem tudtuk minden esetben elvégezni, ami a bivalens
kromoszomak megvaltozott strukturajaval magyarazhat6 (13. abra b.). A kromoszémak azonositasa
a vizsgalt sejtekben szinte kizarélag az univalensekre, illetve a nyilt bivalensekre korlatozodott.
Kisérletet tettiink annak megallapitasara, hogy melyek azok az A kromoszomak, amelyek nagy

gyakorisdggal nem parosodnak, mivel mindossze a vizsgalt sejtek 3,1 szazalékaban figyelhetd meg
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mind a 7db A és A™ kromoszoma parosoddsa. A kis gyakorisdggal parosodd kromoszomak
vélhetden kisebb gyakorisdggal rekombinalodnak.

Olyan sejteket valasztottunk ki erre a célra, melyekben 5, vagy 6 bivalens talalhatd, mivel ilyen
meiotikus konfiguraciot figyeltiink meg a legnagyobb gyakorisaggal. A kivalasztott sejtek (n=11)
mindegyikében az univalensként [év0 A kromoszémak kozott azonosithaté volt a 4A
blzakromoszoma és a sejtek felében 1 vagy 2 darab 6A kromoszoma. A 6A kromoszoma buza,
vagy T. monococcum eredetét nem tudtuk tisztdzni a gyenge és hasonld hibridizaciés mintazat
miatt. Emellett még 3A™ és 5A™ univalenseket is azonositottunk. A vizsgalt sejtek kis szdma miatt

statisztikailag nem tudtuk igazolni az univalens A kromoszoémak eltér6 el6fordulasi gyakorisagat.

4.2.5 A kromoszémapdarosodasi vizsgalatok eredményeinek megvitatasa

A btiza x rozs F; hibridek meiotikus kromoszoéma preparatumain végzett szekvencialis GISH ¢és
FISH bizonyitotta, hogy az egymas utan végzett in situ hibridizacié alkalmas az idegen faju
hibridek kromoszémaparosoddsanak genomi és kromoszéma szintli vizsgalatara. Mindezek alapjan
jo eséllyel hasznalhatdé a moddszer a T. monococcum és biiza kromoszomak kozotti parosodas
vizsgalatara is.

Cifuentes et al. (2006) és Cifuentes és Benavente (2009) genomi és repetitiv DNS (pTa71) probaval
végeztek egy 1épéses in situ hibridizaciot a meiotikus kromoszomaparosodasok vizsgalatara buza x
idegen faju hibridekben, de az altaluk alkalmazott probak csak harom bliza kromoszoma
azonositasat (4A, 1B ¢és 6B) tették lehetdvé. Buza x rozs hibridek meiotikus kromoszoma
preparatumain végeztek egymast koveté FISH-t Cuadrado et al. (1997) 6t repetitiv DNS probaval
(pSc74, pScl119.2, pAsl, pTa7l, pTa794) és a vizsgalataik eredményeképpen a buza kromoszomak
tobbsége azonosithatdo volt. A GISH ¢és FISH technikak egymas utdn torténd alkalmazisaval
maximalizalhat6 a buza és az idegen kromoszomak meiotikus parosodasanak elemzésével kaphato
informécio (genomok megkiilonboztetése és az egyedi kromoszoémak azonositasa).

A GISH vizsgalat igazolta, hogy a buza—buiza kromoszoma asszociaciok szama magasabb volt, mint
a buza—rozs illetve rozs—rozs kromoszéma asszociaciok szama a két buza x rozs Fy hibridben a Phl
gén jelenlétében. A két hibridben megfigyelt hasonld parosodasi gyakorisdg oka a sziil6i
genotipusok kozeli rokonsagaval magyarazhatdo (Molnar-Lang et al. 2010). Az altalunk
megfigyelttdl gyakoribb buza—biza kromoszoémaparosodasrol szamoltak be Miller et al. (1994),
valamint Cuadrado et al. (1997) Phl gént tartalmazo6 és anélkiili buza x rozs hibridekben, ami arra
utal, hogy a buzat alkotd genomok kozotti homologia sokkal nagyobb, mint a buza és a rozs

genomok kozotti. Hasonld eredményekrdl szamolt be Naranjo és Fernandez-Rueda (1996) is. A
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buza és a rozs kromoszomak kozotti kis parosodasi gyakorisagra ad magyarazatot Devos et al.
(1993) munkaja. A buza és a rozs RFLP markerekkel végzett 6sszehasonlitd genomikai elemzés
soran azt tapasztaltdk, hogy a rozs kromoszoma karok mindegyike legaldbb egy evolucios
atrendezO0désen ment keresztiil a buzahoz képest.

Megallapithatd, hogy a két hibridben megfigyelt, viszonylag magas kromoszoma-asszociacio
gyakorisag (1,06 és 1,25) a rozs 1R kromoszomajanak rovid karja és az 1BL.1RS transzlokaciéo 1RS
karja kozotti gyakori parosodasnak tulajdonithato.

Az A, B és D genomok megkiilonboztetésével kimutathatova valt az A—D parosodasok tulsulya,
melyet a B-D és A-B asszociaciok kovettek (2. tablazat). Megfigyeléseink Phl lokusz jelenlétében
hasonléak a buza haploidok A, B és D genomjanak N savozasaval kapott eredményeihez, melyek
azt bizonyitottak, hogy a meiozis 1. metafazisaban a kromoszoma-asszociaciok 80 szazaléka az A ¢€s
D genomok kozott torténik a phlb mutacio jelenlétében (Jauhar et al. 1991), melyet az A-B és B-D
asszociaciok kovetnek. Az A-D asszociaciok dominanciajat mutattak ki Naranjo et al. (1987) is,
akik C-savozassal harom kiilonboz6 T. aestivum ‘Chinese Spring’ x rozs kombinacié (5B hianyos,
3D hianyos és normal buzagenotipus hasznalataval) meiotikus kromoszomaparosodésat vizsgélta.
Kisérleteikben azt is bizonyitottak, hogy a 3-as és 6-0S homeolog csoport esetében a B-D
kromoszomak kozotti parosodasi gyakorisag nagyobb volt, mint az A-B kromoszomak
parosodasaé. Buza x rozs, illetve bliza x Ae. geniculata hibrideken végzett tovabbi tanulmanyok
szintén az A—D asszociaciok talsulyat tamasztjak ala (Cuadrado et al. 1997, Cifuentes és Benavente
2009). Az A-D asszociaciok talsulya arra utal, hogy az A és D genomok ko6zotti homologia
nagyobb, mint az A és B, vagy a D és B genomok kozotti. Ez azzal fiigghet 6ssze, hogy a B genom
kromoszoémai erGsebben heterokromatikusak, mint az A és D genomhoz tartozoké és sokkal
nagyobb hajlandosagot mutatnak az atrendezddésre (Badaeva et al. 2007, Qi et al. 2006).
Valosziniileg ezek a szerkezeti kiilonbségek akadalyozzak az A-B és D-B intergenomikus
kromoszdémaparosodasok létrejottét.

A kromoszomak hosszu karjainak, a rovid karokhoz viszonyitott gyakoribb parosodasa (3. tablazat)
alatamasztja Naranjo et al. (1987) korabbi megfigyelését. A hosszu kromoszémakarok révidekhez
Viszonyitott gyakoribb parosodasa a 3A-3D kromoszoémaknal volt megfigyelhets, ahol az
asszociaciok gyakorisaga sokkal nagyobb (0,048) volt a hosszl karok esetén (3AL—3DL), mint azt a
rovid karoknal (3AS-3DS) megfigyeltiik (0,007). Ezzel szemben leggyakrabban a 3B és 3D
kromoszomak rovid karjai kozott fordult elé kromoszoma asszociacio. Ettdl eltéré eredményt
kaptak Naranjo et al. (1987), akik a 3-as homeoldég kromoszoémak kozil a 3AL-3DL
kromoszémakarok parosodasat figyelték meg legnagyobb gyakorisaggal. Eredményeink a 3B és 3D
kromoszomak megnovekedett parosodasi gyakorisdgat bizonyitjak, ami Osszefiiggésben lehet a

crer
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rendellenességével. A Munkvold et al. (2004) altal leirt 12 multi EST anomalia koziil, melyet a
buza 3-as homeolog kromoszomainak térképezése soran figyeltek meg, 7 a 3B és 3D kromoszoma
kozott volt. Munkajukban arra utaltak, hogy az eltérések oka a 3B és 3D kromoszomak kozotti
atrendezO0dés lehetett. A 3BS-3DS kromoszéma asszocidciok megnovekedett gyakorisaga
indokolhat6 a 3B és 3D kromoszomak kozotti nagyfokt atrendezddéssel. Kordbban mar utaltunk
arra, hogy a teloméraknak fontos szerepe van a homeolog kromoszomak felismerésében a meidzis
korai szakaszaban (Prieto et al. 2004, Martinez-Perez et al. 2000). A teloméras és szubteloméras
pozicioban talalhaté konstitutiv heterokromatikus savok mintazata (Gill et al. 1991) az A és D
kromoszomak, valamint a 3BS és 3DS karok hasonlosagat jelzi, ami okozhatja a megnovekedett
parosodasi  gyakorisagot. Mindazonaltal, a 3B és 3D kromoszomak kozotti  gyakori
kromoszdémaparosodas magyarazata tovabbi vizsgalatokat igényel.

Eredményeink bizonyitjak, hogy a szekvencialis FISH és GISH eredményesen alkalmazhat6 baza x
idegen faji hibridekben a kiilonboz6é genomok kozotti homeoldgia tanulmanyozasara az egyedi
kromoszdémak szintjén bekdvetkezé meiotikus kromoszoémaparosodasok azonositasdval. Mindez azt
is jelzi, hogy e technikaval tanulmanyozhat6 a btza és a T. monococcum kromoszomak parosodasa
is.

