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1 A MUNKA ELOZMENYEL KITUZOTT CELOK

A termés mennyiségének és biztonsagnak novelése elsédleges szempont a buzanemesités szamara,
ami biotikus és abiotikus stresszekkel szemben ellenallo fajtak eldallitasaval és termesztésével
novelhetd gazdasagosan. Az ellenalloképesség novelésének egyik lehetséges modja a rokon fajok
agrondmiailag hasznos génjeinek atvitele a buzaba idegenfaju keresztezések révén.
A hexaploid buza (Triticum aestivum L., 2n=6x=42, AABBDD) genomjaival homoldég genommal
rendelkez6 fajokat a buza elsédleges génforrasainak nevezziik (Friebe 1996). Ebbe a csoportba
sorolhaté az alakor (T. monococcum L., 2n=2x=14, A"A™) is, melynek A" genomja nagy
hasonlosdgot mutat a buiza A genomjéaval. El6nemesitési programokba az elsédleges génforrasok
csoportjaba tartozo fajok illeszthetok be a legkonnyebben, esetiikben specialis biotechnoldgiai
technikak alkalmazasa nélkiil is eldallithatok fertilis utodok. A T. monococcum az egyik
legrégebben termesztett novényfajunk. A buzat fert6z6 legjelentésebb betegségeknek, a szar- és
levélrozsdanak, sargarozsdanak, valamint a lisztharmatnak is ellendll. Génforrasként alkalmazva
sikeresen vitték at a T. monococcum gombabetegségek elleni rezisztencidjat a hexaploid buzaba
hagyomanyos keresztezéssel (Monneveux et al. 2000).
Az idegen faju keresztezésekkel torténd génatvitel hatékony modja lehet a rokon fajok hasznos
agronomiai tulajdonsagainak a buzaba valé atvitelének. A blzanemesités gyakorlataban jelenleg a
faj- és nemzetséghibridek létrehozasaval torténé kromoszoma-alapt génatvitel alkalmazasa
mondhat6 tarsadalmilag és torvényileg elfogadottnak.
Kutatasaink tavlati célja a T. monococcum génalloményanak hatékony felhasznédlasa a
bluzanemesitési programokban, amit a kdvetkez6 feladatok megvalodsitasaval kivanunk eldsegiteni:
1. Az idegen kromoszodmaék atvitelének folyamataban sziikség van az egyes generaciokban az
atvitt idegen kromoszomak (kromoszoma szegmentumok) kimutatisara €s azonositasara,
melyre az egyik leghatékonyabban alkalmazott modszer a molekularis citogenetika
eszkoztaraba tartozd DNS in situ hibridizacid. A meghatarozott szekvencidkat hordozo
repetitiv. DNS probakkal végzett fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH) kromoszoma
specifikus mintazatot eredményez a hibridek és szarmazékainak kromoszéma preparatumain,
lehet6vé téve ezzel a buza és az idegen kromoszomak azonositasat (Rayburn és Gill 1985;
Pedersen és Langridge 1997). A buizaval kapcsolatos molekularis citogenetikai vizsgalatokban
legelterjedtebben repetitiv DNS probakat hasznalnak a kromoszoémak azonositasara (Mukai et
al. 1993). Célunk a A T. monococcum Kkromoszémak buza genomban torténd
nyomonkovetését lehetévé tevé molekularis citogenetikai modszerek fejlesztése és
modositasa. E célbol a Triticeae fajok genomanaliziséhez hasznalt DNS in situ hibridizacios

probakkal azonositjuk a T. monococcum kromoszomékat. A buza kromoszoémaktol valod
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pontosabb megkiilonboztetés érdekében mikroszatellit szekvenciakbol eldallitott FISH probak
segitségével kidolgozzuk a T. monococcum uj kariotipusait. Az alkalmazott probak
kariotipusa alapjan dsszehasonlité elemzést végziink az A™ kromoszémak és a kiilonb6zé di-,
tetra- és hexaploid Triticum fajok A kromoszomai kozott.

. A kromoszoéma-kapcsolt génatvitel fontos feltétele, hogy a buza és a T. monococcum
kromoszoémak parosodjanak, majd rekombinalodjanak egymassal a meiozis folyaman. A
meiotikus kromoszomaparosodasbol nyerheté informaciok maximalizalasahoz szintén kivalod
modszertani lehetOséget nydjtanak az in situ hibridizacios modszerek (Miller et al. 1994).
Célunk az egyedi kromoszomak szintjén torténé kromoszomaparosodas vizsgalata a
meidzis 1. metafazisaban a biza faj- és nemzetséghibrideiben. A parosodas egyedi
kromoszomak szintjén torténd elemzéséhez megvizsgaljuk a meiotikus kromoszémak
fluoreszcens in situ hibridizacioval torténé azonositasanak lehetdségét Triticum aestivum x
Secale cereanum F; hibrideken. Az igy kidolgozott modszerekkel vizsgaljuk a T. turgidum
subsp. durum x T. monococcum F; hibridek kromoszoma parosodasat a meidzis 1.
metafazisaban.

