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1. BEVEZETES

A kiilonb6zd fajok keresztezése, a kedvezd tulajdonsdgoknak egy 10j fajban vald
Otvozése tobb szaz éve foglalkoztatja a biologusokat, igy mar a XVII. szizadban is
beszamoltak kiilonb6z6 novényfajok kozt eldallitott hibridekrdl. A XX. szdzad elsé felében
sikerlilt kialakitani olyan modszereket, els6sorban a hagyomanyos kromoszomafestési
eljarasok (Feulgen) kidolgozésa utdn, amelyek mar lehetévé tették a létrehozott hibridek,
majd az utédok pontos citogenetikai elemzését, kromoszémaszamuk meghatarozasat. A
meidzisban végzett kromoszoma-parosodasok elemzésével a kiilonbozd fajok kozti rokonsagi
viszonyok is tisztazhatok lettek. Mddszert dolgoztak ki a hibridekbdl a mar csak egy idegen
faju  kromoszOmapart tartalmaz6 diszOmas addicidés vonalak eldéllitasara, amelyek
citologiailag stabil, fertilis szarmazékok lettek. Ezek a vonalak megfeleld kiinduldsi anyagok
voltak ahhoz, hogy abboél az idegen faju kromoszémanak csak egy szegmentumat, lehetdleg a
hasznos idegen gént tartalmazo kromoszoémaszakaszt épitsék be a termesztett fajba. Ezeknek a
modszereknek a felhasznaldsaval az 50-es években allitottdk elé az elsé idegen faju
transzlokaciokat, melyek nyoman késébb szamos 1j atépiilésrdl is beszdmoltak.

A kiilonboz6 fajok €és nemzetségek keresztezése a 70-es évektdl kezdddden, a
biotechnologiai mddszerek fejlodésével 1 lendiiletet vett. A viragok hormonkezelésével, az
embriokultira felhasznalasaval szdmos olyan 10 hibridet lehetett 1étrehozni, amelyeket
kordbban megvalosithatatlannak véltek. A 80-as években a Giemsa technika alkalmazaséaval
megoldottdk a kromoszomak azonositasat, igy ezzel a modszerrel ezutan sok idegen faju
hibridet, addiciot, szubsztiticiot és transzlokacidt elemeztek. A 90-es évektol a molekularis
citogenetikai modszerek (in situ hibridizacid) alkalmazasa, majd a molekularis markerek
sz€éleskorli hasznalata révén a termesztett fajokba beépiilt idegen faju kromoszoma-
szegmentum azonositdsa meég pontosabba, egyértelmiibbé valt, ezaltal tobb korabban
eldallitott genetikai anyag elemzését is elvégezték.

A termesztett fajokkal szoros rokonsagi kapcsolatban all6 vad fajok fontos génforrast
jelentenek a termesztés szdmara, hiszen ezeket a fajokat az ember sosem nemesitette, igy
természetes valtozékonysaguk fennmaradt. Az utdbbi évtizedekben intenziv gylijtdémunka
folyt a vad fajok kiilonb6z6 szdrmazasi teriiletein azzal a céllal, hogy minél tobb valtozatukat
felkutassdk, ¢és génbankokban megdrizzék. A génbankokban tarolt genetikai anyagok

agrondmiai tulajdonsagainak elemzését a kutatok folyamatosan végzik, elsdsorban a biotikus



¢s az abiotikus stresszrezisztencia szempontjabol és ennek eredményét a szakértok szamara
elérhetdvé teszik.

A hexaploid buza rokonsagi korébe tartozd termesztett és vad fajok széles genetikai
diverzitassal rendelkeznek szdmos fontos agrondmiai tulajdonsag tekintetében. A kecskebuza
(degilops) és a tarackbliza fajok tobbsége (Agropyron, szinonima: Thinopyrum, illetve
Elytrigia) abiotikus és biotikus stresszekkel szemben ellendlld, de az egyes fajokon beliil is
nagy valtozatossag figyelhetd meg. Ezeknek a fajoknak szamos vonala természetes
¢lohelyeiken madig megtaldlhato, illetve a vilag kiilonb6zé génbankjaiban elérhetd, de
tobbséglik maig kiakndzatlan. Az Aegilops és Agropyron fajok a buzaval ivaros uton
keresztezhetOk, és a kedvezd tulajdonsagok a hibridekbdl tovabbi visszakeresztezésekkel a
termesztett buzaba beépithetdk, igy a nemesités szdmara jelentds géntartalékot jelentenek

A buza termesztett rokonai kozt is taldlunk olyan fajokat, amelyek a buzaval ivaros
uton keresztezheték és olyan hasznos agronémiai tulajdonsagokkal rendelkeznek, amelyek
nem lelhetdk fel a Triticum aestivum L. fajon beliil. A rozs (Secale cereale L.) a buzanal
betegségekkel [levélrozsda - Puccinia triticina Erikss., szinonima: P. recondita Rob. Ex
Desmaz, szarrozsda- Puccinia graminis Pers.; sargarozsda — Puccinia striiformis Westend.;
lisztharmat — Blumeria graminis (DC) Speer, szin: Erysiphe graminis DC.] szemben
ellenallobb, illetve a termesztés koriilményeivel, a talajjal szemben igénytelenebb. Az arpa
(Hordeum vulgare L.), a masik fontos termesztett gabonafélénk, szamos értékes, a buzatol
eltérd tulajdonsaggal bir. Az dszi arpa az 6szi buzanal altaldban egy héttel korabban arathato,
ami a korai aszdlyos iddszakban kedvezdbb szemfejlodést eredményezhet, masrészt
munkaszervezési szempontbol is nagy eldnyt jelenthet. A mindségi paraméterek tekintetében
fontos kiilonbség, hogy bizonyos létfontossagli aminosavak (pl. lizin) az arpaban nagyobb
aranyban fordulnak eld, ezért takarmanyozasi szempontbdl az arpa kedvezdbb Osszetételi.
Egyes arpa genotipusok kivalo so- és szarazsagtiirdk.

Ismert, hogy a termesztett buzafajtadkba beépitett rezisztenciagének (levélrozsda,
szarrozsda, lisztharmat) tobbsége rokon, tobbnyire vad fajokbol ered, mégis ezek szama
rendkiviil csekély a létezd rezisztens génforrasok szdmahoz viszonyitva. Ennek alapjan
varhatd, hogy a rokon fajok genetikai tartalékainak kiaknazasa a jovében is folytatddni fog. A
faj- és nemzetségkeresztezéssel eldallitott idegen faji transzlokaciok Iétrehozasanak
legnagyobb akadalya, hogy ezeknek az anyagoknak az eldallitasa altalaban évtizedekig tart. A
hibrid eldallitdsa utan tobb éven keresztiil végzett citologiai azonositas sziikséges a mar csak
egy idegen faji kromoszémat hordozo addicidk kivalogatisahoz, majd ismét tobb éves

munkaval lehetséges a mar csak egy kromoszomaszakaszt hordozd transzlokacidok



létrehozasa, azonositasa. Az altaldban haroméves palyazati ciklusokban a tobb éves, akar
évtizedes munka utan varhat6 eredménnyel kecsegtetd kutatdsokra nehéz palyazati forrast
talalni. A felgyorsult publikaciés kényszer sem segiti, hogy ilyen hosszadalmas kisérleti
munkat igényld teriiletet valasszanak a kutatok, igy egyre sziikiil az ezen a teriileten miikodo
csoportok kore, holott a buzanemesités igényli az 01j genetikai forrdsok létrehozasat.

A fajidegen génatvitel ujabb modszere az izolalt gének kozvetlen transzformacioja,
amellyel ez a feladat egy lépésben megoldhat6. A géntranszformacio teriiletén azonban
jelenleg a szlik keresztmetszet a fontos agrondmiai tulajdonsagokért felelds izolalt gének
szama. Pillanatnyilag a géntechnoldgiaval eléallitott alapanyagokkal szemben Eurdpaban,
tobbek kozt Magyarorszagon is tarsadalmi tiltakozas tapasztalhatd, ami id6vel varhatoan
valtozni fog. A géntranszformacié a hagyomanyos keresztezésekkel szemben szélesebb
lehetdségeket nyujt, hiszen az ivarosan nem keresztezhetd fajokbdl is lehetséges lesz a
génatvitel. A szoros rokonsagi viszonyban allé fajok kozt az ivaros keresztezésekkel végzett
génatvitel azonban tovabbra is perspektivikusnak tlinik, mert ezzel a mddszerrel a rokon fajok
szamos vonala kiaknazhatd, nem sziikséges az atvinni kivant gének izolalasa, elegendd a
kivéanatos genotipusok kivalogatésa.

Kisérleteinkben célul tiiztiik ki a buzéaval szoros rokonsagi kapcsolatban alloé fajok
koziil a termesztett arpabol €s a rozsbol, tovabba a vad fajok koziil az Aegilops biuncialis-bol
torténd génatvitelt a buzadba. Az arpabol annak koraisagat, so- és szarazsagtiirését, kedvezd
mindségi paramétereit kivanjuk a buzdba beépiteni. A rozsbol elsésorban 1j, hatékony
betegségrezisztencia gének (levélrozsda, szarrozsda, lisztharmat) atvitele a cél a termesztett
buzafajtakba. Szeretnénk kiakndzni az Ae. biuncialis Vis. jO sO- €s szarazsagtiirését, illetve
betegség-ellenallosagat (levélrozsda, szarrozsda, lisztharmat). A génatvitel megvalositasanak
érdekében eldszor hibrideket, amfidiploidokat, majd addiciés vonalakat hozunk létre. Az
addiciés vonalak felhasznalasaval lehetévé valik, hogy a kedvezd tulajdonsagokért felelds
gének kromoszomalis lokalizacidjat meghatarozzuk. Tervbe vettiilk tovabba rekombinansok,
transzlokaciok eldallitasat, melyek az idegen fajnak mar csak egy kromoszémaszakaszat
hordozzdk. Célunk, hogy a hibridekben és utédaikban az idegen faju kromoszdémakat és
kromoszéma-szegmentumokat a legkorszeriibb molekuldris citogenetikai modszerekkel

mutassuk ki.



1.1. Részletes célkitiizések

1.1.1. Buza X arpa hibridizacio

1.1.1.1. Uj 6szi bliza x 6szi arpa hibridek eléallitasa, amelyek genetikailag l1ényegesen
kiilonboznek a korabban Ausztralidban a Chinese Spring kinai tavaszi buza és a Betzes német
tavaszi arpa, genetikai modell fajtakbol Iétrehozott hibridtdl. A Martonvasari 9 krl buzatorzs
felhasznalasaval hibrid létrehozéasa, amely lehetové teszi, hogy az arpa kromoszomat,
génkomplexumot a magyarorszagi éghajlati viszonyokhoz jol adaptalddott genotipusba
épitsiik be.

1.1.1.2. A hibridek in vitro szaporitasa, a visszakeresztezésekhez nagyszamu novény
eldallitasa.

1.1.1.3. A hibridek és az azokbol in vitro regenerélt utdodok részletes elemzése
molekularis citogenetikai modszerekkel, majd késobb molekularis markerekkel. A hibridek és
utodaik kromoszémaszamanak és 0sszetételének pontos elemzése, azokban az arpa €s a buza
kromoszomak megkiilonboztetése.