Az ABA™ genomdsszetételii T. turgidum subsp. durum x T. monococcum F; hibridek meiotikus
kromoszéma prepardtuman végzett in situ hibridizacioval kimutattuk, hogy az A és A"
kromoszomak nagy szdmban parosodnak egymadssal, igy nagy gyakorisaggal varhato a
rekombinansok kialakulsa a két faj kozott. Az A és A™ genomok kozotti nagyfoka hasonlésag nem
teszi lehet6vé a GISH-sel torténé megkiilonboztetésiiket. T. monococcum eredetii hibrideken eddig
még nem veégeztek molekularis citogenetikai  vizsgéalatot meidzisban, kordbban a
kromoszomaparosodasokat Feulgen modszerrel értékelték és csak valoszintisitették, hogy a
parosodott kromoszomak az A és az A™ genomokhoz tartoznak (Vardi és Zohary 1967, The és
Baker 1975, Gill et al. 1988). Munkank soran elséként vizsgaltunk ABA™ genomdsszetételli
hibrideket egymast koveté GISH-el és FISH-el. A GISH-el kapott eredményeink azonban mindet
kétséget kizardan bizonyitottak, hogy az ABA™ genomdsszetételii F; hibridben csaknem kizarolag
az A és A™ kromoszoémak parosodtak egymassal. Az ABA™ genomdsszetétellel rendelkezd Fy
hibrid kromoszdémaparosoddsanak vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy a vizsgalt
pollenanyasejtek tobbségében (50% felett) 5 és 6 bivalens volt megfigyelhetd, ami megegyezik az
irodalomban felellelhetd adatokkal (Vardi ¢és Zohary 1967, The ¢és Baker 1975).
Osszehasonlitasként Vardi és Zohary (1967) s' genommal rendelkez6 Ae. longissima-val is
keresztezett durumbuzat, ahol azonban csak univalensek voltak megfigyelhetok, a bivalensek
eléfordulasi gyakorisaga nagyon kicsi volt (1,15/pollenanyasejt), ami arra utal, hogy az A és A™
genom kozott szorosabb homologia all fenn, mint a B és az s' genom kozott. A nagyfokl
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homologia noveli a kromoszoémaparosodas es€lyét, ami végsd soron a rekombinacio feltétele. A
kromoszémapérosodds és a rekombindcios gyakorisdg nem 1:1 ardnyban feleltethetdé meg
egymasnak (Benavente et al. 1996), mégis igaz az, hogy minél nagyobb aranyban parosodik
egymassal két kromoszoéma annal nagyobb ardnyban varhaté koztik rekombinacio. A T.
monococcum A™ genomja és a poliploid buzidk A genomjai kozotti hasonlésag, amit a
kromoszémaparosodasi adatokkal is aldtdmasztottunk megfeleld alapot szolgaltat rekombindcid

el6fordulasahoz.

4.3  Triticum monococcum Kkromatint tartalmazoé genetikai anyag eléallitasa

4.3.1 Génbanki Triticum monococcum tételek jellemzése

A martonvasari Gabona Génbankban talalhato diploid Triticum tételek koziil 145 genotipust

vizsgaltunk az MTA ATK Mezb6gazdasagi Intézetének laszlopusztai tenyészkertjében 2013-ban (14.
abra), melyek kozott termesztett és vad T. monococcum és T. uratu génbanki tételek egyarant voltak
(7. tablazat).

14.4bra Génbanki Triticum monococcum és Triticum urartu tételek szantofoldi kisérlete. Martonvasar, 2013
A 2013-as évjarat kedvezett a kiilonb6zé vad és termesztett Triticum fajok szantofoldi
értékelésének. A kissé hiivosebb és csapadékos tavasznak kdszonhetden Martonvasaron a buza

kérokozoi koziil a sarga- és a levélrozsda erds fertdzést okozott, emellett jelentds
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lisztharmatfert6zést is megfigyeltiink a teriileten. A diploid Triticum fajokon beliil a T. urartu-n
észleltiink jelentdsebb lisztharmat-fert6zést, a vizsgalt genotipusok tobb mint fele mutatott
fogékonysagot, tovabba egy génbanki tételen levélrozsdat is talaltunk. Ezzel szemben a T.
monococcum tételek rezisztensek voltak mind a lisztharmat, mind pedig a levélrozsda fert6zéssel
szemben. Egyetlen vad T. monococcum genotipusnal észleltiink kozepes lisztharmat fogékonysagot.
A vegetacios idOszakban feljegyeztilk a genotipusok kalaszolasi idejét és mértiik a novények
magassagat. Az fajonként Osszesitett adatok a 7. tablazatban lathatok, ahol feltiintettiik az
elénemesitési programunkban hasznalt T. monococcum subsp. monococcum ’1T-17 és Mv9krl 6szi

buiza genotipus adatait is.

7. tablazat Diploid Triticum tételek Osszesitett adatai fajonként csoportositva. Martonvasar, 2013

Vizsgalt Kalaszolasi id6 Novénymagas Lisztharmat Levélrozsda
tételek (nap) sag (cm) fertzottség' fert6zottség'
szama [atlag] [atlag]

(db)
T.monococcum 75 majus 21- janius 17 70-140 0 (75 genotipus) 0
subsp. monococcum [junius 4] [130]
T. monococcum 54 méajus 13- jinius 11 45-165 7 (1 genotipus), 0
subsp. aegilopoides [majus 28] [125] 0 (53 genotipus)
T. urartu 14 majus 13-26 84-125 6-8 5 (1 genotipus)
[majus 20] [108] (6 genotipus), 0(13
0 (8 genotipus) genotipus)
’Myv Alkor’ 1 majus 22 115 0 0
(T. monococcum)
1T-1° 1 majus 21 70 0 0
(T. monococcum)
"Mv9kr1’ 1 majus 13 70 4 5

(T. aestivum)

' 0-9 skéla, 0 = tiinetmentes, 9 = nagyon fogékony

A génbanki diploid Triticum fajok a megfigyelt tulajdonsagok koziil a legnagyobb diverzitast a
kalaszolasi 1d0 tekintetében mutattdk (15. abra). A legkorabbi genotipusok a T. urartu tételek
voltak, egyes vad T. monococcum genotipusok is koran kaladszoltak, de a kiilonboz6 tételek
kalaszolasa idében jobban elhuzddott, mint a T. urartu tételeké. Legkésdbben a termesztett T.
monococcum genotipusok kalaszoltak. A kaldszolasi idoben 1év0 valtozatossag ismerete Iényeges a

késobbi keresztezések tervezéséhez.
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15.abra A diploid Triticum fajok genotipusainak kalaszolasi id6 szerinti eloszlasa, Martonvasar, 2013

4.3.2 Triticum aestivum x Triticum monococcum keresztezések

4.3.2.1 Fq hibridek eldallitasa

A hagyomanyos ¢és féltérpe T. monococcum genotipusok hexaploid buzaval torténd
keresztezhet6ségének vizsgalatahoz két egymast kovetd évben poroztuk be a keresztezhetdségi (kry)
gént hordozd (Mv9krl) és anélkiili (Mv9) blza genotipust hagyoméanyos (Mv Alkor) ¢és féltorpe
(1T-1) alakorral. A termékenyitett viragok szamat és a fertilitasi adatokat a 8. tablazat tartalmazza.

Mind a hagyomanyos, mind pedig a féltdrpe alakor genotipus pollenadoként vald hasznalataval
kaptunk Fi szemeket, de a féltorpe alakorral végzett keresztezések mindkét évben eredményesebbek
voltak (nagyobb szemkotési arany). Jelentds kiilonbséget tapasztaltunk az évjaratok kozott annak
ellenére, hogy mindkét évben fitotronban neveltiik az anyandvényeket és a megporzasokat is ott
végeztiik el a tenyészkertben begylijtott viragzd alakor ndvények levagott kalaszaival. Erre azért
volt sziikség, mert az anyaként hasznalt Mv9krl jellemzen majus elején kalaszol (2010-ben majus
13-an, 2011-ben majus 14-én), mig a pollenaddé T. monococcum genotipusok majus végén, par
napos eltéréssel (2010-ben az Mv Alkor majus 30-an, az 1T-1 majus 29-én, 2011-ben az Mv Alkor
majus 29-¢én, az 1T-1 majus 27-én kaldszolt a tlikrosi tenyészkertben). A két T. monococcum
genotipussal eldallitott F; szemek csirazo képessége is jelentdsen eltért. A hagyomanyos tipussal
eléallitott hibrid szemeknek legfeljebb 10 szazaléka csirazott, és a novények nagy része még
kalaszolas el6tt elpusztult. A féltdrpe T. moncoccum-mal 1étrehozott kombinaciok F1 szemeinek 60-

70%-a csirazoképes volt (8. tablazat). Az F; szemek kozotti kiilonbség szabad szemmel is jol
lathato volt (16. abra).
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8. tablazat Hagyomanyos tipust (Mv Alkor) és féltorpe (1T-1) Triticum monococcum genotipusok keresztezhetésége a jol keresztezheté Mv9kr; torzzsel és a

Martonvasari 9 6szi blizafajtaval.