. Az idegen fajbdl blizaba torténd génatvitel rendkiviil hosszu €s tobb 1€pésbdl allo folyamat. A
munka elsd 1épése a génforrasként szoba johetd leginkabb megfeleld genotipus kivalasztésa.
Az elonemesitési munka célja a hasznos tulajdonsagokkal rendelkezé és genetikailag stabil
genotipusok eldallitasa, melyek gyakran agronomiai jellemzdik tekintetében még nem
megfelelok. A megfeleld agrondmiai tulajdonsagokkal rendelkezd genotipusok eldallitdsa mar
altalaban konvencionalis moddszerekkel torténik, melynek sordn az elOnemesitett torzset
keresztezik a termesztésben 1évo fajtdkkal. A T. monococcum eldnemesitésben torténo
hasznositasahoz vizsgaljuk keresztezhetoségét tetra- és hexaploid Triticum fajokkal. A T.
monococcum rekombinansok eldallitasa céljabol kétféle ndvényi anyagot allitunk eld.
Durumbuzaval keresztezve célunk az ABA™ genomdsszetételli szintetikus amfiploid
eléallitasa, nemesitése, illetve (el6-) nemesitési programokba torténd bevonasaval btiza-alakor
rekombinansok eldallitasa. A T. aestivum x T. monococcum Kkeresztezésekbol szarmazo
utodok visszakeresztezésével olyan genotipus eléallitaisa a célunk, mely alkalmas a
kenyérbuza nemesitésében torténé kozvetlen felhasznaliasra és hordozza a T.

monococcum kivalé rezisztenciajat.



2 ANYAG ES MODSZER

2.1 Novényi anyag és keresztezések

Az idegenfaji keresztezésekhez a kovetkezé genotipusokat hasznaltuk: T. monococcum subsp.
monococcum L. *1T-1" féltérpe alakor genotipus és T. monococcum subsp. monococcum cv. *"Mv
Alkor’, hagyomanyos tipusu alakor fajta. T. aestivum L.: A krl recessziv keresztezhetOségi gént
tartalmazd Martonvasari 9 krl (Mv9krl) buza genotipus és a Martonvasari 9 (Mv9) buzafajta.
T.turgidum subsp. durum L.: MvTD14-04 durumbuiza torzs.

A Kkeresztezésekhez hasznalt genotipusokat tenyészkertben és fitotronban neveltiik. A fitotroni
novénynevelés Tischner et al. (1997) altal kidolgozott modszer szerint tortént. Az anyandvényeket
kasztralas utan izolaltuk, majd 3 nap mulva porgetéses modszerrel poroztuk.

A durumbuiza x alakor F; hibridek kromoszomaszamat kolhicin kezeléssel (0,04%-0s kolhicin
oldat, 4 h) kettoztiikk meg és amfiploidokat allitottunk el6.

A Triticum fajok kiilonboz6 A genomjainak FISH kariotipusanak elkészitéséhez a keresztezésekhez
hasznalt genotipusokat valamint T. urartu MVGB115 génbanki tételt hasznaltuk.

A meiotikus kromoszoémaparosodast interspecifikus hibridekben (T. aestivum x Secale cereanum

¢és T. turgidum ssp. durum x T. monococcum) vizsgaltuk.

2.2 Molekularis citogenetikai vizsgalatok

Citologiai preparatumkészités

A mitdzisban tortén6 kromoszomavizsgalathoz a buzaszemeket nedves sziirépapiron csiraztattuk. A
1-1,5 cm hosszisagu gyokereket jégen taroltuk 24 oraig. A gyokereket ezt kovetden etil alkohol és
ecetsav 1:3 aranyt keverékében fixaltuk és karminecetsavval festettiik. A kromoszomapreparatumot
a gyokércsticsbol készitettiik, melyet targylemezen szétnyomva vizsgaltunk faziskontraszt
mikroszkop alatt. A megfelel6 preparatumokat az in situ hibridizacioig —20°C-on taroltuk.

A meiotikus preparatum készitéséhez a kalaszolas el6tt allo novényekbdl portokot gyujtottiink,
amelyeket etil alkohol és ecetsav 1:3 aranyu keverékében fixaltunk. A portokokat targylemezen

szétnyomva vizsgaltuk fénymikroszkop alatt.