1.1.1.4. A buza X arpa hibridek és a regeneransok meidzisdnak I. metafazisdban a
kromoszéma-parosodasok pontos elemzése, annak megallapitasa, hogy az arpa és a buza
kromoszomak péarosodnak-e, azaz lehetséges-e rekombindnsok eldallitisa ebben a
kombinacioban. A szovettenyészetben elszaporitott hibridek meidzisaban annak vizsgalata,
hogy torténtek-e atrendezddések, megvaltozasok a hosszl idén at tart6 in vitro fazisban.

1.1.1.5. A hibridekbdl visszakeresztezésekkel fertilis addicidés vonalak eldallitasa,
melyek a buza mellett mar csak egy par arpa kromoszoémat tartalmaznak. Ezek a vonalak mar
fertilisek, citologiailag stabilak ¢és alkalmasak az egyes arpa kromoszomak hatasanak
vizsgalatara, tovabba kivald kiinduldsi alapanyagai transzlokaciok eldallitasanak az adott
kromoszoémabol.

1.1.1.6. Az addiciés vonalakban az egyes kromoszomak azonositasa in situ
hibridizacioval, repetitiv probak segitségével és molekularis markerekkel.

1.1.1.7. A hibridekbdl transzlokéaciés vonalak kivalogatdsa. A transzlokéacios
kromoszoémakban a buza és az arpa kromoszoéma-szegmentumok azonositdsa in situ
hibridizacidval €s molekularis markerekkel.

1.1.1.8. A buza-arpa transzlokacios vonalak felhasznaldsa az arpa kromoszoémak
fizikai térképezésére.

1.1.1.9. Az addicionalt arpa kromoszémak és a beépiilt arpa kromoszoma-

szegmentumok hatdsanak vizsgalata a kiilonb6z6 morfologiai és agrondmiai tulajdonsagokra.



1.1.2. Idegen faju génatvitel a rozsbdl a buzaba

1.1.2.1. A martonvasari buzafajtdk jelentds tobbségébe is beépiilt 1BL.1RS
transzlokacioban a Petkus rozs kromoszomakar kicserélése egy magyar rozsfajta, a
Lovaszpatonai 1RS karjara. Elsd 1épésként az Mv9 krl buzatorzsbdl és a Lovaszpatonai
rozsbol hibrid, majd oktoploid tritikalé eldallitasa.

1.1.2.2. Az oktoploid tritikdléban a buza és a rozs kromoszoméak azonositasa
genomikus in situ hibridizacioval (GISH).

1.1.2.3. Az Mv9 krl x Lovészpatonai oktoploid tritikdlé megporzasa egy 1BL.1RS
transzlokaciot hordozo buzafajtaval, az Mv Matadorral.

1.1.2.4. Az (Mv9 krl x Lovaszpatonai) X Mv Matador hibrid meidzisaban a
kromoszdéma-parosodasok elemzése in situ hibridizacioval. Az 1RS.1BL transzlokacios
kromoszoma és a Lovaszpatonai rozs kromoszomai kozti parosodasok kimutatésa.

1.1.2.5. Az (Mv9 krl x Lovaszpatonai) x Mv Matador hibridek Ontermékenyitett
utddaiban a Petkus rozs és a Lovaszpatonai rozs kozt rekombindnsok kimutatasa a szekalin
mintazat alapjan.

1.1.2.6. A rekombinansok elszaporitdsa, majd morfoldgiai ¢és agrondmiai

tulajdonsagaik tanulmanyozasa.

1.1.3. Buza x Aegilops biuncialis hibridek, addiciok eléallitasa

1.1.3.1. Buza (Mv9 krl) x Aegilops biuncialis hibridek, amfidiploidok eldallitasa.

1.1.3.2. Buza X Ae. biuncialis amfidiploidok buzaval torténd megporzasaval
monoszomas, majd diszomds addiciéos vonalak eldallitdsa. A  visszakeresztezett
nemzedékekben minden egyes ndvény kromoszomaszamanak meghatarozasa. A kivéalogatott
44 kromoszomaszamu novények kromoszoma-parosodasanak vizsgalata Feulgen modszerrel.

1.1.3.3. Buza/de. biuncialis addicids vonalakban az Ae. biuncialis kromoszomak
azonositasa fluoreszcens in situ hibridizaciéval (FISH), repetitiv DNS probak segitségével a
bliza genom mellett.

1.1.3.4. Buza/de. biuncialis addiciés vonalak morfologiai ¢€s agrondmiai

tulajdonsagainak vizsgalata.



2. IRODALOM

2.1. Idegen faju génatvitel a buzaba

2.1.1. Faj- és nemzetségkeresztezések torténete, fobb gyakorlati eredményei

A kiilonboz6 fajok keresztezése, ezaltal a meglévd fajok kedvezd tulajdonsagait
0tvoz0 hibridek eldallitasa régota foglalkoztatja a kutatokat. Mar az 1700-as években
beszamoltak kiilonb6zé novényfajok kozt végzett tudatos keresztezésekrél, majd a
gabonaf¢lék korében az elsd fajhibrideket az 1800-as években allitottak eld (lasd Belea,
1986). Az els6 buza (Triticum) x tarackblza (Agropyron) és baza (Triticum) % rozs (Secale)
hibridek el6allitdsarél Wilson szdmolt be 1876-ban. Sikeres probalkozéasainak hatdsara a
késébbi évtizedekben intenziv kutatasok kezdddtek mindkét kombinacidoban 1j hibridek
eldallitasanak céljaval. A blza x rozs keresztezések eredményeként ma mar Magyarorszdgon
is kb. 150 ezer hektaron termesztik a tritikalét, amely a fajkeresztezésekbdl szarmazo elso
szintetikus novényfaj (Kiss, 1968). Szintén ebbdl a kombinaciobol ered az 1RS.1BL buza-
rozs transzlokacid, amely ma mar tobb szdz buzafajtdban kimutathaté, igy a vilag
bluzatermesztésében tobb millid6 hektaron jelen van (Bedd ¢és mtsai, 1993). A buza x
tarackbuza keresztezések legszélesebb korben elterjedt eredménye az Lr/9 rozsdarezisztencia
gén atvitele a termesztett blizdba (Sharma €és Knott, 1966), amely kiilonb6z6 orszagokban
szintén szamos buzafajtdban kimutathatdé (Friebe és mtsai, 1996a). Hasznos
rezisztenciagéneket vittek at a buzaval szoros rokonsagban allo 7. timopheevii (Zhuk.) Zhuk.
ssp. timopheevii és ssp. armeniacum (Jakubz.) van Slageren (szinonima ssp. araraticum
Jakubz.) fajokbol és szamos Aegilops fajbol (Ae. umbellulata Zhuk., Ae. ventricosa Tausch,
Ae. speltoides Tausch, Ae. longissima Schwinf. & Muschl.,, 4de. comosa Sm. in Sibth. & Sm.)

is a termesztett buzaba (lasd Friebe és mtsai, 1996a).

2.1.2. Az idegen faju génatvitel kiilonb6z6 maédszerei

Az idegen faji génatvitel a buzaba kétféle modszerrel hajthatdé végre, hagyomanyos
uton faj- ¢és nemzetséghibridekbdl citogenetikai technikdk alkalmazasaval végzett
kromoszéma manipulacidval, vagy az utdbbi évtizedben kidolgozott kdzvetlen géndtvitellel,

genetikai transzformacioval.



2.1.2.1. Kromoszéma manipulacio

A kromoszoma manipuldcioval végzett idegen faji génatvitel elsd 1épése faj- és
nemzetséghibridek létrehozdsa. A buza a rokon fajok jelentds hanyadaval ivarosan
keresztezhet. Buza-Aegilops, buza-rozs, buza-Agropyron hibridek megfeleld koriilmények
kozott elvégzett megporzasokkal 1étrehozhatok (Belea, 1986). Tavolabbi kombinacidk
esetében (pl. Festuca-Lolium, blhza-arpa) célszerli az embriokultira alkalmazéasa (Heszky,
1972 a,b; Shepherd és Islam, 1981; Molnar-Lang és Sutka, 1994).

A hibridekbdl buzaval végzett visszakeresztezésekkel addiciés vonalak allithatok elo,
amelyek az idegen fajnak mar csak egy par kromoszomajat tartalmazzak (O'Mara, 1940).
Buza-idegen faju addicios sorozatokat hoztak létre korabban szamos kombinacidoban (buza-
rozs, buza-arpa, bluza-Agropyron, buza-Aegilops fajok) (Shepherd és Islam, 1988). A buza-
idegen faju addiciés vonalak kivalo kiinduldsi anyagai a tovabbi génatviteli munkdknak,
ezekbdl a vonalakbdl idegen fajii szubsztiticiok, majd transzlokaciok allithatok eld (Gale és
Miller, 1987).

A transzlokaciok létrehozéasanak célja, hogy mar csak az adott tulajdonsagokért felelds
génkomplexumokat vigylik 4t a buzaba. Az idegen faju transzlokaciok Ilétrehozasakor
meghatarozo jelentdségli, hogy az atvinni kivant tulajdonsag olyan fajban taldlhato-e meg,
amely a buzéval homolog genomot tartalmaz, vagy az egy homeolog genomon taldlhatdo meg.
Buzaval homolég genomot tartalmaznak a Triticum monococcum L. (AA), a T. urartu
Tumanian ex Gandilyan (AA), a 7. monococcum L. ssp. aegilopoides (Link) Thell.
(szinonima: 7. boeticum Boiss.) (AA), a T. turgidum L. (AABB) vad és termesztett valtozatai
¢s az Aegilops tauschii Coss. (szinonima Ae. squarrosa, DD). Az ezekkel a fajokkal
létrehozott hibridekben a buza és a rokon faj homoldg genomjai kozt természetes homolog
kromoszéma-parosodas folyaman végbemend crossing over sordn létrejohetnek
rekombinacidk. A buzdval homoldég genomokat tartalmazd fajokat a buza elsddleges
génforrasanak nevezziik (Friebe és mtsai, 1996a).

A blza masodlagos génforrasainak azokat a Triticum és Aegilops fajokat tekintjiik,
amelyeknek legalabb egyik genomja homolog a buzéaval. Ide tartoznak a tetraploid 7.
timopheevii (Zhuk.) Zhuk. ssp. timopheevii €s a ssp. armeniacum (Jakubz.) van Slageren
fajok, tovabba a Sitopsis szekcidba tartoz6 S genommal rendelkezd Aegilops fajok, amelyek a
biza B genomjaval mutatnak hasonlosdgot. Ezekbdl a fajokbdl is mar szadmos

rezisztenciagént vittek at a buzéba (Friebe és mtsai, 1996a).
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A buza harmadlagos génforrdsai korébe azok a fajok tartoznak, amelyek nem
tartalmaznak a buzaval homoldg genomokat. Az ezekkel a fajokkal létrehozott hibridekben
nem varhato a buza és az idegen faji kromoszoémak kozt parosodas, majd rekombinacid, ezért

az ezekbdl a fajokbol tervezett génatvitelhez mas modszerek sziikségesek.