Megporzott ., Csirazott Felnevelt F,
i ., . i F1 szemek Szemkotés F1 szemek .
Anya Pollenado Keresztezés éve  viragok szama szima (db) (%) szemek csirazisa (%) novények
(db) ? szama (db) *) szima (db)
Mv9kr; Mv Alkor 2010 211 66 31,42 7 10,06 2
Mv9kr; 1T-1 2010 195 106 53,91 71 66,03 36
Mv9kr; Mv Alkor 2011 200 9 4,50 1 11,11 0
Mv9kr; 1T-1 2011 182 11 6,04 7 63,63 5
Mv9 Mv Alkor 2011 152 2 1,32 0 0,00 0
Mv9 1T-1 2011 164 4 2,44 4 100,00 3
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16. abra Hexaploid buza (Mv9kr1) és Triticum monococcum keresztezésével eldallitott F; szemek. A
pollenadé a bal oldali szemek esetében a hagyoményos tipusua Mv Alkor, a jobb oldali szemeknél a

féltorpe 1T-1

Az F; szemek csiraztatdsaval egy idoben mitotikus gyokérpreparatumot készitettiink, melyeken
ellendriztiik a hibrid névények kromoszomaszamat (ABDA™; 2n=4x=28) és ezt kdvetden FISH-t
végeztiink el az Afa family, pSc119.2 és pTa71 probakkal (17. abra).

17.4bra Fluoreszcens in situ hibridizacié buza (Mv9krl) x alakor (1T-1) F; hibrid (2n=3x=28, ABDA")
mitotikus kromoszomapreparatuman, Afa family (piros), pTa71 (sarga) és pSc119.2 (z61d) repetitiv DNS

probak hasznalataval. A T. monococcum eredetii kromoszomakat sarga szinnel jeldltiik. Skala=10 pm

Az ABDA™ genom-sszetételii F1 hibriden végzett in situ hibridizaciéval azonositottuk a 14 db A, 7
db B és 7 db D kromoszoma jelenlétét. A buza A kromoszomai nem minden esetben voltak
megkiilonboztethetdk a T. monococcum kromoszomaktol, az eltérd hibridizacids mintazat az 1A,
3A, 4A, 5A és 7A kromoszomak elkiilonitését tette lehetové.
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4.3.2.2 Visszakeresztezések biizaval

Annak érdekében, hogy a nemesitési programban hasznalhato, a buzaval megegyezd
kromoszomaszamu ¢és fertilis névényi anyagot allitsunk eld, a steril F; hibrideket tobb generacion at
visszakereszteztilk az anyai partnerként hasznalt Mv9krl-gyel. Célunk olyan genetikai anyag
eléallitdsa volt, mely a T. monococcum kromatinjanak csak kis részét tartalmazza transzlokaciod
forméajaban. A 2010-ben ¢és 2011-ben eldallitott F; hibridek visszakeresztezését fitotronban
végeztiik, célunk haromszori visszakeresztezéssel BC3 novények eldallitasa és ezek tesztelése Volt.
A keresztezések eredményeit a 8. tablazat tartalmazza. A hagyomanyos tipust, Mv Alkor-t
tartalmazd F; novények btizaval torténd visszakeresztezése nem jart sikerrel, az Osszes kalasz
beporzasa utan sem sikeriilt BC; szemet eldallitani (9. tablazat). A féltérpe T. monococcum-mal
eléallitott genetikai anyag visszakeresztezései koziil az Fi ndvények elsé visszakeresztezése
bizonyult a legnehezebbnek, minddssze a beporzott virdagok 0,86 szdzaléka termékenylilt meg.

Az Osszes BCy szemet felhasznalva folytattuk a keresztezési programot, a masodik és harmadik
visszakeresztezéseknél jelentdsen nétt a kotott szemek aranya. Ezekben a nemzedékekben a viragok
mar nem teljesen sterilek, ezért lehetséges volt a kaldszok izolalasaval a BC; és BC, szemek
fertilitdsanak vizsgalata is. A masodik visszakeresztezés soran sikeriilt olyan nagy mennyiségii BC,
szemet eldallitani, hogy a tovabbi visszakeresztezéshez nem volt sziikség az 0Osszes szem
csiraztatasara, igy csirazasi szazalékot a két utolsd generdcioban nem szamoltunk. A keresztezési
munkat nehezitette, hogy a BC; és BC, novények fejlédése idoben nagyon elhuzdodod, vontatott volt
(18. abra).

18. abra Azonos id6ben vetett bliza (Mv9kr1) x alakor (1T-1) BC; névények
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9. tablazat A buza x alakor keresztezésekbdl szarmazo utddgeneraciok Mv9krl-el torténd visszakeresztezésének eredménye

(BC4, BC, és BC3= els6, masodik és harmadik visszakeresztezett (backcrossed) nemzedék)

Megporzott Tzolalt
Anva Beborzo Keresztezés ?rp K Szemek SzemKkotés Csirazas  Izolalt kalaszok szemek
y cporzo éve V ago szama (db) (%) (%) szama(db) szama
szama (db)
(db)
Mv9krl x Mv Alkor Mv9kril 2011, 2012 194 0 0,00 0,0 - -
BC,
Mv9krl x 1T-1 Mv9kril 2011, 2012 3232 28 0,86 59,6 - -
BC, (Mv9krl x 1T-1) x Mv9krl Mv9kril 2012, 2013 1098 318 28,05 n.a. 61 70
BC; (Mv9krl x 1T-1) x Mv9kr1? Mv9kril 2011, 2013 2913 1409 48,50 n.a. 200 877
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Ezt kovetden elvégeztik az utddnemzedékek molekularis citogenetikai elemzését is. A BC;
novények kromoszoémaszamat Feulgen modszerrel hataroztuk meg (19. abra), a kromoszomaszam

35 és 40 kozott valtozott a vizsgalt ndvényekben (n=9).

19. abra 36 kromoszdémaval rendelkez6 BC1 ndvény kromoszoémai mitdzisban Feulgen
modszerrel festve
A BC; névények szomatikus sejtjein FISH-t végeztiink repetitiv DNS probakkal (Afa family, pTa71

¢s pSc119.2), ami lehetévé tette a biza és a T. monococcum kromoszomak azonositasat (20. abra).

20. abra Buza x alakor BC; ndvény kromoszomai mitdzisban fluoreszcens in situ hibridizacioval vizsgalva,
Afa family (piros), pTa71 (sarga) és pSc119.2 (z61d) repetitiv DNS probakkal. Kromoszémaszam: 36,

melyb6l négy Triticum monococcum kromoszomat azonositottunk (sarga betiivel jelolve). Skala= 10 pm
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A vizsgalt ndvényben 4 T. monococcum-bol szarmazd kromoszomat (1A™, 4A™, BA™ és 7A™)
azonositottunk. Osszesen 15 BC; ndvény molekuldris citogenetikai elemzését végeztiik el FISH-sel,
melyekben atlagosan 2,4 A™ kromoszomat azonositottunk ndvényenként. A BC; ndvényekben
leggyakrabban az 1A™ és 4A™ kromoszomak voltak jelen (a vizsgalt sejtek 90,1 és 54.5
sz4zalékaban), emellett még 3A™, 5A™ és7A™ kromoszoémaékat figyeltiink meg a vizsgalt névények
kromoszdémapreparatumain.

A BC; novények kromoszoémaszama 36-40 kozott valtozott, a szamolast szintén Feulgen modszerrel
végeztiik. Ezt kovetdéen a mar korabban is hasznalt repetitiv DNS probakkal FISH-t végeztiink a
BC, novények kromoszomapreparatumain (N=6). A 21. abran egy BC, ndvény részleges sejtjén
késziilt FISH lathato, a képen 34 blizakromoszdéma kozott egy T. monococcum kromoszomat, az
5A™-et azonositottuk. A BC, ndvények esetében a T. monococcum kromoszomak szama kevesebb
volt, mint a BC; ndvényeknél (1,8 A™ kromoszéma/BC, novény). A leggyakrabban el6forduld
kromoszomak az 4A™, 1A™ és 5A™ voltak (66,6 %, 50,0 % és 50,0 %). Meg kell azonban jegyezni,
hogy az altalunk BC; és BC, novényekben azonositott A™ kromoszémék mind jellegzetes
hibridizéciés mintazattal rendelkeznek, igy nem kizéart, hogy emellett még egyéb olyan T.
monococcum kromoszomak is lehettek az utddokban, melyeket a hasznalt repetitiv probakkal nem

tudtunk azonositani.

21.4bra Buza x alakor BC; ndvény kromoszoémai mitdzisban fluoreszcens in situ hibridizacioval vizsgalva,
Afa family (piros), pTa71 (sarga) és pSc119.2 (zold) repetitiv DNS probakkal. Az egyetlen azonositott T.

monococcum kromoszomat sarga betiivel jeldltiik.
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4.3.2.3 A BCsnovények tenyészkerti megfigyelése €s liveghazi rozsdafertézése

A Dbuzaval torténd folyamatos visszakeresztezések soran generaciorél-generaciéra nott a
visszakeresztezett novények fertilitasa. A BC, ndvények visszakeresztezésével eldallitott BCs
szemek nagy szama lehetévé tette, hogy a 2011/12-es évben tenyészkerti kortilmények kozott 44
BC; kalaszutddsort vizsgalhassunk. Célunk a még hasadd anyag természetes betegségekkel
szembeni ellenallosaganak vizsgalata volt.