Probajelolés
A FISH soran a kovetkezd repetitiv DNS probdkat hasznaltuk: 1. Az Afa family proba, mely Ae.
tauschii-bol izolalt fragmentum (Nagaki et al. 1995); 2. rozsbdl izolalt 120 bp hosszi pSc119.2



repetitiv DNS (Bedbrook et al. 1980); 3. pTa71 DNS klon , ami a btiza riboszémalis génjeinek egy-
egy szakaszat hordozza (Gerlach és Bedbrook, 1979).

A probak felszaporitasdt PCR reakci6 segitségével végeztiik el. Az Afa family probat digoxigenin-
11-dUTP-vel , a pSc119.2 probat biotin-16-dUTP-vel, A pTa71 proba jelolését 50% biotin-16-
dUTP-vel és 50% digoxigenin-11-dUTP-vel jeloltiik nick transzlacidval.

A hasznalt mikroszatellit probak (GAA, CAG, AAC és AGG) felszaporitasa biza genomi DNS-
bél tortént PCR-rel , Vrana et al. (2000) altal leirt modszer szerint. A GAA probat biotin-16-dUTP-
vel, a CAG, AAC és AGG probakat digoxigenin-11-dUTP-vel jeloltiik nick transzlacioval.

A GISH-hez hasznalt probahoz teljes genomi DNS-t izolaltunk rozsbol (Secale cereale L.), T.

monococcum-bol és Ae. speltoides-bol. A DNS-t biotin-16-dUTP-vel jeloltik nick transzlacioval.

Fluoreszcens in situ hibridizaci6 (FISH)

A FISH soran a Molnar et al. (2011) altal leirt modszert kovettiik kisebb modositasokkal. A
preparatumokat el6készités utdn hibridizaltuk. A hibridizécios keverék (preparatumonként 30 pL)
50% formamidot, 10% 20x SSC-t, 10 % dextran-szulfatot, 1% SDS-t, 30 ng jelolt proba DNS-t, 50
ng/pl blokkold DNS-t tartalmazott. A hibridizacios keveréket a benne 1évé DNS denaturalasa (10
perc, 80 °C) utan adtuk a targylemezekhez. A kromoszomakat a proba jelenlétében denaturaltuk
75°C-on 6 percig, majd a prepardtumokat 12—16 6ran keresztiil hibridizaltuk 37°C -on.

A biotinnal jelolt probak hibridizacios jeleit a zold fluoreszcens jelet ado sztreptavidin-FITC-el, mig
a digoxigeninnel jelolt probakat a vords jelet ado anti-digoxigenin-rodaminnal detektaltuk, majd
DAPI-val kontrasztfestettiik.

Genomi in situ hibridizaci6 (GISH)

A kromoszomak kozotti parosodas tanulmanyozasahoz hasznalt GISH modszert Molnar-Lang et al.
(2010) altal leirt modszer szerint végeztiik el.

A T. aestivum x S. cereanum F; hibridekben a buza kromoszomak kozti meiotikus kromoszoma-
parosodas tanulmanyozasahoz probaként biotinnal jeldlt rozs genomi DNS-t, blokkold6 DNS-ként
hexaploid buza és lazac sperma DNS-t hasznaltunk. A hibridizacids keverék (preparatumonként 25
uL) 50% formamidot, 2xSSC-t, 5 % dextran-szulfatot, 70 ng rozs genomi DNS probat, valamint 2.1
ug blokkold DNS-t tartalmazott. A hibridizaci6 12 6ran keresztiil 42°C-on tortént.

A T. turgidum subsp. durum X T. monococcum Fi hibridek és szintetikus amfiploidok
genomdsszetételének vizsgalatat szintén GISH-el végeztiik. Hibridizéacios 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.



A preparatumokat fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk és kiértékelésiikhoz az AxioVision 4.8.2

szoftvert hasznaltunk.

2.3 Kromoszomaparosodasi vizsgalatok

A buza kromoszémak kozotti parosodas vizsgalatat interspecifikus F; hibridek, meidzis I
metafazisaban késziilt kromoszoma-preparatumain végeztik, GISH-sel és FISH-sel. A
kromoszomak kozotti parosodas gyakorisdganak vizsgéalatdhoz meghataroztuk az egy sejten beliil
megfigyelhetd  kromoszdmaparosodasokat. A kromoszOmaparosodasokat a  meiotikus
konfiguraciojuk alapjan értékeltiik: nyilt bivalens esetén egy, zart bivalens (gytirli) és nyilt trivalens
(lanc) esetén kettd, “serpenyd” formdju trivalens esetén harom kromoszomapdarosodast allapitottunk
meg.A buza kromoszomakarok kozott észlelt és lehetséges parosodasi  gyakorisag

Ssszehasonlitasara khi-négyzet (x2) probat alkalmaztunk.