2.1.2.2. Centrikus fazi6 indukalasa

A teljes kromoszomakarok atvitelét eldsegiti, hogy meidzisban az univalensek
centromérandl tornek, és a torott végek egyesiilhetnek (Sears, 1952). A homeolog
rekombinaciok Iétrejottének érdekében az idegen faju addiciés vonalakat buza
monoszoémokkal keresztezik, és az utddok koziil kivalogatjak a 20 buza" + 1 blza' +1 idegen'
kromoszémat hordozé vonalakat, ahol véarhatd a buza és az idegen faji kromoszoéma
parosodasa. A megfeleld monoszomok kivéalogatasaval irdnyithatd, hogy mely kromoszémak
kozt torténjen atépiilés. Lukaszewski (1993) vizsgalatai szerint ezzel a moddszerrel nagy

aranyban allithatok el6 kompenzalo transzlokaciok.

2.1.2.3. Homeolo6g parosodas indukcidja

A buza 5B kromoszémadjan talalhatdo Phl gén kiiktatasadval, SB monoszomakkal illetve
Ph gént nem tartalmazé muténs vonalak felhasznéaldsaval a homeoldg kromoszomak kozott a
parosodas indukalhato, igy a nem homolég kromoszémak kozt transzlokaciok johetnek 1étre.
Az 5B buzakromoszoman a Phl gén hatasidt a nem homolog kromoszémak parosodasara
elészor Riley és munkatarsai (1968) irtak le. A termesztett biiza hexaploid jellege miatt
kialakult egy olyan mechanizmus, amely gatolta, hogy az egymassal homeolog A, B és D
genom kromoszomai meidzisban parosodjanak, azaz ez biztositotta, hogy minden
kromoszoma a sajat homolog parjaval alkosson bivalenst. Ennek a génnek a hidnyaban
megfigyelték, hogy nagy aranyban parosodtak a buza és a vele keresztezett idegen faj
kromoszomai. Gyengébb hatasu Ph2 gént a bluza 3D kromoszoméjan is lokalizaltak (Sears,
1984). A Chinese Spring buzafajtabol allitottak eld eldszor Ph mutans vonalat (Sears, 1977),
amelyet vad fajokkal keresztezve a késdbbiekben idegen faju transzlokdciokat hoztak 1étre.
Az Aegilops speltoides Tausch [szinonima: 7. speltoides (Tausch) Gren. ex K.Richt.] a buza
Ph génjének hatasat elnyomo, szupresszor Ph' gént tartalmaz (Riley és mtsai, 1961). Késébb
ezt a gént sikeresen vitték at a Chinese Spring buzafajtaba és egy Ph' gént hordozo, vad

fajokkal nagyfoki kromoszéma-parosodast mutaté buza vonalat allitottak elé Chen és
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munkatarsai (1994). Indukalt homeoldg parosodas révén vittek at sdrgarozsda rezisztenciat az
Aegilops comosa-bol (Riley ¢€s mtsai, 1968), levélrozsda rezisztenciat az Agropyron
elongatum-bol (Host.) Beauv. (Sears, 1973) és az Aegilops speltoides-bol (Dvorak, 1977) és
szarrozsda rezisztenciat az Ae. speltoides-bdl (Sears és Loegering, 1982). A homeolog
parosodas utjan létrejovo transzlokaciok eldnye, hogy ezaltal kompenzald tipusu atépiilések
jonnek létre, amelyekben az idegen fajbol szarmaz6 kromoszdémaszakasz altaldban potolja a

buzabodl kiesé kromoszdéma-szegmentumot.

2.1.2.4. Transzlokéciok 1étrehozasa kromoszomatorések eldidézésével

A buzaval tavolabbi rokonsagi kapcsolatban allo fajok (Secale, Agropyron, Hordeum,
Haynaldia) kromoszoémai sokszor még a Ph gén hidnydban sem parosodnak a buza
kromoszdémakkal, ezért az ezekbdl a fajokbol torténd génatvitel kivaltasahoz mas mddszerek
sziikségesek. A kromoszomak torését tobbféle uton is elérhetjiik, rontgen sugarzassal, kémiai
mutagénekkel, vagy akar szovettenyésztéssel is (Feldman, 1988; Jauhar és Chibbar, 1999). A
létrejott tort végek ezutdn ujraegyesiilhetnek a bliza kromoszoéma-szegmentumaival. A
moddszer elénye, hogy viszonylag nagy gyakorisaggal allithatok igy eld transzlokaciok,
elérhetd, hogy egy kromoszomakarnal kisebb szakasz épiiljon at, hatranya viszont, hogy
legtobbszor nem kompenzald tipust atépiilések kialakuldsahoz vezet. Rontgensugarzassal
el6szor Searsnek sikertilt (1956) az Aegilops umbellulata levélrozsda rezisztencidjat atvinni a
buzaba. Késébb szamos fontos rezisztenciagént vittek at rokon fajokbol (Agropyron
elongatum, A. intermedium (Host.) Beauv., Secale cereale L.) ezzel a mddszerrel a buzaba
(Knott, 1961; Sharma és Knott, 1966; Wienhues, 1965; Driscoll és Jensen, 1964).

Az utobbi évtizedekben megfigyelték, hogy a szdvettenyészetbdl regeneralt
novényekben kiilonbozé kromoszémaszam és szerkezetbeli megvaltozasok tapasztalhatok
(Larkin és Scowcroft, 1981), amelyek felhaszndlhatok az intergenerikus hibridek
sikeriilt az &rpa sarga torpeség virussal (BYDV) szembeni rezisztenciat atvinni a Thinopyrum
intermedium-bol (szinonima: A. intermedium) Banks és munkatarsainak (1995) a buzéba.
Kiilonb6zé buza-arpa transzlokacidkat allitottak elé Molnar-Lang €s munkatarsai (2000a)
szovettenyészetben regeneralt bliza-arpa hibridek utodaiban.

A kromoszoémak torését kiilonbozd genetikai modszerekkel is kivalthatjuk. Endo
(1988) megfigyelte, hogy buza/degilops cylindrica addiciés vonalak elééllitasa soran az

Aegilops cylindrica Host kromoszomak jelenléte a buza genomban atrendezddéseket és
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delécidkat hoz létre. Késébbiek soran azonositotta, hogy a gametocid gén az Ae. cylindrica
2C kromoszomdjan helyezkedik el (Endo, 1996). Kiilonb6z6 idegen faju addicids vonalakat
az Aegilops cylindrica 2C kromoszomajat tartalmazé addicios vonallal keresztezve szamos 1j
bliza-arpa, bliza-rozs transzlokacidt hoztak létre (Schubert és mtsai, 1998; Friebe és mitsai,

2000a).

2.1.2.5. Kozvetlen idegen faju génatvitel, genetikai transzformacid

A hagyomanyos citogenetikai modszerek mellett az utdbbi évtizedekben olyan uj
modszereket dolgoztak ki, amelyek lehetové teszik, hogy az idegen fajokbol atvinni kivant
tulajdonsagokért felelds géneket izolaljuk, majd kozvetleniil bejuttassuk a novényekbe
(Dudits és Heszky, 2003). A mddszer elénye, hogy csak a kivant tulajdonsagért felelés gén
¢épiil be a novényekbe és a génatvitel egy 1épésben megvalosithatd, nem sziikséges szamos
generaciot felnevelni, valogatni, mint a hagyoméanyos mddszerekkel (Balazs ¢s Dudits, 1999).
Annak ellenére, hogy a genetikai transzformacio tobb tekintetben feltétleniil elonydsebb mint
a klassszikus modszer, mégsem mondhatjuk, hogy olyan gyorsasaggal és mértékben elterjedt,
mint az kordbban varhato volt. Szdmos novényfajbol mar vildgszerte tobb millié hektaron
termesztenek transzgénikus novényeket, a buza transzformaldsa viszont még ma sem valt
rutinnd. A transzgénikus novények elterjedésének Eurdpaban ma az egyik legnagyobb
akadalya a lakossagi tiltakozas a génmodositott (géntechnologidval eldallitott) ndvényekkel
szemben. A mddszer ma mar kidolgozott (génagyuval illetve Agrobacterium-mal végzett
transzformacio) (Pauk és mtsai, 1998, 2003), mégis szdmos kérdés vetddik fel. Nem
iranyithatd pontosan a gén beépiilésének helye, példanyszama. Nem ismert teljes mértékben,
hogy a bejuttatott gén hogyan miikodik, illetve miért nem mikodik esetleg egy-két
generacioval késobb. Agrondmiailag fontos tulajdonsagokat meghatarozé géneket a buzabol
még kiilondsen keveset izolaltak, igy korldtozott a megfeleld tulajdonsagokért felelds,
elérhetd hasznos izolalt gének szama. A felvetett kérdések miatt a géntechnologiai
kutatasokkal parhuzamosan ma is indokolt a tobb szdz éves multra visszatekintd faj- és
nemzetségkeresztezések folytatdsa, természetesen a legutobbi molekularis genetikai ¢és
citogenetikai technikakkal kombinalva, hiszen a buzéaval ivarosan keresztezhetd rokon fajok
hatalmas géntartalékot jelentenek a nemesitok szamara, és ennek jelentds tobbsége még

kiaknazatlan.

13



2.2. Buza x arpa hibridek eléallitasa, buza/arpa addicios vonalak és transzlokaciok

létrehozasa

2.2.1. Buza x arpa hibridek eloallitasa

A blza és az arpa, két fontos termesztett gabonafélénk keresztezésével lehetové
valhatna az 0Oszi arpa koraisaganak, kedvezO0 aminosav Osszetételének, a talaj magas
sotartalmédval szembeni tolerancidjanak, szarazsagtiirésének, jO bokrosodasi képességének
beépitése a buzaba. Ellenkezd iranyban, a buza szarerdsségének, télallosaganak atvitele az
arpaba még nagyobb kihivasnak tlinik. A két faj hibridizalasara mar a XX. szazad kezdetén is
torténtek kisérletek, azonban az elsd bizonyitottan sikeres keresztezésrdl csak 1973-ban
szamolt be Kruse dan kutat6. Eredményes munkdjanak hatasara tobb orszagban is kisérletek
kezdddtek tovabbi 1j hibridek, majd utodok létrehozasara. Viszonylag nagyobb gyakorisaggal
lehetett hibrideket 1étrehozni, ha anyai partnerként az arpat hasznaltik fel (Islam és Shepherd,
1990). Arpa x btiza hibrideket hoztak létre szamos kombinacioban Islam és munkatarsai
(1975), Fedak (1977), Thomas és munkatarsai (1977), Mujeeb-Kazi (1981), Clauss (1980),
Shumny és munkatarsai (1981), Wojciechowska (1985), Langné Molnar és munkatarsai
(1985). Tizennyolc arpafajta és tizendt buzafajta keresztezése sordn a legmagasabb
szemkotést a Chinese Spring blizafajta és a Betzes, illetve a Ketch arpafajtak kombinalasaval
érték el. A szemkotést Islam és munkatarsai (1975) 15,4%-nak talaltak, ezzel szemben Fedak
(1980) 49%-0s szemkotésrol szamolt be, bar az utébbi szerzonek csak a kapott szemek 2%-
abol sikeriilt novényeket felnevelni. A hibrid ndvényeket minden esetben embriokultura
alkalmazasaval nevelték fel, hiszen ebben a kombindcidban az embriok endospermium
hidnydban a kaldszban hagyva elpusztulnanak (Islam ¢és Shepherd, 1990). Kiilonb6z6
nemzetségek keresztezésekor célravezetdé az embridkultura alkalmazasa (Rédei, 1955;
Heszky, 1972 a,b). Az arpa-blza hibridek teljes foku himsterilitdst mutattak, de buzaval valo
visszakeresztezésssel BC; majd BC, novényeket Aallitottak elé beldlik. Az elso
visszakeresztezéskor a szemkotés mértéke nagyon kismértékd (0.5 - 1,2 szem/kalasz) volt
(Islam és Shepherd, 1990). A BC, ndvényeken megfigyelt pistilloidia (a portokokbdl is a
termOhoz hasonld képzédmények keletkeznek) miatt az utdodok a tobbszori visszakeresztezés
ellenére is sterilek maradtak, azaz ezen a vonalon nem lehetett fertilis addiciés vonalakat
eléallitani. A pistilloidia kikiiszobolésének érdekében megkezdték a reciprok, buza x arpa
hibridek [étrehozasat, amelyekben a buzat hasznaltdk anyai partnerként, és az arpat

beporzoként. Sokkal kevesebb kombinacioban és sokkal kevesebb laboratoriumban sikeriilt