Kaladszolasi id0 tekintetében a BCs; novények a két sziiléi genotipus kozott helyezkedtek el.
Kalaszolasuk 2012-ben majus 10 és 16 kozott zajlott, a keresztezésekhez hasznalt buza genotipus
(Mv9krl) majus 9-én, a T. monococcum *1T-1" majus 22-én kalaszolt. A kalaszok morfologiajat
vizsgalva eltérd tipusokat talaltunk (22. abra), ami a T. monococcum kromatin BC3; novények

genomjaban valo jelenlétére utal.

e

Mv3kr1 BC 3z novények 1T-1

22. abra Eltéro kalaszmorfologiaval rendelkez6 BC; novények. Az dbra bal oldalan az anyai sziiloként és a
visszakeresztezésekhez hasznalt Mv9kr; buza genotipus; a jobb oldalon a féltorpe *1T-1" Triticum
monococcum genotipus lathato
A 2012-es év meleg ¢és szaraz tavasza nem kedvezett a buzat karositdé gombabetegségek
megjelenésének, kisérletiinkben csak enyhe lisztharmatfertézés Iépett fel junius elején (23. abra).
Az ellenallosag értkelése soran a kaldszutddsorokat O (fertézésmentes)-9 (erdsen fogékony) skala
szerint bonitaltuk. A BCs kalaszutddsorok 23 %-a fertézésmentes, 52 %-a rezisztens, 18 %-a

mérsékelten rezisztens és 7 %-a mérsékelten fogékony volt 2012-ben.
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11}

MvOkr1 T-1 BC3 novenyek

23. abra Lisztharmat fert6zottség a buza x alakor program buzaval visszakeresztezett BC3; névényeken és a

szll6i genotipusokon. Martonvasar, 2012

A 2012. évben nem volt természetes levélrozsda fert6z6dés Martonvasaron, a tenyészkertiinkben
még a fogékony fajtdkon sem figyeltiink meg uredotelepeket, ezért nem tudtuk megallapitani a
novények levélrozsda rezisztenciajat. Mivel a T. monococcum-mal végzett keresztezésekkel célunk
els6sorban a rozsdarezisztencia atvitele volt, ezért az izolalt kaldszokbdl szarmazd ndvények
levélrozsdaval szembeni ellenallosagat iiveghdzban vizsgaltuk. A 65 BC3 genotipus csirandvénykori
fert6zésével kapott eredményeket a 10. tablazat tartalmazza. A névények jelentds része (85%-a)

nagyfokl fogékonysagot mutatott a levélrozsdaval szemben, de taldltunk immunis genotipusokat is
(24. abra).

10. tablazat Buza x alakor keresztezésbol szarmazd BC; novények csirandvénykori levélrozsda ellenallosaga
tiveghazban, mesterségesen fert6zott koriilmények kozott (Stakman et al. (1962) modszere alapjan

meghatarozva)

Csirandvénykori levélrozsda ellenallosag Novények szdma (db)
Fogékony (4) 55
Meérsékelten fogékony (3)
Ellenallo (2)

Nagyon ellenallo (1)

Gyakorlatilag immunis (;)

N R R Gl

Immunis (0)
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1T-1 BC3 novények
0 0 2 3

24.abra Eltéro csirandvénykori ellenallosagu BC; novények €s a sziildi genotipusok reakcidoja mesterséges
levélrozsda fertdzésre. Az abra bal sz¢élén az immunis (0) T. monococcum (1T-1), jobb szélén a fogékony
(4) baza (MvIkrl) sziil6 levelei talalhatok. Kézépen kiilonb6z6 ellenallésagi BC; ndvények levelei

lathatok: immunis (0), ellenallo(2) és mérsékelten fogékony (3). Martonvasar, 2012

Az liveghazi rozsdafert6zés utan a levélrozsdaval szemben immunis BC3; ndvények gyokerébol
készitett kromoszomapreparatumon FISH-t végeztiink el (25. abra). A megfigyelt sejtekben teljes T.

monococcum kromoszdmat nem azonositottunk.

25. abra Rozsdarezisztens BC; novény molekularis citogenetikai analizise fluoreszcens in situ
hibridizacioval, repetitiv DNS probakkal: Afa family (piros), pTa71 (sarga) és pSc119.2 (z61d). A jobb

oldalon a levélrozsda rezisztens novény lathato. Skala= 10 pm
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A csirandvénykori levélrozsda-ellenallosaggal rendelkezd ndvényeket a fertézést és értékelést
kovetden kivalogattuk ¢és {iiveghdzban felneveltik. A betakaritott szemeket {iveghazban
szaporitottuk fel és a késébbiekben tenyészkerti koriilmények kozott a kovetkezd, ontermékenyiilt

generacio felndttkori levélrozsda-ellenallosdganak tesztelését tervezziik.

4.3.3 Triticum turgidum subsp. durum x Triticum monococcum keresztezések

A hagyomanyos (Mv Alkor) és féltérpe (1T-1) T. monococcum genotipusokat hexaploid buza
mellett tetraploid durumbtzaval is kereszteztiik. Célunk az eltéré ploidszintii Triticum fajokkal
torténd keresztezhetdség vizsgalata , tovabba a triploid F; szemek genomduplikaldsdval ABA™
genomosszetételii szintetikus amfiploid 1étrehozésa és a kiilonbozd eredeti A kromoszémak
parosodasanak meidzisban torténd vizsgalatdhoz megfeleld ndvényi anyag eldallitdsa volt (11.
tablazat). A T. turgidum subsp. durum x T. monococcum F; hibrid kromoszémaparosodasi
vizsgalatanak eredményeit a 4.2.4 fejezetben mutattuk be.

A keresztezéseket két, egymast kovetd évben, 2010-ben és 2011-ben végeztiik el, tenyészkerti
kortiilmények kozott. Mindkét évben nagyon kis ardnyu szemkotést tapasztaltunk, szignifikans
kiilonbség nem volt a hagyomanyos (Mv Alkor) és féltérpe (1T-1) tipusi T. monococcum
pollenaddval létrehozott kombinacidokban.

A 2010 évben a buzaval végzett keresztezésekhez hasonléan a hagyomdanyos tipusu T.
monococcum-bdl szarmazo F; szemek rossz csirazoképességét figyeltiik meg, de ez a kovetkezd
évben nem ismétldédott, a hibrid szemek csirdzasi szdzaléka mindkét kombinacioban gyenge, 40 %

volt.

4.3.3.1 Szintetikus amfiploid eléallitas

A 2010. évben termett F; szemek (2n=3x=21, ABA™) kromoszémaszamat ellendriztiik és FISH-sel
azonositottuk a 14 A és 7 B kromoszoémat (26. abra), majd elvégeztik a genomduplikalast
kolhicinkezeléssel. A bokrosodasi fazis idején elvégzett kezelést kovetden kitiltetett novényeken
fejlodott kalaszokat izolaltuk. A kisérlet eredményeként Osszesen 63 darab amfiploid szemet
sikeriilt eldallitani, ami 16,3 szazalékos szemkotésnek felelt meg.

A kolhicinezést kovetden fitotronban szaporitottuk fel a C; nemzedéket, majd a kovetkezd évtol

tenyészkertben vizsgaltuk tovabb a novényeket, melynek adatait a 12. tdblazat tartalmazza.
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11.tablazat T. turgidum subsp. durum x T. monococcum keresztezések eredménye €s a keresztezés célja

i Megporzott oy Csirazott F. szemek
. Keresztezés o Fiszemek  Szemkotés . .,
Anya Pollenado éve viragok szima (db) (%) novények csirazasa A keresztezés célja
szama (db) szama (db) (%)
MvTD14-04 Mv Alkor 2010 210 4 19 0 0,0 Genomduplikals,
szintetikus amfiploid
MvTD14-04 17-1 2010 309 9 2,9 4 44,4 cloallitas
MvTD14-04 Mv Alkor 2011 158 5 3,2 2 40,0
A kromoszoma-
MvTD14-04 1T-1 2011 252 14 55 6 42,8 parosodasok vizsgalata*

*Kromoszomaparosodasi vizsgalatokat csak az MVTD14-04 x 1T-T F, hibrideken végeztiink
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12.tablazat Triticum turgidum subsp. durum (MVTD14-04) x Triticum monococcum (1T-1) szintetikus

amfiploidok ¢s a sziil6 genotipusok tenyészkerti adatai 2012-2013-ban, Martonvasaron

Kalaszolasi id6 Novénymagassag (cm) | Levélrozsda
Genotipus (nap) (0-9)
2012 2013 2012 2013 2012 | 2013
MVTD14-04 x1T-1 . .
o o majus 25-29 | majus 28 55 65 0 2
szintetikus amfiploid
T. turgidum subsp. durum "MVTD14-04’ majus 12 majus 17 75 95 0 4
T. monococcum *1T-1° majus 25 majus 22 50 70 0 0

A jelenleg C; generacioban 1évé durum buza—alakor szintetikus amfiploid az alakorhoz hasonldan

crer

amfiploidok nagyrésze 2013-ban mérsékelten ellendllonak bizonyult a természetes eredetii

levélrozsda-fertdzéssel szemben, azonban apré uredotelepek megfigyelhetdk voltak a ndvényeken

(2012-ben levélrozsda fertézés nem lépett fel a tenyészkertben).

26.abra Triticum turgidum subsp. durum (MVTD14-04) x Triticum monococcum (1T-1) F; hibrid

genomanalizise repetitiv DNS probakkal végzett fluoreszcens in situ hibridizacioval. Az abran az Afa

family proba hibridizacios jele piros, apTa7l probaé sarga, mig a pSc119.2 probaé zold szinben lathato.

A hibrid genomésszetétele ABA™, 1n=3x= 21. Skala= 10 um
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A 2013. esztendoben megkezdtiik az erds kaladszorsdval rendelkezd egyedek szelekcigjat. Az
amfiploid genetikai stabilitdsat in situ hibridizacioval ellendriztiik a C3 nemzedékben. Az ABA™
genomosszetétel kimutatasara genomi in Situ hibridizaciot végeztink  mitdzisban készitett
kromoszémapreparatumon (27. abra). A hibridizacids probaként hasznalt T. urartu genomi DNS
hatarozott fluoeszcens jelet eredményezett az A kromoszomakon, ezaltal megkiilonboztethetd volt
egymastol a 28 A és a 14 B kromoszoma. A T. monococcum és T. urartu kozti nagyfoku hasonldsag
azonban nem tette lehetévé az A és A™ genomok elkiilonitését GISH-sel. Az azonos sejten a GISH
vizsgalatot kovetden végzett FISH megerdsitte az el6z0 eredményeket, tovabba lehetévé tette a

kromoszomak azonositasat (28. abra).