2.4 Uveghazi levélrozsdafertézés

A T. aestivum x T. monococcum BCj3 novények levélrozsda-ellenallosagat liveghazi mesterséges
fertdzéssel vizsgaltuk. A buzandvényeket 2 leveles allapotban fert6ztik levélrozsda (Puccinia
triticina) uredospora szuszpenzioval. A novények fert6zottségét a 10. napon értékeltilk a Stakman

et al. (1962) altal kidolgozott skala szerint.

2.5 TenyészKkerti megfigyelések

A T. aestivum x T. monococcum BC3 novényeket, a T. turgidum subsp. durum x T. monococcum
amfiploidokat és a T. monococcum génbanki tételeket tenyészkertben az alabbi fenotipusos
tulajdonsagokat figyeltik meg (kalaszolasi i1d0, novénymagassdg, levélrozsda-ellenallosag,

lisztharmat-ellenallosag).



3 EREDMENYEK

3.1 Triticum monococcum  kromoszomak azonositisa molekularis citogenetikai

modszerekkel

3.1.1 A Triticum monococcum faj kariotipizalasa repetitiv DNS probakkal

A T. monococcum kromoszomainak azonositasat elsé 1épésben repetitiv DNS probakkal (Afa
family, pTa71 ¢és pScl19.2) végeztik. A hibridizacié utan megallapithato volt, hogy a T.
monococcum mitotikus kromoszomain az Afa family és pTa71 probak hatdrozott €s specifikus
hibridizéacioés mintazatot adnak, mig a pSc119.2 préba hibridizacids jelei nem voltak kimutathatdak
a kromoszomikon. A kapott hibridizacids mintazat alapjan minden A™ kromoszéma
megkiilonboztethetd volt egymastol. Jellegzetes, eltérd intenzitasi Afa family hibridizéacios jeleket
figyeltiink meg a kromoszémakon: a legdsszetettebb mintazat a 4A™ és 7A™ kromoszomain lathato.
A pTa7l proba erds fluoreszcens jeleket eredményezett az 1A™ és 5A™ kromoszémak rovid
kromoszomain is elvégeztiik €s a T. monococcum-hoz hasonlé hibridizacids mintazatot kaptunk.

Ezt kovetden elkészitettilk a T. monococcum ¢és a T. urartu kariotipusat és 6sszehasonlitottuk a
tetra- és hexaploid buzafajok A kromoszoémainak, ugyanezen probakkal kapott kariotipusaval. A
poliploid Triticum fajokhoz képest a diploid T. monococcum (és T. urartu) A kromoszémain
intenzivebb és nagyobb szamt Afa family hibridizacids savok voltak megfigyelhetéek. Ugyanez a
riboszoémalis DNS préoba (pTa71) esetén is elmondhat6. A pSc119.2 proba hibridizacids jelei csak a
poliploid Triticum fajokban jelennek meg. Az A és A™ kromoszoémék hibridizaciés mintazataban
1évo kiilonbségek alapjan poliploid blza genetikai hattérben a T. monococcum kromoszomai koziil
az 1A™, 4A™, 5A™ és 7A™ kromoszomak megkiilonbdztetésére van a legnagyobb esély a megfeleld

btiza homeoldg csoporthoz tartozé A kromoszémaktol.

3.1.2 Insitu hibridizacié mikroszatellit probakkal

Kisérleteinkben a GAA, CAG, AAC és AGG mikroszatellit (SSR) probakat alkalmaztuk, melyek
hibridizaciés mintdzatat két egymast koveté FISH-sel azonositottuk a T. monococcum
kromoszoémakon.

Az els6 hibridizacio alkalméaval meghataroztuk az egyes SSR motivumok hibridizacids mintazatat,
majd a hibridizacios jelek dokumentalasat kovetéen a kromoszoma preparatumokat ujra
hibridizaltuk a mar ismert kariotipust ado repetitiv probakkal. A két kisérlet 6sszehasonlitasaval
meghatarozhato volt a kiilonb6zé kromoszémak SSR probakkal adott mintazata. A T. monococcum

kromoszomakon a mikroszatellit probakkal végzett FISH a kdvetkez6 eredményeket adta:
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GAA: Hatéarozott hibridizacios jel a 2A™ és 6A™ kromoszémakon.

CAG: Er6s jel a 6A™ és 7TA™ kromoszémakon, gyenge jel a 3A™ kromoszoman.