14



buiza-arpa hibrideket 1étrehozni gy, ha a buza volt az anyai partner (Islam és Shepherd, 1990;
Fedak, 1980; Wojciechowska ¢és Pudelska, 1993; Molnar-Lang €és Sutka, 1994; Molnar-Lang
¢s mtsai, 2000b; Jauhar, 1995; Taketa és mtsai, 1998). Islam és munkatérsai (1978, 1981) azt
tapasztaltdk, hogy ebben az irdnyban is a Chinese Spring buza ¢és a Betzes arpa
keresztezésekor kaptak a legnagyobb szemkdotést, ellenben ez minddssze 1,3% volt a reciprok
kombinacioban tapasztalt 15,4%-al szemben. Sajat kisérleteinkben a Chinese Spring buza ¢s a
Betzes arpa keresztezésekor fitotronban, optimalis feltételek mellett 3,3%-0s szemkdotést
értiink el (Molnar-Lang és Sutka, 1994). A Martonvasari 50 arpafajta és a Chinese Spring
tavaszi buza keresztez€sébdl, ha az arpat hasznéltuk anyai partnerként tobb hibridnovényt
allitottunk eld. Ezzel szemben a reciprok kombinacidban, bar nagyon kismértékii szemkotést
tapasztaltunk (0,18%), hibrid névényt felnevelni mar nem tudtunk (Molnar-Lang és Sutka,
1994) Az elsd buza-arpa hibridek 1étrehozéasa utan viszonylag rovid id6 utan beszamoltak az
els6 buza/arpa (Chinese Spring tavaszi buza/Betzes tavaszi arpa) addicids vonal eldallitasarol
(Islam és mtsai, 1978, 1981). Ezt az addicios sorozatot a megfeleld6 monoszom vonalakkal
keresztezve szubsztitiiciokat hoztak 1étre az 1H és a 2H kromoszémdk kivételével Islam és
Shepherd (1992b, 1995) és Ya-Ping €s munkatarsai ( 2003).

Sorozatos probalkozasok ellenére is nehezen tudtdk bdviteni a keresztezésekbe
sikeresen bevonhato genotipusok korét, kevés agronomiailag is fontos genotipussal hoztak
létre 0j hibrideket (Wojciechowska és Pudelska, 1993; Jauhar, 1995; Taketa és mtsai, 1998).
A létrehozott uj hibridek jelentés hanyadan nem sikeriilt BC, szemeket eléallitani, igy az
eléallitott 1) kombinaciokbdl nem sziilettek fertilis utdédok (Wojciechowska és Pudelska,
1993; Jauhar, 1995). A hibrid-eléallitas hatékonysagat jelentdsen novelték Koba és
munkatarsai (1991), akik a hibridek eldallitdsahoz a buza x kukorica keresztezésekben mar
bevalt 2,4 D kezelést alkalmaztak. Tobb japan buzafajtat is bevontak a keresztezésekbe,
amelyek koziil a Norin 12, a Norin 61 és a Shinchunaga a Chinese Spring kinai buzafajtanal
nagyobb szemkotést adtak a Betzes arpafajtaval megporozva. A legnagyobb szemkdotést
(8,25%) a Norin 12 x Betzes kombindcidban tapasztaltak. Embridkultara alkalmazasaval az
embriok tobbségébdl tudtak ndvényt regenerdlni (Koba és mitsai, 1991). A Shinchunaga
buzafajta ¢s a Nyugoruden arpafajta kombindciojabol SH és 6H arpa kromoszomakat
tartalmaz6 addicidés vonalakat hoztak 1étre és eldallitottak olyan transzlokdcids vonalakat,
amelyek a 42 buza kromoszéma mellett SHS.SBL transzlokéacidos kromoszomapart
tartalmaztak (Koba és mtsai, 1997).

A Chinese Spring/Betzes addicios sorozat eldallitdsa 6ta minddssze a Shinchunaga

buzafajta és a Nyugoruden arpafajta kombinacidjabol az SH ¢és 6H arpa kromoszomakat
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tartalmaz6 addiciés vonalak létrehozéasar6l szamoltak be, de nem allitottak eld gyakorlati
szempontbdl jelentds eurdpai biiza- és arpafajtakkal 1) addicids sorozatokat, amelyek az egyes
agrondémiai tulajdonsagok tanulméanyozéasara felhasznalhatok lennének. Ezzel szemben
buza/rozs addicids vonalak szamos fajtakombinacidban a kisérletez6k rendelkezésére allnak

(Shepherd és Islam, 1988).

2.2.2. Mas Hordeum fajokkal eléallitott hibridek

A termesztett hexaploid baza (Triticum aestivum L.) és a termesztett arpa (Hordeum
vulgare L.) mellett mas Triticum ¢és Hordeum fajok kozt is hoztak 1étre hibrideket, amelyek
koziil a legeredményesebbnek mondhaté a Triticum turgidum L. ssp. durum (Desf.) Husn.
(szinonima: 7. durum) és a Hordeum chilense Roem. et Schulz.. keresztezésébdl eldallitott
hexaploid tritordeum (Martin és Sanchez-Monge Laguna, 1980, 1982). Korabban a Hordeum
chilense-t a hexaploid Triticum aestivum-mal megporozva Martin és Chapman (1977) F,
hibridet hoztak létre, amelynek kolchicin-kezelésével részlegesen fertilis amfidiploidot
allitottak eld (Chapman és Miller, 1978). Az amfidiploidot buzaval visszakeresztezve buza/H.
chilense addici6s vonalakat hoztak 1étre Miller és munkatarsai (1981). A Hordeum chilense-t
a késobbiekben Triticum durum-mal megporozva hibridet, majd kolchicinnel kezelve 42
kromoszomaszamu fertilis amfidiploidokat allitottak el6 (Martin €s Sanchez-Monge Laguna,
1980, 1982). Miutan az 0j amfidiploid az elsddleges tritikdlénal kevesebb meiotikus
kromoszdma-parosodasi rendellenességet ¢s fertilitdsi zavart mutatott, feltételezték, hogy az a
tritikdléhoz hasonléan Uj novényfajként a termesztésbe bevonhatd, és tritordeumnak nevezték
el. A hexaploid tritordeum fehérjetartalmat 19 és 24% kozt tapasztaltdk (Martin és Cubero,
1981), ezért a késObbiekben szamos vizsgalatban részletesen tanulmdnyoztak ennek az 1j
fajnak a mindségi paramétereit.

A tritordeum részletes szantofoldi vizsgalata sordn, 6-7 évi ontermékenyitési ciklus
utan megallapitottdk, hogy az 1) faj termése 20-40%-a a termesztett buzaénak, de
fehérjetartalma a szérazanyag 17,6-25,2%-a is lehet (Cubero és mtsai, 1986). Egyéb mindségi
paraméterei (rost, lignin, cellul6z és hemicelluloz tartalma €s aminosav dsszetétele) hasonldak
voltak a termesztett buza¢hoz. A citoldgiai vizsgalatok soran kezdetben az 0j faj
kromoszomaszamat ¢és kromoszoma-parosodasat vizsgaltak Feulgen modszerrel, melynek
soran nagyfoki kromoszéma stabilitast allapitottak meg (Martin és Cubero, 1981). A
késobbiek soran C-savozassal (Fernandez ¢és mtsai, 1985) és fluoreszcens in situ

hibridizacioval (FISH), repetitiv DNS szekvencidk segitségével tanulmanyoztdk a Hordeum
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chilense kromoszomakat (Cabrera és mtsai, 1995). Az Aegilops squarrosa-bol (szinonima Ae.
tauschii Coss.) izoladlt pAsl DNS klénnal végzett hibridizacid soran a H. chilense
kromoszomakon a biza D kromoszomaihoz hasonld hibridizacidos mintazatot kaptak, a
kromoszoémak telomérain erds hibridizacios jeleket tapasztaltak. Ezzel a probaval a Hordeum
vulgare kromoszoémak nem azonosithatok, ez a proba az arpan szort jelet ad (Schneider,
2001). A C-savozés soran kapott hibridizdcidos mintdzat inkabb a buza kromoszomaihoz
hasonlo, a H. chilense kromoszomakon erds teloméras savok lathatok, ezzel szemben a H.
vulgare kromoszomain C-savozaskor a centroméra kozelében kapunk intersticidlis sdvokat
(Cabrera és mtsai, 1995). A molekularis citogenetikai vizsgalatok szerint a H. chilense
genetikailag tavol all a termesztett arpatdl. A Hordeum fajok rendszerezésérdl szamos
tanulmany jelent meg (Love, 1982, 1984; Dewey, 1984; Szabd, 2004). Koradbban a
morfologiai megfigyelések alapjan, majd az eldallitott interspecifikus hibridek kromoszoéma-
parosodasi adatai szerint, késébb pedig a molekularis genetikai vizsgalatokbol levont
kovetkeztetések alapjan rendszerezteék a Hordeum fajokat. Bothmer és munkatarsai (1986,
1987) a kromoszoma-parosodasi vizsgalatok alapjan a Hordeum fajokat négy alapgenomba
soroljak (I, Y, X és H). A késébbi molekularis genetikai vizsgalatok alatdmasztottdk ezt a
rendszerezést (Svitashev és mtsai, 1994), miszerint I genommal rendelkezik a H. vulgare és a
H. bulbosum L. , Y genommal a H. murinum L., a H genommal rendelkezd fajok koz¢ tartozik
tobbek kozt a H. chilense és X genomja van a H. marinum Huds.-nak. A rendszerezés alapjan
is egymastol viszonylag tavol all a H. vulgare és a H. chilense.