27.abra Genomi in situ hibridizaci6 Triticum turgidum subsp. durum (MVTD14-04) x Triticum monococcum
(1T-1) amfiploid kromoszomain, mitdzisban. A jeldletlen B kromoszomak narancssarga szinben lathatok,
a biotinnal jelolt és sztreptavidin-FITC-vel detektalt Triticum urartu genomi DNS proba zold jelet adott

az A és A™ kromoszomakon

80



28.abra Fluoreszcens in situ hibridizacio a Triticum turgidum subsp. durum (MVTD14-04) x Triticum
monococcum (1T-1) amfiploid mitotikus kromoszémain Afa family (piros), pTa71(sarga) és
pSc119.2(z61d) repetitiv DNS prébakkal

434 A Triticum monococcum-mal végzett interspecifikus keresztezés eredményeinek
megvitatasa

A T. monococcum kromtint tartalmazé genetikai anyag eldallitasa soran vizsgaltuk a martonvasari
diploid Triticum fajok gyljteményében rejlé valtozatossagot. Keresztezési kisérletben
megallapitottuk, hogy a féltérpe alakor genotipus (1T-1) eredményesebben hasznalhatd génatviteli
munkaban. Molekularis citogenetikai eszk6zokkel nyomon kovettik a T. monococcum
kromoszomakat az utdédnemzedékekben és a BC3 ndvények mesterséges levélrozsda- fertdzése
soran immunis ¢€s ellenalld novényeket azonositottunk.

Génbanki tételek értékelésének nagy jelentdsége van az elénemesitési szempontbol értékes
tulajdonsagot hordozd genotipusok azonositasdban. Az altalunk vizsgalt genotipusok mindegyike
ellenalld volt levél- és sargarozsdaval, valamint lisztharmattal szemben, természetes koriilmények
kozott, de pontosabb informaciot az egyes genotipusok rezisztenciajaval kapcsolatban mesterséges
fertézés mellett kaphatunk. A keresztezéseinkhez hasznalt alakor genotipusok levél- €és szarrozsda
provokacios kisérletben bizonyitottak kivalo levélrozsda rezisztencidjukat, de a féltérpe genotipus a
szarrozsdaval szemben fogékonynak bizonyult (Vida Gy. személyes kozlés). Anker és Niks (2000)
diploid Triticum genotipusok levélrozsda ellenallosagat vizsgalva azt tapasztalta, hogy a termesztett

alakorok tobbsége (88%) rezisztens , mig minden T. urartu és harom kivételével minden vad alakor
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fogékony volt. Nagyszamu génbanki tétel és nemesitési anyag betegség rezisztencidjanak
jellemzése a buzanemesitésben is hasznalt molekularis markerekkel munka- és koltséghatékony
modon végezhetd el (Purnhauser et al. 2006, 2011; Vida et al. 2009, 2011).

Az interspecifikus hibridizacio sikerességét tobb tényezd befolyasolja: a keresztezhetdség, az F;
szemek csirazd képessége, valamint a hibrid novény felnevelése és reproduktivitasa. A T.
monococcum-mal végzett eddigi keresztezési munkakban az alakor nehéz keresztezhet6ségérdl
szamoltak be, ami a tetra- és hexaploid Triticum fajok és a T. monococcum kdozotti
inkompatibiltassal magyarazhatd (Cox et al. 1991, Belea et al. 2005). Keresztezéseink soran, bar
jelentds volt az évjaratok kozti kiilonbség, az F; szemek eldallitasa nem okozott nehézséget,
kiilonosen az Mv9krl x féltorpe alakor keresztezések esetében tapasztaltunk nagyaranya
szemkotést (53,9 %, 2010). Eredményeink megerdsitik The és Baker megfigyelését (1975), akik az
alakort és a jol keresztezheté hexaploid Chinese Spring buzafajtat hasznalva 77 %-os szemkotést
értek el, mig normal buzafajtdkat keresztezve alakorral csak nagyon kis aranyt szemkotést
tapasztaltak (0-7 %) azonos feltételek mellett. Az eredmények hasonlosaga a krl keresztezhetOségi
gén jelenlétére vezethetd vissza, mivel az altalunk anyaként hasznalt Mv9krl krl allélja Chinese
Spring eredetli (Molnar-Lang et al. 1996). Felhivjak a figyelmet arra is, hogy az altalanossagban jol
keresztezhet genotipusokat hasznalva is el6fordulhat rossz szemkotés egyéb tényezok (kornyezeti
hatasok) miatt. Ez magyarazatul szolgalhat, a keresztezési programunkban 2011-ben tapasztalt rossz
szemkotési aranyra. A kornyezeti tényezok erds befolyasat erdsitik meg Bertin et al. (2009) is.
Belea (1986) nagyon kis aranya szemkotésrél (1,9 %) szamol be a hexaploid btza és a T.
monococcum kozott. A keresztezhetdségben 1€vo kiilonbség a génforrasként szolgald genotipusok
kozott 1s fennall, azonos fajok kiilonb6z6 genotipusai eltérd sikerrel alkalmazhatok az eldnemesitési
munkakban (Sharma 1995). Vad és termesztett alakor buzaval torténd keresztezhetdségét vizsgalva
The és Baker (1975) a vad tipusu alakor jobb keresztezhetdségér6l szamoltak be.

Az hexaploid buza x alakor F; szemek csiraztatasa soran kapott eredményeink azt jelzik, hogy a jol
keresztezhet6 alakor genotipus (1T-1) hasznalataval 1étrehozott F; hibrid 63-100 %-ban csirazott,
ami sokkal jobb arany, mint a hexaploid buza x alakor F; hibridek csirazasi szazalékara az irodalmi
forrasokban kozolt adatok (The és Baker 1975: 19-30 %, Belea, 1986: 48 %). Az F; novények
tilélése szintén kritikus pont, kisérletiinkben a hagyomanyos tipust, Mv Alkorral kapott F; hibridek
a gyenge csirazast kovetden sokszor még kaldszolas eldtt elpusztultak. The és Baker (1975)
hasonld genomdsszetételli hibridjeiben azt tapasztaltdk, hogy csak a vad alakorral létrehozott
hibridek jutottak el a kalaszoldsig. Esetiinkben tehat az 1T-1 féltdrpe alakor annak ellenére, hogy a
termesztett alakorok k6zé tartozik, rendelkezik mindazokkal a kedvezd tulajdonsagokkal, melyeket
a vad tipussal végzett keresztezési munkak soran tapasztaltak (konnyebb keresztezhetdség, nagyobb
aranyu szemkotés, F1 novények talélése).
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Az idegen fajbol torténd génatviteli munkaban az egyik leginkabb korlatozo tényezd, hogy BCi
szemek csak nagyon nagy munkaval és kis szamban allithatok eld. Ennek kikiiszobolésére altalaban
nagy szdmban kereszteznek vissza F; kaldszokat. A buza x T. monococcum F; ndvények
terméketlensége — mas buza x idegen faju hibridektdl eltéréen — azonban nemcsak a portokok
sterilitdsaval magyarazhatd, hanem a bibe fejletlenségével is. The és Baker (1975) 181 buza x vad
alakor F; novénybdl minddssze 5-nél talalt fertilis bibét, amit be tudtak porozni. Az el6z6 szerzok
megfigyelését Cox et al. (1991) termesztett és vad alakorokkal végzett keresztezéseinek eredményei
is alatdmasztjak. Mindezek magyarazatul szolgéalhatnak az alakor nehéz keresztezhetdségére. A
keresztezési munkakban nagy jelentdsége van az olyan alakor genotipusoknak, melyekrdl
bizonyithato, hogy a veliik 1étrehozott utédokban a himsterilitas mellett néfertilitassal rendelkeznek.
Cox et al. (1991) olyan T. monococcum tételt azonositottak, amely rendelkezik néfertilitassal. A
felhasznaldsaval létrehozott T. aestivum x T. monococcum F; hibridek buzaval valo
visszakeresztezése soran sikeriilt olyan ardnyban BC; szemkotést elérni (0,5-1 BCy szem/kalasz),
ami mar hasonl6 volt a mas bliza x idegen faji kombinaciok (T. aestivum * Ae. tauschii, T.
aestivum x T. urartu) esetén elért eredményekhez. Habar a keresztezéseink soran nem vizsgaltuk a
bluiza x alakor F; ndvények bibéinek allapotat, valdsziniisithetd, hogy az 1T-1 féltdrpe alakor is
rendelkezik a fent emlitett genotipus kedvezé tulajdonsagaival. Cox et al. (1991) a jol
keresztezheté T. monococcum genotipus ugynevezett “hid’-ként vald hasznalatat javasoljak buzaval
nem keresztezhetd alakor génforrasok elénemesitésben torténd hatékony alkalmazdsahoz. A jol
keresztezhetd alakor genotipus és a génforrasként szoba johetd, de egyébként buzaval nehezen
keresztezhet6 alakor keresztezésével lehetdség nyilik olyan genetikai anyag el6allitasara, mely a két
sziild elonyos tulajdonsagait 6tvozi (jol keresztezhetd alakor génforras).

A buza x alakor F; hibrid és buzaval visszakeresztezett nemzedékeit FISH-sel elemztik, mivel
korabbi tapasztalataink alapjan az A és A™ genom GISH-sel a nagyfoku hasonlésiag miatt nem
kiilonboztethetd meg egymastol (Megyeri et al. 2011). A FISH alkalmasnak bizonyult az F;
hibridek genomdsszetételének azonositasara mind a T. aestivum x T. monococcum, mind a T.
turgidum subsp. durum x T. monococcum hibridekben. A késébbi nemzedékekben egyre csokkend
szamban azonositottunk T. monococcum kromoszomakat, mivel az egymast kdvetd buzaval torténd
visszakeresztezés az idegen kromoszomak eliminacidjat okozzak (Langné Molnar M. 2006).