AAC: Erds jel a 6A™ és 7A™ kromoszémakon, gyenge, diszperz mintazat a 1A™, 2A™, 3A™, 4A",
5A™ kromoszoémakon.

AGG: Er6s hibridizaciés jel a 6A™ kromoszoman, gyenge jel az 5A™ kromoszéman.
Leghatarozottabb hibridizaciés mintdzatot a GAA ¢és a CAG probdk esetén tapasztaltunk.
Valamennyi SSR préba jellegzetes mintdzatot eredményezett a 6A™ kromoszomakon, ez abbél a
szempontbol is jelentds, hogy a kordbban hasznalt repetitiv probak nem adtak hibridizacios jelet
ezeken a kromoszomakon.

Az SSR probak az A™ és a T. aestivum A kromoszoémain sok esetben eltérd hibridizaciés mintazatot
eredményeztek. A bliza T. urartu eredetli A" kromoszémai joval dsszetettebb mintézatot adtak, a
GAA és CAG probak hibridizacios mintazata pedig egyértelmiien eltérd volt az A és A"
kromoszémakon.

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

megkiilonboztethetdk tetra- és hexaploid buza hattérben.

3.2 Interspecifikus hibridek kromoszomavizsgalatai a meiozis I. metafazisaban

3.2.1 Meiotikus kromoszémak vizsgalata GISH-sel, biza x rozs F1 hibridekben

A fluoreszcens in situ hibridizacios technika alkalmazhatdsagat el6szor biiza x rozs keresztezésbol
szarmazo hibrideken vizsgéaltuk. A két faj kozotti nagyobb genetikai tavolsag €és a kiilonb6zo
fajokbol szarmazé kromoszomak egyszerli azonosithatosdga miatt ez a kombinacid idedlis
alapanyagot biztositott a mddszer kiprobaldsadhoz és finomitasédhoz.

A buza x rozs F; hibrideknek a meio6zis I. metafazisaban 1€vé kromoszoma preparatumain végzett
GISH a jelolt rozs genomi DNS probaval erds fluoreszcens jelolédést eredményzett a rozs
kromoszémakon. A GISH-t kdvetden a rozs kromoszomak egyértelmiien megkiilonboztethetéek
voltak a buza kromoszoémaktol. A vizsgalt 274 pollen anyasejtben 194  kromoszémaparosodast
(asszociaciodt) figyeltiink meg, melyek kozott az intra- €s interspecifikus kromoszoma-asszociaciok
elkiilonithetdek voltak. Megfigyeléseink szerint csaknem kizardlag (93,8%) a bluza kromoszoémak

parosodtak egymassal.



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

Az egyes kromoszdma-asszociacok azonositasa céljabol a kromoszémaprepardtumokon FISH-t
végeztiink repetitiv probakkal. A buza-buza kromoszoma-asszociaciok mindegyike (182 db)
azonosithatd volt genomi szinten. A genomi szinten meghatarozott kromoszéma-asszociaciok koziil
kromoszomakar szinten 129 buza—buza asszociaciot tudtunk a FISH mintazat alapjan azonositani.
Az eredmények azt mutatjadk, hogy az intergenomikus kromoszoma parosodasok gyakorisdga
nagyobb az F; hibridben, mint az intragenomikus parosodasoké. A leggyakoribb az A-D
kromoszéma-asszociacio volt (sejtenként 0,348), mig a B és D genomok kozotti kromoszoma
parosodasok gyakorisaga ennél kisebb volt. Legkisebb gyakorisaggal az A és B genomhoz tartozo

kromoszomak parosodtak. A parosodott kromoszémak tilnyomo része homeoldg kromszoma volt.

3.2.3 Buza-buza kromoszoémakar-asszociaciok tipusa €s gyakorisaga

A buza-bliza kromoszoma-asszociaciokat parosodasi gyakorisaguk alapjan hasonlitottunk Gssze
(kromoszomakar-asszociaciok szama/sejt). A kromoszomakar-asszociaciok statisztikai értékelésére
% probat alkalmaztunk, melynek eredménye megerdsitette a 3-as homeoldg csoport kromoszomai
kozti parosodasok gyakorisagat. A szignifikdnsan legmagasabb parosodasi gyakorisag a 3A és 3D

kromoszomak hosszl karja, valamint a 3D és 3B kromoszomak rovid karja kozott volt kimutathato.

3.2.4 Meiotikus kromoszomak vizsgalata Triticum turgidum subsp. durum x  Triticum
monococcum F1 hibridben

Az A és A™ kromoszomak kozotti parosodast a mindkét genomot teljes egészében tartalmazé T.
turgidum subsp. durum x T. monococcum F; hibridek meidzisanak metafazisaban, egymast koveto
GISH-el és FISH-el.