A tritordeum agrondmiai tulajdonsagainak javitasa érdekében tovabbi keresztezéseket
végeztek elsOsorban tritikdléval, majd az utdédokat kiilonbozd citogenetikai mddszerekkel
elemezték (Fernandez-Escobar és Martin, 1985; Lima-Brito és mtsai, 1996). FISH-sel az
utddokban a H. chilense és a rozs kromoszémakat is azonositani tudtdk (Lima-Brito és mtsai,
1996). A hexaploid tritordeumot keresztezték H. vulgare-val is, az F, hibrid kolchicin
kezelésével eldallitott amfidiploid azonban sterilnek bizonyult (Martin és mtsai, 1995). A
amelyeket késObb tenyészkerti kisérletekben is tanulmanyoztak (Hernandez és mtsai, 2001).
A Hordeum chilense-n kiviil a kdvetkezd Hordeum fajokat hibridizaltdk a buzaval:

- H. spontaneum [szinonima: H. vulgare ssp. spontaneum (C. Koch) Thell] (Islam és
Shepherd, 1990; Taketa és mtsai, 1995),

- H. bulbosum L. (Barclay, 1975; Blanco és mtsai, 1986),

- H. bogdanii Wil. (Kimber és Sallee, 1976),

- H. pussillum Nutt (Finch és Bennett, 1980),
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- H. geniculatum All. (Clauss, 1983),

-H. pubiflorum Hook.f. (Fedak, 1983),

-H. californicum Covas & Stebbins [szinonima: Hordeum brachyantherum Nevski ssp.
californicum (Covas & Stebbins)] (Gupta és Fedak, 1985),

-H. marinum Huds. (Jiang ¢és Dajun, 1987)

-H. depressum (Scribn. & Smith) Rydb. (Jiang €s Dajun, 1987).

2.2.3. A buza x arpa hibridek in vitro szaporitasa

A steril faj- és nemzetséghibridek fenntartasdnak €s elszaporitasdnak egyik modja a
hibridek vegetativ uton, szdvettenyészetben - in vitro - torténd elkalluszositasa. A tavoli
keresztezésekben létrehozott faj- és nemzetséghibridek sokszor nemcsak himsterilek, de
noéfertilitdsuk is olyan kismértékili, hogy az egyik sziildvel megporozva is csak rendkiviil
kismértékben kotnek szemet. A szdvettenyészet lehetdséget nyujt a kis gyakorisaggal
eldallithatd hibridek elszaporitasara, igy a tovabbi visszakeresztezésekhez megfeleld szami
utéd eldallitdsara. A gabonafélék korében eldéllitott faj- €s nemzetséghibridek in vitro
szaporitasarol tobb hibridkombinacidban is beszamoltak: arpa x rozs - Shumny és Pershina
1979; Pennisetum americanum (L.) K. Schum. x P. purpureum Schumach - Vasil és Vasil,
1981; blza x rozs hibridek - Armstrong és mtsai, 1983, Doré és mtsai, 1988; bliza-Agropyron
hibridek — Sharma és mtsai, 1984; Bai ¢és Knott, 1993; Elymus canadensis L. X
Psathyrostachys juncea (Fisch.) Nevski - Park és mtsai, 1990. Az utédok citologiai vizsgalata
soran minden esetben eltéréseket figyeltek meg a kiinduldsi hibridekhez képest.
Megéllapitottak, hogy a ndvények in vitro szaporitisa folyaman megfigyelt szomaklonalis
variabilitds (Larkin és Scowcroft, 1981) a faj- és nemzetséghibridek szovettenyészetben vald
fenntartdsa soran hasznos atrendezddéseket eredményezhet. Sikeresen allitottak eld F,
hibridekbdl megduplazodott kromoszémaszdmi amfidiploidokat (Doré és mtsai, 1988, Ter
Kuile és mtsai, 1988), figyeltek meg transzlokéaciokat (Sharma és mtsai, 1984), illetve
esetenként a fertilitas megnovekedését tapasztaltak a regeneransokon (Sharma és mtsai, 1984;
Fedak és Grainger, 1986; Molnar-Lang és mtsai, 1991).

Buza-arpa hibrideket szovettenyészetben szaporitottak el Pershina és Shumny (1981),
Chu és munkatarsai (1984), Junming és munkatarsai (1985), Galiba és munkatarsai (1986),
Surikov és Kissel (1988), Koba és munkatarsai (1988). A regeneransok részletes citoldgiai

analizisérdl Junming és munkatarsai (1985), Shimada és munkatérsai (1987) és Molnar-Lang
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¢s munkatarsai (1991) szamolnak be. Junming és munkatérsai (1985) és Koba és munkatarsai
(1988) 1s a kiindulasi hibridtél (28) eltér6 kromoszomaszadmot figyeltek meg egyes
regeneransokban (21-27) és mindnyéjan beszamoltak amfidiploid sejtek eléfordulasarol is. A
telocentrikus kromoszémak megjelenése a regeneransokban tobb kisérletben is megfigyelhetd
volt (Junming ¢és mtsai, 1985; Koba és mtsai, 1988; Molnar-Lang és mtsai, 1991). A
regenerans hibridek meidzisdnak részletes elemzését végezték el Molnar-Lang és munkatérsai
(1991), akik megallapitottdk, hogy nétt a homeoldég kromoszoéma-parosodasok szama.
Hasonlo kovetkeztetésre jutott Dahleen (1999) is arpa x vadrozs hibridek szovettenyészetben

regeneralt utoddain is.

2.2.4. A kromoszomak parosodasa a biza x arpa hibridekben

A hibridek kromoszomaszamat altaldban mitozisban, a hibridek o0szt6do
gyokércsticsaibol késziilt prepardtumokon allapitjadk meg. A kromoszémaszam ellendrizhetd
még a felnevelt hibridek fejlodo kalaszaibol kiemelt portokokbol késziilt preparatumokon, a
pollenanyasejtek meidzisanak I. metafidzisdban is. A meidzis elemzése soran raadasul
nemcsak a kromoszdmaszam hatarozhaté meg, hanem vizsgélhatjuk a hibridekben az idegen
kromoszomak kozt esetlegesen el6forduld parosodast is, amelybdl a sziilOpartnerek kozt
fennallo rokonsagi viszonyokra is kovetkeztethetiink. A homolog genomok kromoszémai
egymassal parosodnak, mig a tavoli rokonsagi kapcsolatban 4ll6 homeoldég genomok
kromoszdmai egymassal altaldban nem parosodnak.

Buza x arpa hibridek meidzisdban zomében 28 univalens kromoszomat figyelt meg
Islam és Shepherd (1980), bar néhany sejtben a kromoszémak parosodasa is megfigyelhetd
volt, atlagosan 0,7 bivalens fordult elé egy pollenanyasejtben. Ennél nagyobb mértékii
kromoszdma-parosodast tapasztalt Fedak (1977) arpa x btiza hibridek mei6zisaban, amelynek
kovetkezményeként a hibridekben a pollenanyasejtenkénti kiazmdk szdma 1,82 volt. Ez
mindenképpen magasabb, mint amennyit a biiza haploidokban kordbban tapasztaltak (Riley és
Law, 1965), igy feltehetd, hogy az arpa és a buza kromoszomak is parosodnak. A két tavoli
nemzetség kromoszomai kozt megfigyelhetdé homeoldg parosoddsra Fedak 1977-ben a
Nature-ben hivta fel a figyelmet, és az akkori modszerek ismeretében javasolta ennek
ellenérzését Giemsa technikaval. Késobbiekben Jauhar (1995) a Luther arpafajtaval
létrehozott buza x arpa hibridekben a kiazmak szdmat 2,16-6,72 kozott allapitotta meg.
Adataibdl feltehetd volt a buza és az arpa kromoszoémak kozti parosodds, de miutan Feulgen

modszerrel elemezte a meidzisban a kromoszémakat, igy az egyes kromoszomakat nem tudta
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azonositani. Sajnos a hibridekbdl eléallitott két BC, novény kitiltetés utan elpusztult. A
Chinese Spring ph mutanssal eldéallitott buza x darpa hibridekben pollenanyasejtenként
atlagosan 5,03-6,63 bivalens volt megfigyelhetd, ezenkiviil kismértékben trivalenseket €s
quadrivalenseket is megfigyeltek (Sethi és mtsai, 1986), azonban ebben az esetben sem
lehetett egyértelmiien bizonyitani a buza és az arpa kromoszoémak parosodéasat. Tobb arpa x
blza hibridkombinacidban részletes meidzis elemzést végzett Wojciechowska (1985), aki a
kiazmak szamat a 28 kromoszdémaszamu hibridsejtekben 1,17-1,98-nak talélta.

A buza és az arpa kromoszoémak parosoddsanak kimutatdsara Islam és Shepherd
(1988) dolgozott ki eloszor megfeleld modszert. Diteloszémas buza/arpa addicids vonalakat
kereszteztek Ph szupresszor gént hordozo Ae. speltoides-sel. Bliza monoszémas hattérben
haromszoros monoszoémas addicidés vonalakat hoztak 1étre, amelyek koziil az egyik a 19
bivalens bliiza kromoszéma mellett tartalmazott 1 db 5B ph mutdns kromoszomat, egy 3HL
arpa kromoszomakart és egy 3A buzakromoszomat. Egy masik vonalban az 5B ph mutans
mellett egy 6HS és egy 6B kromoszoma volt jelen. Vizsgaltdk a morfologiailag jol
megkiilonboztethetd telocentrikus arpa kromoszémak parosodasat a buiza kromoszomakkal.
Hat kiilonb6z6 arpa telocentrikus kromoszéma parosodasat vizsgaltak (2HS, 4HS, 4HL, SHL,
6HS, 7HL) az Ae. speltoidessel végzett keresztezésekben. A telocentrikus ¢és nem
telocentrikus kromoszémak kozt a parosodas a pollenanyasejtek 1,2-4,5%-aban fordult eld. A
haromszoros monoszomas addicids vonalakban, a 3HS és a 6HS arpa kromoszdémakart
tartalmazd ndvényekben a parosodas csak a sejtek 0,3-0,7%-aban fordult eld. Kisérletiikkel
bizonyitottdk, hogy az egymassal genetikailag tavoli rokonsagi kapcsolatban all6 buza és arpa
kromoszomak egymassal parosodhatnak, azaz rekombinéaciok johetnek létre.

Buza x arpa hibridek meiotikus instabilitdsara szamos kutato felhivta a figyelmet, azaz
a meidzisban zOomében tapasztalhatdé 28 kromoszoma mellett hypo- ¢és hyperploid
kromszomaszamu sejtek is eléfordulnak (Fedak, 1980; Mujeeb-Kazi és Rodriguez, 1983;
Islam és Shepherd, 1980; Wojciechowska, 1985). A meiozis soran Islam €s Shepherd (1980)
megfigyelték, hogy egyes sejtekben a kromoszémaszam megduplazddasa tapasztalhato
(restitution nuclei). A hibridek meidzisanak I. metafazisaban az univalens kromoszomak az
equatoridlis sikban gylilnek 0ssze ¢és sok sejtben ahelyett, hogy az anafazis I-ben a
kromoszomak a két polus felé vandorolnanak, a kromoszomak egy kromatintomeget
képeznek, egyiitt maradnak, azaz megdupldzodott kromoszomaszamu sejtek jonnek létre.
Azonban ezekben a sejtekben sokszor nem megy végbe a meidzis masodik szakasza, igy
mégsem alakulnak ki teljes kromoszomaszamu mikrospordk, amelyek helyreéllithatndk a

hibridek fertilitasat (Islam és Shepherd, 1980). Feltehetd, hogy azok a petesejtek, amelyek
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megtermékenyiilése révén a hibridek visszakeresztezésekor mégis kapunk szemet, a
megduplazodott kromoszomaszami megasporakbol jottek 1étre. Buza x arpa hibridek
meiodzisat genomikus in situ hibridizacioval (GISH) vizsgalva Molnar-Lang €s munkatarsai
(2000b) a kiazmak szdmat Mv9 krl x Igri és Asakaze komugi X Manasz kombinacidkban
1,59-nek tapasztaltdk. Ugyanezen hibridek szovettenyészetben elszaporitott utédaiban a
kiazmak szdma 4,72-re ¢és 2,67-re ndtt az egyes kombinaciokban. GISH-sel egyértelmiien
bizonyitottdk a buza ¢és az arpa kromoszomak parosodasat, melynek kovetkeztében az

utddokban rekombinacidk varhatok a két genom kozt.