A génatviteli munkank célja els6sorban a betegség (levélrozsda, lisztharmat stb.) rezisztencia
atvitele termesztett bluizaba. A 1étrehozott genetikai anyag betegség-ellenallosdga vizsgalhato
természetes €s mesterségesen fert6zott koriilmények mellett. Biza x alakor BCs; ndvényeink
levélrozsda-ellendllosagat iiveghdzban vizsgaltuk, mesterséges csirandvénykori fertdzéssel, és
azonositottunk immunis és ellenalld genotipusokat. Irodalmi forrasokbol ismert tény, hogy
csirandvénykori levélrozsda-rezisztencia nem azonos a felndttkori rezisztenciaval. A tobb mint 60
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levélrozsdarezisztenciaért felelds Lr gén koziil a legtobb csirandvénykorban is megnyilvanul
(Dakouri et al. 2013). A csirandvénykori rezisztencia legtobbszor a novény egész élete soran
kifejezédik, mig a felndttkori rezisztencia csak a kifejlett novényeken jelenik meg (Singh et al.

2001).

4.4 Az eredmények altalanos megvitatasa

A T. monococcum-bol buzaba torténd génatvitelt célz6 munkank soran kidolgoztuk a T.
monococcum kromoszémak kariotipusat FISH-el repetitiv és mikroszatellit probakkal. Vizsgaltuk
meiotikus kromoszomaparosodas tanulmanyozasanak lehetdségét egymastkovetd FISH-el és GISH-
el, majd ugyanezzel a médszerrel kimutattuk az A és A™ kromoszomak kdzotti nagy rekombinacids
valdszinliséget. T. monococcum felhasznalasdval genetikai anyagot Aallitottunk eld, melynek
mesterséges levélrozsdafertézése soran immunis és ellendlld genotipusokat azonositottunk.
talalhatunk az irodalomban, ennek oka lehet az atvitt T. monococcum kromoszdszegmentum nehéz
azonosithatosdga. Munkank soran FISH segitségével eldszor a T. monococcum kariotipusanak
kidolgozasa volt a célunk.

A Kariotipizalasi munka soran a T. monococcum-on ¢és T. urartu-n mar korabbi molekularis
citogenetikai ismereteket (Gerlach et al. 1980, Miller et al. 1983, Jiang és Gill 1983) hasznaltuk fel
a kromoszomak azonositdsdhoz kiegészitve az Afa family repetitiv  DNS probaval. A kapott
hibridizaciés mintazat nagymértékben kiilonbozott a tetra- és hexaploid bliza A genomjanak (Mukai
et al. 1993, Kubalakova et al. 2005, Sepsi et al. 2008) hibridizacidés mintazatatol, a T. monococcum
kromoszomakon joval Osszetettebb mintazatot figyeltink meg. Ez a jelenség az allopoliplod
fajképzddés soran fellépd, az uj faj citologiai és genetikai stabilitast eldsegitdé mechanizmusokkal,
mint példaul a repetitiv DNS szakaszok eliminaciojaval magyardzhat6 (Ozkan et el. 2001).

A kiilonboz6 eredetii A kromoszomak tovabbi megkiilonboztetése érdekében a Triticeae fajok
genomjaban altalanosan eléfordulé mikroszatelliteket (AAG, CAG, AAC, AGG) hibridizacios
probaként (Cuadrado et al. 2000). Leghatarozottabb hibridizaciés mintazatot a GAA és a CAG
probak esetén tapasztaltunk. Valamennyi SSR proba jellegzetes mintazatot eredményezett a 6A™
kromoszomakon, ez abbdl a szempontbol is jelentds, hogy a kordbban hasznalt repetitiv probdk nem
adtak hibridizacios jelet ezeken a kromoszomakon, ugyanakkor a poliploid fajok 6A
kromoszémajan nem figyelhetd meg hasonlé mintdzat. Az AAG, AAC és AGG mikroszatellit
ismétlddések hexaploid buzaban megfigyelt ko-lokalizacidjat (Cuadrado et al. 2008) a T.

monococcum esetében szintén csak a 6A™ kromoszéma esetén igazolodott. A repetitiv probakkal
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ellentétben a T. monococcum kromoszémain joval kevesebb hibridizacios jelet figyeltiink meg a
mikroszatellit probakkal a poliploid fajok A kromoszomaihoz képest. A polploid fajokban
megfigyelt Osszetettebb hibridizdciés mintazat oka a kiilonb6zé genomok kozotti transzlokacioval
magyarazhatok (Badaeva et al. 2007), ugyanakkor nem zéarhat6 ki egyéb mutacidos mechanizmusok
is novelhetik az SSR szekvenciak szamat.

A génatviteli munka sordn célunk rekombinansok eldallitdsa, melyek transzlokaci6 formajaban
hordozzdk az atvitt tulajdonsagokat. A rekombindcié gyakorisdgara indirekt moddon
kovetkeztethetiink az interspecifikus hibridek meidzisanak 1. metafazisanak analizisével, mivel
ekkor torténik meg a crossing over. A kromoszémaparosodasi adatokbdl nyerhetdé informacid
maximalizalasara szintén kivalo lehetéséget nytjt az in situ hibridizacios technika. Munkéank soran
elészor buza x rozs Fi hibridek meiotikus kromoszémaparosodasat vizsgaltuk egymast kovetd
GISH-el és FISH-el, mellyel célunk a mddszer tesztelése volt. A GISH vizsgalatunk eredményei
alatamasztjak az irodalomban buza x rozs hibrideknél megfigyelt kromoszomaparosodasi adatokat:
legnagyobb aranyban a buza kromoszomak parosodtak egymadssal (Miller et al. 1994, Cuadrado et
al. 1997). Majd az ezt kovetd FISH lehetévé tette a parosodott kromoszomak azonositasat.
Eredményeink megerdsitik a buza kromoszomak parosodasaval kapcsolatos eddigi ismereteket,
legnagyobb mértékben az A és D genomhoz tartoz6 kromoszémak parosodtak egymadssal ( Jauhar et
al. 1991, Naranjo et al. 1987). FISH-el korabban csak néhany esetben vizsgaltdk a meiotikus
kromoszoémak parosodasat buza x idegen faji hibridekben (Cuadrado et. at. 1997, Cifuentes et al.
1997, Cifuentes et al. 2006) és csupan néhany kromoszoéma azonositasat tudtak elvégezni. A
modszert, ezt kovetden durumbuza x alakor F; hibrid meidzis 1. metafazisaban torténd
kromoszomaparosodasanak vizsgilatara hasznaltuk. A GISH vizsgilat sordn az A és A"
kromoszomak nagyfokt parosodasat (99,7%) tapasztaltuk, nagy gyakorisdggal varhaté a
rekombinansok kialakulasa a két faj kozott. Korabbi tanulmanyok az A és A™ genomokat is
tartalmazo Fi hibridek meiozisarol Feulgen festéssel végzett kromoszomavizsgalaton alapultak
(Vardy ¢és Zohary 1968, The ¢s Baker 1975, Gill et al. 1988) ami nem teszi lehetové a
kromoszomak azonositdsat. Eredményeink azonban minden kétséget kizardan bizonyitottak az A és
A™ genom kozotti nagy rekombinécids valoszintiséget. Habar a kromoszémapérosodast nem koveti
minden esetben rekombinacio, mégis igaz az, hogy minél nagyobb ardnyban parosodik egymassal
két kromoszdma annal nagyobb aranyban varhat6 koztiik atrendezddeés.

Az A és A™ genomok kozotti nagy rekomindcids valdsziniiség ismeretében keresztezési programot
inditottunk a T. monococcum valamint a buza és durumbtza kozott. A keresztezések soran olyan
féltorpe alakor genotipust azonositottunk, mely a hagyoményos tipust alakortdl eredményesebben
hasznalhatd a génatviteli munkéaban, rendelkezik mindazon tulajdonsdgokkal melyek dontéen
befolyasoljak az interspecifikus hibridizacio sikerességét: jo keresztezhet6ség, az F1 szemek jo
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csirazo képessége, valamint a hibrid novény felnevelhetdsége €s reproduktivitasa (The €s Baker
1975). A keresztezési munka soran kétféle ndvényi anyagot allitottunk eld: hagyomanyos
visszakeresztezéses modszerrel olyan a buzaval megegyezd kromoszomaszamu, fertilis ndvények
eléallitasa volt a célunk, melyek hordozzak a T. monococcum kedvez6 tulajdonsagait. Az alakor
FISH kariotipusat felhasznalva elemeztilk a buza x alakor F; hibridek €s a visszakeresztezések
soran eldallitott BC;, BC, és BC3z novényeket, melyekben egyre kevesebb alakorkromoszémat
tudtunk Kimutatni. A buza x alakor BCs; novények levélrozsda-ellenallosagat mesterséges
csiranovénykori fertézéssel vizsgaltuk, melynek soran immunis ¢és ellendlld genotipusokat
azonositottunk. A blza x alakor keresztezések mellett durumblza X alakor F; hibridek
kromoszdmakészletének megkettdzésével fertilis amfiploidot allitottunk eld, melyek késobb hidként
szerepelhetnek az alakor és a hexaploid btza kozott (Gill et al. 1988, Mujeeb-Kazi et al. 2002).
Emellett egymast kovetd GISH-t és FISH-t azonositottuk az amfiploid A, B és A™ kromoszomait.
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45 Uj tudoményos eredmények

1. Elkészitettiik a Triticum monococcum fluoreszcens in situ hibridizaciés kariotipusat Afa
family és pTa7l repetitiv DNS probakkal, ami alapjan az 1A"™, 4A™, 5A™ és 7A™
kromoszomak megkiilonboztethetoek a baza A genomjihoz tartozd homeolog
kromoszémaktol.