A GISH soran jelolt Ae. speltoides (B genom donor) és jelolt T. urartu (A genom donor) genomi
DNS probat hibridizaltunk a meiotikus kromoszoma preparatumokon. A GISH-t kévetéen mind az
A és A", mind a B kromoszémak erds fluoreszcens jeldlédésének koszonhetden egyértelmiien
elkiilonithetok voltak egymastol. A vizsgalt sejtekben a kromoszémak nagymértékben parosodtak, a
hibrid 21 kromoszomadja koziil a leggyakrabban 10 és 12 kromoszoma parosodott (sejtenként 5
vagy 6 bivalens). A vizsgalt pollenanyasejtekben a kromoszoma asszociacio atlagos értéke: 6,88
(6sszes kromoszoma asszocidcid/ vizsgalt sejtek szdma). A GISH vizsgalat lehetdvé tette, hogy
genomi szinten azonositsuk a kromoszémaparosodasokat. A legnagyobb aranyban az A és A"
kromoszomak parosodtak egymassal (99,7%), az A ¢és B kromoszémak csak nagyon ritkdn
parosodtak (0,3 %), mig B kromoszomak kozotti asszociaciot nem figyeltiink meg. Az ezt kdvetd
FISH vizsgalat megerdsitette eredményeinket és lehetdvé tette az univalens kromoszomak, illetve

egyes, jellegzetes mintazattal rendelkezd parosodott kromoszéma (3A™, 5A™, 4A) azonositasat.
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3.3 Triticum monococcum Kkromatint tartalmazo genetikai anyag eléallitasa

3.3.1 Génbanki Triticum monococcum tételek jellemzése

A martonvasari Gabona Génbankban talalhato diploid Triticum tételek (koztiik termesztett és vad
T. monococcum és T. uratu) koziil 145 genotipust vizsgaltunk tenyészkertben 2013-ban.

A T. urartu-n észleltiink jelentdsebb lisztharmat-fertdzést, a vizsgalt genotipusok tobb mint fele
mutatott fogékonysagot, tovabba levélrozsda-fertdzést is talaltunk. Ezzel szemben a T. monococcum
tételek rezisztensek voltak a természetes lisztharmat- és levélrozsda-fertézéssel szemben. A
legnagyobb diverzitast a kalaszolasi id6 tekintetében mutattak a diploid Triticum fajok. A
legkorabbi genoipus majus 13-an a legkésobbi junius 17-én kalaszolt. A kalaszolasi idében 1évo

valtozatossag ismerete lényeges a késObbi keresztezések tervezéséhez.

3.3.2  Triticum aestivum x Triticum monococcum keresztezések

A T. monococcum hexaploid buzaval torténd keresztezhet6ségének vizsgalatdhoz a
keresztezhet6ségi (kry) gént hordozd (Mv9krl) és anélkiili (Mv9) bliza genotipust kereszteztiink
hagyomanyos (Mv Alkor) és féltorpe (1T-1) alakorral. Mindkét alakor genotipus pollenadoként
val6é haszndlatdval kaptunk F; szemeket, de a féltorpe alakorral végzett keresztezések mindkét
évben eredményesebbek voltak (nagyobb szemkdotési arany) és az ebbdl a keresztezésbol szarmazo
szemek magasabb csirazasi %-al rendelkeztek. A hagyomanyos tipussal eldallitott hibrid
szemeknek legfeljebb 10 szazaléka csirazott, és a novények nagy része még kalaszolas el6tt
elpusztult. A féltérpe T. moncoccum-mal létrehozott kombinaciok F; szemeinek 60-70%-a
csirazoképes volt.

Az F; szemek csirdztatdsdval egyiddben mitotikus gyokérpreparatumot készitettiink, melyeken
ellendriztiik a hibrid ndvények kromoszoémaszamat (ABDA™; 2n=4x=28) és FISH-el azonositottuk
a 14 A, 7B és 7D kromoszoma jelenlétét.

A nemesitési programban hasznalhat6, a buzaval megegyez0 kromoszomaszamu ¢€s fertilis novényi
anyagot eldallitasa céljabol a steril F; hibrideket tobb generacion at visszakereszteztiik az anyai
partnerként hasznalt Mv9krl-gyel. A féltorpe T. monococcum-mal eldallitott genetikai anyag
visszakeresztezései koziil az F; novények elsd visszakeresztezése bizonyult a legnehezebbnek,
minddssze a beporzott viragok 0,86 szazaléka termékenyiilt meg. Majd a masodik és harmadik
visszakeresztezéseknél jelentdsen nott a kotott szemek aranya.