2.2.5. Buza/arpa rekombinaciok, transzlokaciok eléallitasa

A buza és az arpa keresztezésébdl els6ként Islam és Shepherd (1992a) hoztak 1étre
rekombinacidkat. Hairomszoros monoszémas addicidkat allitottak eld btiza/arpa diteloszomas
szubsztitucios vonalak Chinese Spring ph mutanssal végzett keresztezésébdl. A haromszoros
monoszomas addiciok a 19 buza kromoszdémapar mellett tartalmaztak egy arpa telocentrikus
kromoszémat, egy azzal homeoldg buza kromoszomat és egy 5B ph mutans kromoszomat.
Ezzel a modszerrel a hdromszoros monoszomas addiciok utodai koziil 6 darab 6HL és 6 darab
3HL kromoszdéma-szegmentumot hordozd buza/arpa rekombinaciot allitottak eld. A
rekombinaciok meglétét izoenzim vizsgalatokkal bizonyitottak, az utddok hordoztak a 6A ¢és a
6H, illetve a 3A ¢és a 3H kromoszoman lokalizalt izoenzimeket is. Szintén a ph mutans gén
hatasat felhasznalva hoztak létre rekombinacidkat Sherman €s munkatarsai (2001) az Islam és
munkatarsai (1981) altal eldallitott 4H €s SH buza/arpa addicios vonalakbdl. A rekombinécidok
1étrejottét PCR alapti molekularis markerekkel igazoltak.

Buza-arpa transzlokaciok el6fordulasait GISH-sel eldszor Schwarzacher ¢és
munkatdrsai mutattdk ki 1992-ben. A transzlokécios vonalat Islam és Shepherd allitottak el
(nem publikalt adat) és izoenzim vizsgalatokkal bizonyitottak, hogy ebben a vonalban a 4HL
arpa kromoszomakarnak legalabb az arpa 3-amilaz izoenzimet kodold gént hordozé szakasza
beépiilt. A GISH vizsgalat kimutatta, hogy a transzlokicidos vonalban a teljes 4HL
kromoszdémakar jelen van, azaz centrikus fizi6 jott 1étre a bliza és az arpa kozt. Spontan
transzlokaciok 1étrejottét figyelték meg a Shinchunaga buza és a Nyugoruden arpa
keresztezésébdl szarmazo utédokban Koba ¢s munkatarsai (1997). A transzlokacios
kromoszémat C-savozassal azonositottdk, és a korabbi elnevezés szerint megallapitottak,
hogy az az arpa 7-es kromoszomdjanak rovid karja és a buza 5B kromoszoma hosszu karja

kozt jott 1étre. Az arpa kromoszémak késobbi atnevezése soran, a buzaval valdo homeologia

21



alapjan a régi 7-es kromoszoéma az 5H nevet kapta (Linde-Laursen és mtsai, 1997), igy
valojaban homeolog transzlokacio jott 1étre.

Schubert ¢és munkatarsai (1998) az Aegilops cylindrica 2C kromoszomajanak
gametocid hatdsat kihasznalva allitottak eld buza-arpa transzlokaciokat buza/arpa diszoOmas
addicioés vonalakbol. A 7H buza/arpa addiciés vonalat a 2C buza/Ae. cylindrica addicids
vonallal keresztezték, majd a kétféle idegen faji kromoszomat tartalmaz6 vonalat
ontermékenyitették. Az utdodok koziil arpa delécidkat €s bliza-arpa transzlokaciokat tartalmazo
vonalakat valogattak ki. Tobb mint tiz 7H 4rpa kromoszéma-szegmentumot hordozd
transzlokacids vonalat allitottak eld. Az arpa kromoszéma-szegmentumok beépiilését GISH-
sel és repetitiv proba segitségével (HvTO01) végzett FISH-sel mutattdk ki. Az eldallitott 7H
delécios ¢€s transzlokacids vonalakat felhasznaltdk a 7H arpa kromoszéma fizikai
térképezésére (Serizawa ¢és mtsai, 2001). Molnar-Lang ¢és munkatarsai (2000a)
szOvettenyészetben regeneralt buza-arpa hibridekbdl allitottak el transzlokaciokat, amelyet
GISH-sel mutattak ki. A kivalogatott homozigota transzlokacidés vonalakban az arpa
kromoszoma- szegmentumok eredetét molekularis markerekkel hataroztdk meg (D. Nagy és
mtsai, 2002). A transzlokaciés vonalakba az 1H, a 3H, a 4H és az 5H kromoszomak
kiilonbozé méretli szegmentumai épiiltek be. A transzlokacids vonalakat felhasznaltak az arpa

kromoszomakon korabban lokalizalt mikroszatellit markerek fizikai térképezésére is.

2.3. Idegen faju génatvitel a rozsbol a buzaba

2.3.1. Buza X rozs hibridek, tritikalé eloallitasa

A rozs a termesztett gabonafélék koziil, a buzaval legszorosabb rokonsagi
kapcsolatban all6 faj, ezért mar régdta torekednek a kutatok a buza és a rozs keresztezésébol
kedvezd tulajdonsagokkal rendelkezd utodok eldéllitasara. A rozs a talajjal szemben
igénytelen, jO szarazsagtlird és a betegségekkel szemben altalaban ellenalld faj. Az els6
keresztezések célja volt a bliza és a rozs elény0s tulajdonsagainak 6tvozése egy Uj fajban.

Az 1876-ban bemutatott elsd steril buza X rozs hibridek (Wilson, 1876) megsziiletése
utdn tizenot évvel Rimpau (1891) mar termékeny hibridek 1étrehozéasardl szamolt be. Csak
joval késobb, az 1930-as években fedezték fel sikerének titkat, hogy a fertilis hibridben
végbement a kromoszomak szdménak spontdn megkett6z0dése, azaz véletleniil oktoploid
amfidiploidot allitott el6 (lasd Kiss, 1968). A kolchicin poliploidizald hatdsanak

felfedezésével intenziv oktoploid tritikdlé nemesités kezdddott az 1930-as években
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(Miintzing, 1939). Miutan az oktoploid tritikdlék nem valtottdk be a hozzajuk flizott
reményeket, az 1960-as években a kutatok a hexaploid tritikalék eldallitdsara koncentraltak
(lasd, Sutka, 2004; Kiss, 1968). Hazdnkban Kiss ¢és Rédei (1952) munkajanak eredményeként
szliletett meg az elsd termékeny oktoploid ¢és hexaploid tritikdlé. A létrehozott
kombinaciokbdl allitottak el az elsé hexaploid tritikalé fajtdkat (Kiss, 1968), amelyek nagy
nemzetkdzi elismerést valtottak ki, és szamos kiilfoldi tritikdlé nemesitési programban
felhasznaltak. A tritikdlé nemesités eredményeként ma mar hazankban is kb. 150 ezer

hektaron termesztenek tritikalé fajtakat.

2.3.2. Buza/rozs addicios vonalak

Buza/rozs addiciés vonalakat elséként O'Mara (1940) allitott el6. Modszerének
lényege, hogy az F, hibridbdl kolchicin kezeléssel amfidiploidot allit eld, amelyet
visszakeresztez buzaval. Az amfidiploidok btuzaval valo visszakeresztezése utan elsd 1épésben
49 kromoszomaszamu BC, névények varhatok, amelyek a 42 blza kromoszoma mellett a rozs
teljes haploid kromoszémakészletét tartalmazzék. Tovabbi visszakeresztezések sordn a rozs
kromoszémak szdma redukalodik, és mar a mésodik visszakeresztezés utan is kivalogathatok
monoszOomas addicidés vonalak, amelyek a buza genom mellett mar csak egy rozs
kromoszomat tartalmaznak. A monoszomas addiciok Ontermékenyitése utan diszomas
addiciok keletkezhetnek, amennyiben az idegen (rozs) kromoszéma a petesejten és a
himivarsejten keresztiil is atadodik. A diszémas addicidés vonalak 1étrejottének az ardnya a
monoszOomas addicidos vonalakbol sokkal kisebb, mint arra a mendeli torvények alapjan
szamitani lehetne, miutan az idegen kromoszoémat hordozé himivarsejtek kevésbé
kompetitivek, mint a normal kromoszémaszamu gamétak. Altalaban a diszomas addicios
vonalak eléforduldsa a monoszémas addicids vonalak utddai kozt 3-4%, de ez fajonként és
kromoszomankeént is valtozik. A buza-idegen faju addicios vonalak kivald kiindulasi anyagai
a tovabbi génatviteli munkdknak, ezekbdl a vonalakbol idegen faji szubsztitiiciok, majd
transzlokaciok allithatok eld (Gale és Miller, 1987). A modszer kidolgozdsa utan szamos
fajtakombinécioban allitottak eld buza-rozs diszomas addicids vonalakat:

Chinese Spring- Imperial (Driscoll és Sears, 1971)

Holdfast- King II, (Riley és Chapman, 1958)

Chinese Spring-King II (Miller nem publikalt adat, l4sd Shepherd és Islam 1988)
Kharkov-Dakold (Evans és Jenkins, 1960)
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A teljes sorozatok mellett kiilonb6z6 rozsfajtak egyes kromoszomait is addicionaltdk egy-egy
buza genotipushoz:

Chinese Spring - Rosen (2RL) (Driscoll és Jensen, 1963)

Chinese Spring - Petkus (1R) (Lelley nem publikalt adat, l4sd Shepherd és Islam 1988)
Chinese Spring -. Emery (5R) (Chang és mtsai, 1973)

Chinese Spring - Florida Black (5R) (Chang és mtsai, 1973)

Chinese Spring - Gator (5R) (Chang és mtsai, 1973)

Chinese Spring - Prolific (5R) (Chang és mtsai, 1973)

Chinese Spring - Merced (5R) (Chang és mtsai, 1973)

Chinese Spring - Weedy (5R) (Chang és mtsai, 1973)

Chinese Spring - Weser (5R) (Chang és mtsai, 1973)

Chinese Spring - White (5R) (Chang és mtsai, 1973)

Chinese Spring - Wrens (5R) (Chang és mtsai, 1973)

Chinese Spring - South Australian rye (1R) (Hossain €s Driscoll, 1983)

Chinese Spring- Secale montanum Guss. (1R, 2R, 4R, 5R, 6R) (Miller nem publikalt adat,
lasd Shepherd ¢és Islam, 1988)