2. GAA, CAG, AAC és AGG mikroszatellit probak hibridizaciés mintazatat térképeztiik a T.
monococcum kromoszéméakon ¢és megallapitottuk, hogy a GAA ¢és CAG probak a
legalkalmasabbak az A™ kromoszémak azonositisara a korabbi repetitiv probak
hasznalataval kombinalva.

3. Elsoként, egymast kdovetd genomi és fluoreszcens in situ hibridizacioval buza-buza
kromoszdémaparosodasokat és kromoszoémakar-asszociaciokat azonositottunk buza x rozs Fq
hibridek meidzisaban. A modszerrel igazoltuk az A és D kromoszémdak parosodnak a
legnagyobb aranyban (53%). Leggyakrabban a 3A és 3D kromoszomak hosszu Kkarja,
valamint a 3D és 3B kromoszomak rovid karjai kozott alakult ki asszociacio.

4. Genomi in situ hibridizacioval kimutattuk az A és A™ kromoszomik parosodasat T.
turgidum subsp. durum x T. monococcum hibridekben.

5. Keresztezési programot inditottunk T. monococcum-bdl hexaploid blizaba torténd génatvitel
céljabol, melynek soran kimutattuk az 1T-1 féltorpe alakor genotipus jo keresztezhetdségét
és levélrozsda rezisztenciajat.

6. T.aestivum (Mv9krl) x T. monococcum (1T-1) hibrid buzaval torténé visszakeresztezésével
BCs; novényeket allitottunk eld, amelyek kozt mesterséges csirandvénykori levélrozsda
fertdzése soran immunis és rezisztens novényeket azonositottunk.

7. Durumbiza és alakor keresztezésével eldallitott ABA™ genomdsszetételi amfiploid

genomosszetételének megallapitasa genomi és fluoreszcens in situ hibridizacioval.
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5 KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

1. A Triticum monococcum Kkromoszomak azonositisa molekularis citogenetikai
modszerekkel

Az Afa family és pTa7l repetitiv DNS probakkal, valamint a GAA, CAG, AAC és AGG
mikroszatellit ismétlédésekkel azonositott Triticum monococcum kromoszoémak Kkariotipusa ¢és a
hexaploid biiza A genomjanak ugyanezen probakkal megéllapitott kariotipusa kozott jelentds
eltéréseket tapasztaltunk, ami az evolucid soran bekdvetkezett szekvencia-eliminacioval,
mutacioval illetve intergenomikus atrendezodésekkel magyarazhatdo. A repetitiv probakkal
lIétrehozott  kariotipus alapjan a T. monococcum kromoszoméak egymadstol egyértelmiien
elkiilonithet6k, azonban a tetra- és hexaploid buza homeoldég A kromoszomaitél nem minden
esetben kiilonboztethetbek meg azonos genetikai hattérben. A mikroszatellit probak hasznalata
tovabb novelte a diagnosztikus sidvok szamat és lehetdvé tette a 6A és 6A™ kromoszomak
megkiilonboztetését. Az A és A™ kromoszoémak egymastol vald jobb megkiilonboztethetdsége
érdekében tovabbi hibridizacids probak kiprobaldsa lenne célszerd.

Eddigi tapasztalataink szerint az A és az A™ genom egymastél nem kiildnbdztetheté meg genomi in
situ hibridizacioval. A T. monococcum-bol buzaba torténé génatviteli munka soran ezért a
transzlokaciok nyomon kovetése szempontjabdl mindenképpen molekularis markerek haszndlata
javasolt a molekuléris citogenetikai vizsgalatok kiegészitéseként. Ehhez azonban eldszor T.

monococcum kromoszomakhoz kapcsolt markerek azonositasa sziikséges.

2. Kromoszomaparosodasi vizsgalatok

Interspecifikus hibridek meidzis I. metafazisdban késziilt kromoszomapreparatumain végzett
egymast kovetd GISH és FISH lehetévé tette a parosodott kromoszomak ¢és sok esetben
kromoszdmakarok azonositésat.

Buza x rozs F; hibridben a moddszer alkalmasnak bizonyult a kromoszémak homeologia
viszonyainak tanulmanyozasara, amit korabban GISH és FISH egyiittes alkalmazasaval még nem
végeztek el. Eredményeink megerdsitették az irodalmi adadtokat, de a parosodott
kromoszoémakarok FISH mint4zat alapjan torténd azonositdsa soran olyan kromoszdma-asszociacot
(3DS-3BS) azonositottunk a legnagyobb gyakorisaggal, melyet korabban még nem irtak le.
Vizsgalataink alatdmasztottdk a FISH alkalmazasadnak lehetdségét meidzisban. Eredményeink
felhivjak a figyelmet arra, hogy a mitdzisban rutinszeriien hasznalt egymast kovetd GISH és FISH
alkalmazésaval novelheté az egy kromoszomaprepardtumrdl szerezhetd informacid mennyisége
meidzisban is.
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Durumbuza x alakor F; hibridben bizonyitottuk az A és A™ kromoszomak kozotti nagyfoku

parosodast, ami az alakor A" és a bliza A genomjanak j6 kombinalodoképességét bizonyitja.

3. Triticum monococcum kromatint tartalmazo genetikai anyag eléallitasa

A T. monococcum-bol torténd sikeres génatvitel annal hosszadalmasabb folyamat, minthogy az egy
PhD munka keretében befejezddjék, de kezdeti eredményeink biztatoak.

Jol keresztezhetd féltorpe alakor felhasznalasaval sikeresen hoztunk létre hexaploid buza és
durumbiza x alakor hibrideket, majd azokbdl visszakeresztezéssel BCsz novényeket, illetve
genomduplikalassal amfiploidokat. A ndvények jelenleg a tenyészkerti tesztelés fazisaban vannak,
de nemesitésben torténd késobbi hasznosithatosagukat jol elOrevetiti, hogy mesterséges
levélrozsdafert6zéssel jo csirandvénykori ellendllosaggal rendelkezd genotipusokat azonositottunk.
A martonvasari Gabona Génbank T. monococcum gytijteményében nagy genetikai diverzitas rejlik,
melynek kiakndzdsira a jol keresztezhetd alakor genotipus elénemesitési programban torténd
hasznalata ny0jt lehetdséget. Ez a genotipus 0sszekotd kapocsként is szolgalhat az elénemesitési
programokban, felhaszndlasaval ugynevezett "hid’ keresztezések hozhatok létre a buzaval nem,
vagy nagyon nehezen keresztezhetd T. monococcum genotipusok és a hexaploid buza kozott.
Tovabbi T. monococcum tételek nemesitésbe ily mddon torténd bevondsa azonban sziikségessé teszi
a martonvasari alakor gylijtemény pontosabb jellemzését, melyben nagy szerepe lehetne a

molekularis markerek hasznalatanak.
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6 OSSZEFOGLALAS

A buzanemesités egyik legfontosabb célja a termesztett buzafajok betegség-ellenallosaganak
javitasa, hiszen rezisztens fajtdk hasznalatdval biztonsdgosabbd és gazdasdgosabba tehetd a
blzatermesztés. A Triticum monococcum L.(2n=2x=14, A"A™) a buzit fertézé legjelentdsebb
levélbetegségekkel szemben (szar- levél- és sargarozsda, valamint a lisztharmat) kivalo
ellenallosagti. Kedvezd tulajdonsdgai génforrasként alkalmazva hagyomanyos keresztezésekkel
sikeresen vihetok at hexaploid buzaba.

Kutatasaink tavlati célja a T. monococcum génallomanyanak hatékony felhasznéaldsa a
bluzanemesitési programokban, amelynek eldsegitéséhez a munkank soran a hatékony génatvitel
feltételeit kutattuk. A kromoszomakapcsolt génatvitel egyik feltétele az atvitt kromoszomak és
kromoszémaszegmentunok kdvetése a bliza genomban, melyre jo lehetdséget ad a molekularis
citogenetika eszkoztaraba tartozé in Situ hibridizaci6. Alkalmazasa azonban megkoveteli a
kimutatni kivant faj kariotipusanak pontos ismeretét, ami a T. monococcum esetében eddig nem allt
rendelkezésre. A génatvitel masik fontos feltétele a kromoszomak parosodasa meidzisban, mivel
igy varhatunk rekombinans egyedeket a késObbi generaciokban, ezért vizsgaltuk a buza és alakor
kromoszoémak meiotikus viselkedését. A megfeleld ndvényi anyag létrehozasdhoz tetraploid és
hexaploid buzafajokat kereszteztiink T. monococcum-mal.

Kutatasaink eredményeképp elkészitettik a T. monococcum fluoreszcens in situ hibridizacios
kariotipusat Afa family és pTa71 repetitiv DNS probakkal, ami alapjan az 1A™, 4A™, 5A™ és 7A™
kromoszomak megkiilonboztethetbek a hasonld biza homeoldog csoporthoz tartozdé A
kromoszomaktol. Ezt kovetden kiilonb6z0 mikroszatellit probdk (GAA, CAG, AAC és AGQ)
hibridizacids mintazatat térképeztiink a T. monococcum kromoszémaékon. A vizsgalt probak koziil a
GAA ¢és CAG probak bizonyultak a legalkalmasabbnak az A™ kromoszoémak azonositasara, melyek
a korabbi repetitiv probak hasznélatdval kombindlva lehetévé tették az A és A™ kromoszémak jobb
megkiilonboztetését.