Ezzel elvégeztik az utddnemzedékeket molekularis citogenetikai értékelését. A BC; novények
szomatikus sejtjein FISH-t végeztiink repetitiv DNS probakkal, és azonositottuk a buza és a T.
monococcum kromoszémakat. A vizsgalt BC; novények kromoszomapreparatumain atlagosan 2,4
A" kromoszémat azonositottunk ndvényenként. A BC, ndvények esetében a T. monococcum

kromoszomak szama kevesebb volt, mint a BC; ndvényeknél (1,8 A™ kromoszéma/BC; nvény).
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Meg kell azonban jegyezni, hogy az 4&ltalunk BC; és BC, ndvényekben azonositott A"
kromoszoémak mind jellegzetes hibridizacids mintazattal rendelkeznek, igy nem kizart, hogy
emellett még egyéb olyan T. monococcum kromoszoémak €és kromoszoémaszegmentumok is lehettek

az utddokban, melyeket a hasznalt repetitiv probakkal nem tudtunk azonositani.

3.3.3 A BC;ndvények mesterséges levélrozsdarozsda fertézése

A buzaval torténé folyamatos visszakeresztezések soran generaciorol-generaciora nott a
visszakeresztezett novények fertilitasa. A harmadik visszakeresztés soran eléallitott BC3 szemek
nagy szama lehetévé tette rezisztenciavizsgalat elvégzését is. A levélrozsdaval szembeni
ellenallosagot liveghazban vizsgaltuk, mesterséges fertézéssel. A 65 BCs genotipus csirandvénykori
fertézést kovetden ndvények jelentds része (85%-a) nagyfoku fogékonysdgot mutatott a
levélrozsdaval szemben, de talaltunk immunis genotipusokat is.

A levélrozsdaval szemben immunis BC3 ndvények gyokerébdl készitett kromoszémapreparatumon
FISH-t végeztiink el. A megfigyelt sejtekben nem volt teljes T. monococcum kromoszoma, kisebb

kromoszdmaszegmentumok azonositasat pedig a modszer nem tette lehetdve.

3.3.4  Triticum. turgidum subsp. durum x Triticum monococcum keresztezések

A hagyomanyos (Mv Alkor) és féltérpe (1T-1) T. monococcum genotipusokat tetraploid
durumbuizaval kereszteztiink. ABA™ genomdsszetételii szintetikus amfiploid létrehozéasa céljabol.
A keresztezéseket kovetden nagyon kis aranyt szemkotést tapasztaltunk, szignifikans kiilonbség

nem volt a hagyomanyos és féltorpe tipusu alakor pollenadoval 1étrehozott kombinaciokban.
Szintetikus amfiploid eldallitas

Az F; szemek (2n=3x=21, ABA™) kromoszoémaszamat citolégiai modszerrel ellendriztiik és FISH-
sel azonositottuk a 14 A ¢és 7 B kromoszomat, majd elvégeztik a genomduplikalast
kolhicinkezeléssel. A kisérlet eredményeként Osszesen 63 darab amfiploid szemet sikeriilt
eldallitani, ami 16,3 szazalékos szemkotésnek felelt meg.

A jelenleg C3 generacioban 1évé durum btiza—alakor szintetikus amfiploid az alakorhoz hasonléan
Az amfiploid genetikai stabilitasat in situ hibridizacidval ellendriztik a Cs nemzedékben. Az
ABA™ genomésszetétel kimutatasara GISH-t végeztiink mitotikus kromoszémapreparatumon . A
hibridizacids probaként hasznalt T. urartu genomi DNS hatarozott fluoeszcens jelet eredményezett
az A kromoszomakon, ezéltal megkiilonboztethetd volt egymastol a 28 A és a 14 B kromoszoma. A
T. monococcum és T. urartu kozti nagyfoku hasonldosag azonban nem tette lehetévé az A és A™
genomok elkiilonitését GISH-sel. Az azonos sejten a GISH vizsgalatot kdvetéen végzett FISH

megerdsitte az el6z6 eredményeket, tovabba lehetdve tette a kromoszomak azonositasat.
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3.4 Uj tudomanyos eredmények

1. Elkészitettiik a Triticum monococcum fluoreszcens in situ hibridizacios kariotipusat Afa
family és pTa7l repetitiv DNS probakkal, ami alapjan az 1A™, 4A™, 5A™ és 7A"
kromoszémak megkiilonboztethetéek a bluza A genomjdhoz tartoz6 homeolog
kromoszoémaktol.

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™ kromoszémék azonositasira a kordbbi repetitiv probak
hasznalataval kombinalva.