2.3.3. Buza/rozs szubsztitucios vonalak

1971-ben Zeller és Fischbeck megallapitottak, hogy a Zorba buzafajtdban az 1B
kromoszéma helyett egy par 1R kromoszéma van jelen. Kidertilt, hogy ez a fajta egy buza-
rozs keresztezésre vezethetd vissza, amelyrdl Katterman szamolt be 1937-ben. A buza-rozs
keresztezéseket Katterman Weihenstephanban (Miinchen mellett) végezte, és a hibridek
buzaval visszakeresztezett utodaiban spontan szubsztitiicio jott létre. Erdekes modon ezzel
parhuzamosan Riebesel Salzmiindeben (Halle mellett) bliza-rozs hibridekbdl 1étrehozta a
"Salzmunder Bartweizen" fajtat, amely szintén egy 1R(1B) szubsztituciot hordozott (Zeller és
Hsam, 1983). A késébbi molekuldris genetikai vizsgalatok kideritették, hogy mindkét
szubsztiticid egymadssal azonos és a Petkus rozsfajtabol ered (Schlegel és Korzun, 1997). A
spontan szubsztiticiok kimutatdsa mellett megkezdték az egyes rozs kromoszoémak
behelyettesitését is egyes buza kromoszomak helyére. A szubsztitaciok eldallitdsa azonban az
addicids vonalakénal is nehezebb és hosszabb 1d6t vesz igénybe. Eldallitasuk bevalt modszere
az idegen faju diszomas addiciés vonalak keresztezése a monoszoémas vonalakkal (Gale és
Miller, 1987). A keresztezés utan kivalogatjak a 42 kromoszémaszamu vonalakat, amelyek

genomkonstiticidja varhatoan 20" buza + 1' buza + 1' idegen faji kromoszoma. Ezeknek a
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novényeknek Ontermékenyitett utdodai koziil kivalogathatok a 20 par buza kromoszoma
mellett egy par idegen faji kromoszoémat hordozé egyedek. Buza-rozs szubsztiticiokat
tobbnyire az eldzdleg felsorolt buza-rozs addicids vonalakbol Aallitottak eld, igy
behelyettesitették az Imperial, a King II, a Dakold, a Petkus, a Secale montanum
kromoszdmait egy-egy buza kromoszoma helyére (lasd Shepherd és Islam, 1988).

A szubsztiticidk az addicidos vonalaknal is jobban hasznalhatok az idegen faju
kromoszomakon lokalizalt gének térképezéséhez ¢és a génatviteli munkakban is, hiszen a
vonalak euploid kromoszoémaszamuak, igy citologiailag stabilak és a ndvények fertilitdsa nem

vagy csak alig marad el a normal buzaétol.

2.3.4. Buza/rozs transzlokaciok eloallitasa, az 1BL.1IRS transzlokacio elterjedése a

termesztett buzafajtakban

A Weihenstephanban nemesitett Zorba és a Salzmiindeben eldallitott Salzmiinder
Bartweizen buzafajtakban kimutatott 1B(1R) spontdn szubsztiticiokbol egymassal
parhuzamosan Mettin és munkatérsai (1973) Gaterslebenbdl, illetve Zeller és Fischbek (1971)
Weihenstephanbol — spontan  1BL.1IRS  transzlokaciok  1étrejottérél  szamoltak  be.
Megallapitottak, hogy ez a transzlokacid az 1RS kromoszoma rovid karjan tobb hasznos
rezisztenciagént hordoz a kovetkezd korokozokkal szemben: levélrozsda (Lr26), szarrozsda
(Sr31), sargarozsda (Y79), és lisztharmat (PmS&) (Bartos és Bares, 1971; Bartos és mtsai 1973).
Megfigyelték a késdbbiekben, hogy a kedvezd rezisztenciagének jelenlétén tal ez a
transzlokacié a produktivitasra is kedvezd hatdssal van (Lukjanyenko, 1966; Rajaram ¢és
mtsai, 1983; Bedd és mtsai, 1993; Villareal és mtsai, 1991, 1998; Lelley és mtsai, 1999).
Jelenleg a vildgon tobb mint hdromszaz kdztermesztésben 1évo blizafajtdban mutathato ki az
IBL.1RS transzlokaci6 és ezzel a legelterjedtebb idegen faju transzlokéacid a buzéban
(Rabinovich, 1998). Magyarorszagon a regisztralt buzafajtdk 53%-a (Kdszegi és mtsai, 2000;
Kertész ¢s mtsai, 1997), a korabbi Csehszlovakidban a mindsitett buzafajtdk egyharmada
hordozta ezt a transzlokaciot (Bartos és Stuchlikova, 1987). 1988-ban a CIMMYT program
fejlett torzseinek mintegy 50%-aban (Villareal és mtsai, 1991), az Egyesiilt Allamok
blzafajtainak 7 szazalékaban az 1RS.IBL transzlokacié kimutathatd volt (Lukaszewski,
1990).

A transzlokéci6 széleskorii elterjedésének magyardzata elsésorban az, hogy az
elveszett 1BS kromoszomakar hianyat a nagyfoka homeologia miatt az 1RS kromoszomakar

jol kompenzalja, szemben sok mas transzlokacidval, ahol a hozzdadott gének nem képesek
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helyettesiteni a kies6 kromoszémaszakaszon lokalizalt géneket (Friebe és mtsai, 1996a). Az
IBL.IRS transzlokécié hatranyos tulajdonsdga azonban, hogy a buza siitdipari mindségét
bizonyos genetikai kornyezetben hatranyosan befolyasolhatja. Ez koszonhetd részben az 1BS
karon elhelyezkedd LMW (kis molekula sulyt) glutenin tartalékfehérje gén elvesztésének,
masrészt a vizoldhat6, monomer szekalin rozs tartalékfehérje megjelenésének (Graybosch,
2001). Az 1RS kromoszoma karon lokalizalt rezisztencia gének tobbsége mdara mar
elveszitette hatékonysagat az id6kozben kialakult Gjabb korokozé rasszok miatt, igy tovabbi
fennmaradésa az 0j fajtdkban elsOsorban termésndveld hatdsdval magyardzhatd. Schlegel és
Korzun (1997) termésnoveld QTL-t tudtak azonositani az 1RS kromoszémakaron. Az 0sszes
termesztett buzafajtaban fellelhetd 1BL.IRS transzlokacié ugyanarra a Petkus rozs fajtara
vezethetd vissza, amely ebben a kromoszémakarban nagyfoku uniformitasra utal (Schlegel és
Korzun, 1997). A genetikai variabilitds ndvelésére Martonvasaron a Molekularis Citogenetika
Csoport munkatarsai (D. Nagy ¢és mtsai, 1998) 0j oktoploid tritikalékat allitottak elo,
amelyeket 1B.1RS transzlokacidkat hordozd buzafajtakkal visszakeresztezve 1
rekombinansokat hoztak 1étre az 1RS karban (D. Nagy és mtsai, 2003). A rekombinansokat
késébb felhasznaltdk az 1RS karon elhelyezkedd molekularis markerek térképezésére (D.
Nagy és Lelley, 2003).

Az 1BL.1RS transzlokaciobol tovabbi rekombinacidkat allitottak eld Ausztralidban
(Koebner ¢és Shepherd, 1986; Koebner ¢s mtsai, 1986). Sikeriilt csokkenteni az 1RS kar
méretét, amelynek kovetkeztében javult a vonalak tartalékfehérje Osszetétele. Tovabbi
rekombinaciokat allitott el6 Lukaszewski (2000, 2001), akinek sikeriilt elvalasztani a szekalin
gént a rezisztencia génektél. Az 1j rekombindciokat phl mutins vonalak felhasznalésaval
allitotta el6. Tobb mint 20 ezer utdod C-savozassal végzett elemzése utan 139 rekombinéns
novényt talalt, amelyek koziil 30 utédban sikeriilt a szekalin 10kusz helyére az 1BS
kromoszdéma kiilonb6zé méretli szegmentumait beépiteni. A rekombinansok koziil kettdben
az integralddott kromoszoma szakasz mindossze 1,4 illetve 3,2 ¢cM hosszusagu volt ¢€s
hordoztak a Gli-1/ Glu-3 16kuszokat. A rekombindnsokban két helyre épiilt be interkalaris
IBS kromoszoma szakasz: az els6 hordozta a Gli-1/ Glu-3 lokuszokat, a masodik
behelyettesitette a szekalin 10kusz helyét. Az 1BL.1RS transzlokéciot a tetraploid buzaba is
beépitették ¢és igy felhasznalhatdé a durum fajtdk rezisztencigjanak, termoképességének
javitasara is (Friebe és mtsai 1987, 1989)

Sebesta és munkatarsai (Wood és mtsai, 1974; Sebesta és Wood, 1978) a Gaucho
oktoploid tritikalé rontgenbesugarzasaval 1AL.1RS transzlokaciot allitottak eld, amelyben az

Insave rozsfajta 1RS kromoszomakarja fuzionalt a biza 1A kromoszéma hosszl karjaval. Az
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Insave rozs 1RS kromoszomakarja levéltetivel szembeni Gb2 rezisztenciagént ¢&s
lisztharmattal szembeni Pm 7 rezisztenciagént hordoz (Lowry €és mtsai, 1984; Heun ¢s mtsai,
1990). Az 1AL.1RS transzlokaciot hordozo buzafajtait Amigo néven jelentették be. Kideriilt,
hogy az Amigo fajta az 1RS rozs kromoszémakaron kiviil Agropyron kromoszdéma-
szegmentumot is tartalmaz, amelynek koszonhet ebben a genotipusban az Lr24 és az Sr24
levél és szarrozsda rezisztencia gének jelenléte (The és mtsai, 1992; Jiang €s mtsai, 1994). Az
1AL.1RS transzlokacié tobb martonvasari buzafajtaban is fellelhetd (Szakacs és mtsai, 2004).
Marais és munkatarsai (1994) a Turkey 77 rozsfajtabdl szdrmazd 1RS kromoszoémakart
¢épitették be a buzaba. Ezen a kromoszomakaron orosz levéltetli (Diuraphis noxia Mordvilko)
elleni rezisztenciagén talalhato. A transzlokaciot homolog rekombindci6 révén hoztak 1étre, a
Veery buzafajtaban a Turkey rozsfajta kromoszoémakarjaval cserélték ki a Petkus rozs
kromoszémakart.

Tovabbi transzlokaciokban a rozs 2R, 3R, 4R, 5R, 6R, 7R kromoszomadinak egy-egy
szakaszat €pitették be a buzaba (Driscoll és Jensen, 1963; Mukade ¢és mtsai, 1970; Acosta,
1962; Zeller és Koller, 1981; Friebe ¢és Larter, 1988; Schlegel és mtsai, 1991; Sears és mtsai,
1992; Mukai és mtsai, 1991b; 1993a), ezek azonban nem terjedtek el a gyakorlatban.
Feltehetden a rozs genomban a buzéhoz képest végbement szamos atrendez6dés miatt ezek a

kromoszomakarok nem képesek kompenzalni a kiesd szakaszokat (Devos és mtsai, 1993).