A meiotikus kromoszomaparosodas vizsgalatara egymast kovetd genomi és fluoreszcens in situ
hibridizacioval ~ buza-bliza  kromoszomaparosodasokat és  kromoszomakar-asszociaciokat
azonositottunk buza x rozs F; hibridek meidzisaban. A moddszerrel igazoltuk, hogy az A és D
kromoszoémak parosodnak a legnagyobb aranyban (53%). Leggyakrabban a 3A és 3D kromoszomak
hosszll karja, valamint a 3D és 3B kromoszoémak rovid karjai kozott fordult el asszociacio.
Ugyanezen modszer alkalmazasaval igazoltuk az A és A™ kromoszoémak preferalt parosodasat
(99,7%) T. turgidum subsp. durum x T. monococcum hibridekben. Megfigyelésiinka T.
monococcum A™ és a hexaploid buza A genomja kdzott rekombinacié johet létre.

Hagyomanyos (Mv Alkor) és féltorpe (1T-1) T. monococcum felhasznalasaval keresztezési

programot inditottunk tetraploid durumbuzaval és hexaploid buzaval, melynek soran kimutattuk az
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1T-1 féltorpe alakor genotipus jo keresztezhetOségét. Ezt kdvetden a T. aestivum (Mv9krl) x T.
monococcum (1T-1) F; utdédok tobbszori, buzaval torténd visszakeresztezésével BC3 novényeket
allitottunk el6, amelyek kozott mesterséges csirandvénykori levélrozsda fertdzési tesztben immunis
¢s rezisztens novényeket azonositottunk.

Durumbiiza x alakor keresztezésével ABA™ genomdsszetételti Fy hibridet, majd kolhicinkezeléssel
amfiploidot allitottunk eld, melynek genomdsszetételét GISH-sel és FISH-sel allapitottuk meg. Az
ujonnan létrehozott amfiploidok felhasznalasaval az alakor kedvez6 tulajdonsagai az amfiploid hid
felhasznalasaval feltételezhetéen nagyobb eséllyel vihetOk at a hexaploid buzaba, mint az alakorral

torténo kozvetlen keresztezéssel.
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7 SUMMARY

One of the most important aims of wheat breeding is to improve the biotic resistance of wheat
species, because production of resistant varieties offers the safest and most economical way of
disease control. Among the Triticeae, einkorn wheat (T. monococcum L. subsp. monococcum,
2n=2x=14, A"A") is thought to be one of the most valuable sources of resistance genes for cereal
breeding. It is highly resistant to stem, leaf and stripe rust and powdery mildew. Its fungal disease
resistance is transferable into hexaploid wheat using traditional crossing methods.

The aim of this research is the utilization of T. monococcum in wheat breeding programmes and to
study the requirements of effective gene transfer. Molecular cytogenetic methods make it possible
to detect and follow the transferred chromosomes and chromosome segments in wheat background.
In order to use the fluorescence in situ hybridization (FISH) to detect the alian chromatin we have
to know the karyotype of the donor species. FISH karyotype of T. monococcum using the repetitive
DNA probes were not studied so far. In order to obtain recombinant lines the chromosomes of
wheat and alien species have to be paired in meiosis metaphase I. Therefore meiotic behaviour of
wheat-alien F; hybrids were studied. The genetic material was produced by crossing T. aestivum
with T. monococcum and T. turg. subsp. durum with T. monococcum.

The identification of T. monococcum chromosomes was carried out by FISH using repetitive DNA
probes, Afa family and pTa7l. All chromosomes of einkorn were distinguishable and some
chromosomes (1A™, 4A™, 5A™ and 7A™) showed very similar hybridization pattern to the A
chromosomes of tetraploid and hexaploid wheat originated from T. urartu (2, 6 and 7 A™).
Hybridization pattern of microsatellite motifs (GAA, CAG, AAC and AGG) were maped on T.
monococcum chromosomes. FISH proved that GAA and CAG motifs could clearly identify the
chromosome 6A™. SSRs represent additional landmarks for the identification of A™ chromosomes.
FISH using repetitive DNA probes Afa family and pTa71 in combination with SSR probes, makes
possible to identify the A™ chromosomes of T. monococcum and the better discrimination of A™ and
A chromosomes.

Chromosome pairing in the meiotic metaphase | have been characterized by sequential genomic and
fluorescent in situ hybridization in wheat-rye F; hybrids. The method allow not only the
discrimination of wheat and rye chromosomes but the identification of individual wheat and rye
chromosome arms involved in the chromosome associations of wheat-rye hybrids.

53 % of wheat-wheat chromosome associations were detected between the A and D genomes.
Among the A-D chromosome associations the pairing between the 3AL and 3DL arms was
observed with the highest frequency, while the 3DS-3BS was the most frequent association among

all types of chromosome associations. The same method was used to confirm the preferential
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pairing (99,7%) of A and A™ chromosomes of T. turgidum subsp. durum x T. monococcum which is
essential for the recombination between the chromosomes.

A crossing programme was started to test the crossability of traditional (Mv Alkor) and semi-dwarf
(1T-1) einkorn with tetraploid and hexaploid wheats. Our results confirm the good crossability of
semi-dwarf einkorn line. Wheat-einkorn BC3 plants were produced by the backcrossing T. aestivum
(Mv9krl) x T. monococcum (1T-1) F; hybrids with wheat. The leaf rust resistance of BC3 plants
were evaluated by artificial infection in greenhouse at seedling stage and immune and resitant plants
were identified.

Amphiploids were produced by the genome duplication of T. turg. subsp. durum x T. monococcum
F1 hybrids using colhichine treatment. The ABA™ genome structure of the progenies were
confirmed by GISH and FISH. The newly developed amphiploids could be used in bread wheat
improvement to transfer the biotic resistance of einkorn into cultivated hexaploid wheat via ‘bridge-

crossing’.
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KOSZONETNYILVANITAS

Koszonetemet fejezem ki az MTA ATK Mezdgazdasagi Intézetének féigazgatdjanak, Dr. Bedd
Zoltannak, hogy a rendelkezésemre alltak mindazon szellemi, targyi és anyagi feltételek, amelyek
lehetové tették a PhD dolgozatom elkészitését és szakmai fejlodésemet.

Kiilon koszondm témavezetéim segitségét: Dr. Lang Laszlonak, aki mellett 2009-ig a Kalédszos
Gabona Nemesitési Osztadlyon dolgoztam, hogy segitségével megismerhettem a blizanemesités
tudomanyat és aki azéta is segitséget nyljt ha munkam soran nehézségek 1épnek fel. Dr. Molnar
Istvannak, hogy segitett elinditani a molekuléris citogenetikai kutatdsaimat és mar miel6tt
hivatalosan is t¢émavezetOm lett volna rengeteg Gtlettel és tanaccsal segitette munkamat.

Szeretnék halas koszonetet mondani Dr. Langné dr. Molnar Martanak, a Génmeg6rzési és Organikus
Nemesitési Osztaly vezet6jének, amiért lehet6vé tette, hogy 2009-t6] az osztalyukon folytathassam
tovabb a munkdmat és a T. monococcum-mal bekapcsolodhattam az osztdlyon folyd génatviteli
munkaba.

Koszonettel tartozom a 2012-ben elhunyt Dr. Kovacs Gézanak, aki eldszor ismertetett meg a T.
monococcum-mal és hogy mellette folyamatosan bekapcsolédhattam a génbanki munkaba, amit mindig
is magamhoz kozel allonak éreztem.

Az Organikus Nemesitési Csoport minden munkatarsat koszonet illeti meg, kiilon készonom Miko Péter
kollégamnak a mindennapi munka soran nyujtott segitségét. A keresztezési és ndvénynevelési
munkakban a csoport mérnoke Bencze Agnes, és technikusai, Miklosi Déra, Timar Gergely és Csoti
Jozsef segitettek. Halaval tartozom a nyugdijas éveiket tolt6 Lévay Jozsefnek és Kiss Gyorgy
Gyulanénak akik a PhD tanulmanyaim kezdetekor a kisérletek preciz kivitelezésével jarultak hozza a
munkam sikeré¢hez.

A Génforrasok Hasznositasa Csoport valamennyi munkatérsainak kdoszondm, hogy megosztottak velem
ismereteiket és gyakorlati tapasztalataikat az idegen faju keresztezések és a molekularis citogenetika
tudomanyaban. Koziiliik is szeretném kiemelni Bucsi Istvannét, akinek sokéves tapasztalatara és pontos
munkajara mindig szamithattam, valamint Farkas Andrast, aki a labormunkakban nyujtott sok
segitséget.

Koszonettel tartozom Dr. Vida Gyulanak, a biotikus rezisztencia kisérletek beallitasahoz és
értékeléséhez adott utmutatasaiért.

Koszondm sziileimnek, hogy mindig mellettem alltak, szeretetiikkel és tdmogatasukkal segitették mind a
palyavalasztasomat, mind a feln6tté valasomat.

Végezetiil megkiilonboztetett kdszonet illeti meg csaladomat. Férjemnek, Szundy Péternek kdszondm,
hogy mindig megmutatja a dolgok realis oldalat, ezaltal nagy segitséget ny(ijt a mindennapi munkaban

is és lanyaimnak, Anndnak €s Saranak a toliik kapott sok szeretetet.
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Palyazatok, melyek a kisérletek kivitelezéséhez és a szakmai fejlodéshez sziikséges anyagi
koriilmények megteremtéséhez hozzajarultak:

OM00363 — ALKOBEER
,Organikus egészségvédo alakor sorfélék kifejlesztése és gyartasa”
TECH-08-A3/2-2008-0397 — CONFU_08

,Célorientalt organikus nemesités felhasznaldsa 0j, magas min0ségli organikus tejtermékek
kifejlesztésére”

EU FP7-KBBE 245058 — SOLIBAM

,»Strategies for Organic and Low-input Integrated Breeding and Management”

Tovabba annak kiegészitd palyazata: EU_BONUS_12-1-2012-0032
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