3. Els6ként, egymast kovetd genomi és fluoreszcens in situ hibridizacioval buza-buza
kromoszdémaparosodasokat és kromoszoémakar-asszociaciokat azonositottunk buza x rozs Fq
hibridek meidzisdban. A moddszerrel igazoltuk az A és D kromoszomak 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 féltdrpe alakor genotipus jo keresztezhetdségét
és levélrozsda rezisztenciajat.

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

7. Durumbiza és alakor keresztezésével ABA™ genomdsszetételi  Fi hibridet, majd
amfiploidot allitottunk elé, melynek genomosszetételét genomi és fluoreszcens in situ

hibridizécioval allapitottuk meg.
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4 KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A Triticum monococcum kromoszémak azonositasa molekularis citogenetikai modszerekkel

Az Afa family és pTa7l repetitiv. DNS probakkal, valamint a GAA, CAG, AAC és AGG
mikroszatellit ismétlédésekkel azonositott Triticum monococcum kromoszoémak kariotipusa €s a
hexaploid biza A genomjanak ugyanezen probakkal megallapitott kariotipusa kozott jelentds
cltéréseket tapasztaltunk, ami az evolucid soran bekovetkezett szekvencia-eliminacioval,
mutacidval illetve intergenomikus atrendez0désekkel magyardzhatd. A repetitiv probakkal
létrehozott kariotipus alapjan a T. monococcum kromoszoémak egymastol 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 szdmat és lehetdvé tette a 6A és 6A™ kromoszomak
megkiilonboztetését. Az A és A™ kromoszomak egymastol vald jobb megkiilonbdztethetdsége
érdekében tovabbi hibridizacids probak kiprobalasa lenne célszert.

Eddigi tapasztalataink szerint az A és az A™ genom egymast6l nem kiildnbdztetheté meg genomi in
situ hibridizacioval. A T. monococcum-bol buzaba torténd génatviteli munka soran ezért a
transzlokaciok nyomon kovetése szempontjabol molekularis markerek hasznalata javasolt a
molekularis citogenetikai vizsgalatok kiegészitéseként. Ehhez azonban elészoér T. monococcum

kromoszdémakhoz kapcsolt markerek azonositasa sziikséges.

Kromoszomaparosodasi vizsgalatok

Interspecifikus hibridek meidzis 1. metafazisaban késziilt kromoszomapreparatumain végzett
egymast kovetd GISH és FISH lehetdvé tette a parosodott kromoszoémdk és sok esetben
kromoszomakarok azonositasat.

Buza x rozs F; hibridben a moddszer alkalmasnak bizonyult a kromoszémak homeologia
viszonyainak tanulmanyozasara, amit korabban GISH és FISH egylittes alkalmazasadval még nem
végeztek el. Eredményeink megerdsitették az irodalmi adadtokat, de a parosodott
kromoszomakarok FISH mintazat alapjan torténd azonositdsa soran olyan kromoszoma-asszociacot
(3DS-3BS) azonositottunk a legnagyobb gyakorisaggal, melyet korabban még nem irtak le.
Vizsgélataink alatdmasztottdk a FISH alkalmazasanak lehetéségét meidzisban. Eredményeink
felhivjak a figyelmet arra, hogy a mitdzisban rutinszertien hasznalt egymast kovetd GISH és FISH
alkalmazasaval novelhetd az egy kromoszomapreparatumrol szerezhetdé informacié mennyisége
meidzisban is.

Durumbuza x alakor F; hibridben bizonyitottuk az A és A™ kromoszémak kozotti nagyfoku
parosodast, ami az alakor A™ és a buza A genomjanak j6 kombinalodoképességét bizonyitja.
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Triticum monococcum kromatint tartalmazo genetikai anyag elallitasa

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
durumbtiza x alakor hibrideket, majd azokbdl visszekeresztezéssel BCsz novényeket, illetve
genomduplikalassal amfiploidokat. A ndvények jelenleg a tenyészkerti tesztelés fazisaban vannak,
de nemesitésben torténd késObbi hasznosithatosagukat jol elOrevetiti, hogy mesterséges
levélrozsdafertdzéssel jo csirandvénykori ellenallosaggal rendelkezd genotipusokat azonositottunk.
A martonvasari Gabona Génbank T. monococcum gytlijteményében nagy genetikai diverzitas rejlik,
melynek kiakndzdsidra a jol keresztezhetd alakor genotipus elOnemesitési programban torténd
hasznalata nyqjt 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 €s a hexaploid btiza kdzott.
Tovéabbi T. monococcum tételek nemesitésbe ily mddon torténd bevonasa azonban sziikségessé teszi

a martonvasari alakor gylijtemény pontosabb jellemzését.
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