2.4. Génatvitel Aegilops fajokbol a buzaba

2.4.1. Buza x Aegilops hibridek eléallitasa

A termesztett buzaval legszorosabb rokonsagi kapcsolatban 4ll6 vad fajok a
kecskebuza, azaz az Aegilops fajok. A nagyfoku genetikai hasonldésag miatt tobb kutatd
(Bowden, 1959; Morris ¢és Sears, 1967) javasolta az Aegilops fajok Triticum nemzetségbe
valo rendszertani besorolasat, azonban az utobbi idében mégis két kiilon nemzetségként vald
rendszerezésiik (MacKey 1966; van Slageren, 1994) az elfogadott. Nemcsak tudomanyos
szempontok tamasztjdk ald a tovabbiakban is a Triticum és az Aegilops fajok kiilon
nemzetségbe vald besorolasat, hanem gyakorlati okok is, igy ezek a fajok a kiilonb6zd
génbankokban jobban elkiilonithetok, a megfigyelések a korabbi eredményekkel konnyebben
Osszevethetok.

Az Aegilops nemzetségbe 11 diploid, 10 tetraploid és 2 hexaploid faj tartozik (van

Slageren, 1994). Rendkiviil nagy valtozatossdggal rendelkeznek szadmos tulajdonsag
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tekintetében, megtalalhatok koztiik kiilonb6zd biotikus és abiotikus stresszekkel szemben
ellenall6d vonalak (Gill és mtsai, 1983, 1985, 1986; Raupp ¢és mtsai, 1988, 1993, 1995, 1997).
A nagyfokt genetikai diverzitas részben széleskort elterjedésiiknek koszonhetd, masrészt
természetes valtozékonysaguk fennmaradt, igy maig folyik a kiilonb6z6é vonalak begytijtése
természetes ¢élohelyeikrdl a vilag jelentds génbankjaiba. Az Aegilops fajok éaltaldban a
mediterran klimaju teriileteken fordulnak eld, nyugaton a Kanari szigetekig, majd a Foldkozi
tenger koriil, a Kézel-Keleten, a Balkdnon, a Transzkaukazusi teriileteken, Afganisztanban és
keleten Nyugat-Kindig megtalalhatok. Magyarorszdgon az Aegilops cylindrica fordul elé a
természetben (Lelley és Rajhathy, 1955; Dégen, 1917).

Korabban mar Percival (1921) is feltételezte, hogy az Aegilops fajok fontos szerepet
jatszottak a termesztett buiza kialakulasaban. A Triticum aestivum genomformulaja 2n = 6x=
42, AABBDD, amely ebben a fajban harom kiilonb6z6 eredetli genom meglétére utal. Az A
genom donorja a Triticum urartu vad diploid faj (Feldman, 2001). A B genom pontos 6sét
maig nem sikeriilt megtalalni, ezért a B genom evoluciojardl tobb feltételezést is kidolgoztak.
Az eddigi eredmények alapjan abban megegyeznek a kutatok, hogy a B genomhoz
legkdzelebb allo fellelhetd vad faj az Aegilops speltoides, miutdn ennek S genomja hasonlit
leginkabb a termesztett biza B genomjara. Az utobbi idében végzett molekularis genetikai
vizsgéalatok megallapitottdk, hogy az Ae. speltoides S genomja a tetraploid Triticum
timopheevii G genomjaval szinte azonos (Dvorak, 1998). A B genommal teljesen megegyezd
genomot tartalmazé diploid vad faj az évezredek soran vagy eltiint, vagy az evollci6 soran az
Ae. speltoides S genomja olyan valtozasokon ment at, amely miatt mar jelentds kiilonbségek
mutathatok ki a termesztett biza B genomja €s az Ae. speltoides S genomja kozt (Belea és
mtsai, 1991; Balint és mtsai, 2000; Feldman, 2001). El6szor egy tetraploid AABB genommal
rendelkezo faj, a Triticum turgidum L. ssp. diccoccoides (Korn. ex Asch. & Graebn.) Thell.
jott 1étre, amely késdbb keresztez6dott a D genom O&sével, az Aegilops tauschii-val
(McFadden és Sears, 1946), és igy keletkezett a ma termesztett hexaploid buza. A buza
szarmazasara kidolgozott elképzeléseket ma mar tobb moddon is megerdsitették, ennek egyik
bizonyitéka a szintetikus hexaploid buza eldallitdsa, amely teljes hasonlosagot mutat a
termesztett buzaval. A legijabb molekuldris vizsgdlatok a hexaploid buzaban a diploid
fajokhoz képest szamos atrendezddést (delécidkat, transzlokaciokat, duplikaciokat) is
kimutattak (Feldman ¢és Levy, 2003), amelyek az evolacid soran a poliploid fajokban
fellépnek.

Buza x Aegilops spontan hibridek el6fordulasat Franciaorszagban, Montpellier mellett

Fabre ¢és munkatarsai mar 1850-ben megfigyelték (lasd Lelley és Rajhathy, 1955).
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Magyarorszagon Dégen (1917) szdmolt be spontan Aegilops cylindrica * Triticum aestivum
hibridek 1étrejottérdl, amelyeken Gsszesen hat szemet talalt, koziililk kettd csirdzoképesnek
bizonyult.

Mesterséges keresztezésekkel szdmos kutato allitott el buza x Aegilops hibrideket,
majd késébb amfidiploidokat (Kihara, 1924; Tschermak és Bleier, 1926; Lelley és Rajhathy,
1955; Belea, 1986).

2.4.2. Buza/Aegilops addicios, szubsztitucios vonalak

A Triticum aestivum % Aegilops keresztezésekbdl szamos komplett addicios sorozatot
sikertilt eldallitani, annak ellenére, hogy ez bizonyos fajoknal nehézségekbe {itkozik. Egyes
Aegilops fajok kromoszomdin gametocid gén talalhatd, amelynek kovetkeztében az
utddokban kromoszomatorések, deléciok figyelhetok meg, amelyek sok esetben sterilitast
okoznak (Endo és Gill, 1996). Az Aegilops cylindrica 2C kromoszomajan irtak le egy
gametocid gént, amely bar gatolja a teljes addicios sorozat 1étrehozasat, mégis rendkiviil
hasznosnak bizonyult bliza delécidés vonalak eldallitdsdra (Endo, 1996). Megfigyelték, hogy
az egy Ae. cylindrica kromoszomat tartalmazd6 monoszoémas addicids vonalakban a
kromoszomak torése, egyes szakaszok delécidja, majd a fragmentumok Osszeolvadasa
figyelhetd meg azokban az utdédokban, amelyekben az Ae. cylindrica kromoszéma mar nincs
jelen (Endo, 1988). Ennek a megfigyelésnek a felhasznaldsaval Endo és Gill (1996) 436 buza
deléciés vonalat tudtak C-sédvozassal kivalogatni, amelyek felhaszndlhatok a buza
kromoszomak fizikai térképezésére. Megfigyelt€k, hogy az Ae. cylindrica mellett az Ae.
triuncialis L. és az Ae. speltoides is tartalmaz gametocid gént. Miller és munkatarsai (1982)
"Cuckoo" (kakukk) kromoszoma atadddasarol szdmoltak be az Aegilops sharonensis Eig. -el
végzett keresztezések utddaiban. Megfigyelték, hogy minden 43 kromoszomaszamu utodban
a 4S kromoszoma volt jelen a biiza kromoszémak mellett, ezért ezt a kromoszémat kakukk
kromoszomanak nevezték el. Ugyanezt a jelenséget megfigyelték mas Aegilops fajoknal is
(de. caudata L. - Endo és Katayama, 1978; Ae. cylindrica - Endo, 1979; Ae. triuncialis - Endo
¢s Tsunewaki, 1975; Ae. longissima Schweinf. & Muschl. - Maan, 1975). Még azokban a
keresztezésekben is, ahol sikeriilt a teljes addicidés sorozatokat eldallitani, kiillonb6zo
gyakorisdggal adodnak at az egyes kromoszomak az utdodokba (Miller, 1983). Sajat
kisérleteinkben is a buza-arpa keresztezések utddai kozt a legnagyobb gyakorisaggal a 4H, a
legkisebb gyakorissaggal az SH kromoszoma atadodésat figyeltiik meg (Molnar-Lang és

mtsai, 2005) Koba és munkatarsai (1991) adataihoz hasonloan.
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Eddig szamos Aegilops fajjal hoztak létre addicios vonalakat (Shepherd és Islam, 1988).
Diploid Aegilops fajokkal 1étrehozott addicids vonalak:

Chinese Spring - Aegilops umbellulata (2n = 2x = 14, UU) (Kimber, 1967; Friebe és mtsai,
1995a)

Chinese Spring - Ae. comosa (2M), (2n =2x = 14, MM) (Riley, 1968)

Chinese Spring - Ae. mutica Boiss [szinonima: Amblyopyrum muticum (Boiss.) Eig var.
muticum), (2n =2x = 14, TT) (Dover, 1973)

Chinese Spring - Ae. longissima (2n = 2x = 14, SS) (Feldman, nem publikalt, lasd Shepherd
¢s Islam 1988; Friebe és mtsai, 1993),

Chinese Spring - Ae. sharonensis (2n = 2x = 14, SS) (Miller és mtsai, 1982),

Holdfast - Ae. bicornis (Forssk.) Jaub. & Spach (2n = 2x = 14, SS) (Riley ¢s Chapman
unpublished, lasd Shepherd és Islam 1988),

Chinese Spring - Ae. searsii Feldman & Kislev ex Hammer, (2n = 2x = 14, SS) (Pietro ¢és
mtsai, 1988; Friebe és mtsai, 1995b)

Chinese Spring - Ae. speltoides (2n = 2x = 14, SS) (Friebe és mtsai, 2000b),

Tetraploid Aegilops fajokkal eldallitott addicios vonalak:

Moisson - Ae. ventricosa Tausch (2n = 4x = 28, DDNN) (Dosba ¢és mtsai, 1978),

Chinese Spring - Ae. peregrina Hack. in J. Fraser (szinonima: Aegilops variabilis) (2n = 4x =
28, UUSS), (Driscoll, 1974; Friebe €s mtsai, 1996b),

Chinese Spring - Ae. geniculata Roth (szinonima: Ae. ovata), (2n = 4x = 14, UUMM) (Friebe
¢s mtsai, 1999),

Martonvéasari 9 krl -Ae. biuncialis Vis. (2n = 4x = 28, UUMM) (Schneider ¢s mtsai, 2005)

2.4.3. Buza/Aegilops transzlokaciok
A kecskebtiza (Aegilops) fajokbol eddig mar szamos rezisztenciagént sikertilt atvinni a
termesztett buzaba. Az elsé gyakorlati szempontbdl is jelentds idegen faji transzlokaciot

Searsnek (1956) sikeriilt 1étrehoznia, aki az Aegilops umbellulata levélrozsda rezisztenciajat

épitette be a buzaba. Rontgensugarzassal az Ae. umbellulata 6U és a buiza 6B kromoszomaja
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kozt hozott létre idegen faju transzlokéaciot. A 6U kromoszoma-szegmentumon lokalizalt
rezisztenciagént Lr9-nek nevezték el, amely aztan a Transfer buzatorzsbol tobb, az USA-ban
termesztett Oszi buzafajtdba (pl. Arthur 71) bekeriilt. Sajnos 1971-ben ez a gén az 1j
rasszokkal szemben fogékonnya valt, amely tovabbi terjedésének gatat vetett.

A B genommal szoros rokonsagi kapcsolatban allo Aegilops speltoides-bdl tobb fontos
rezisztenciagént vittek at a buzaba. Az Lr28 gént Riley €s munkatarsai (1968) épitették be a
buzaba. Kisérletiikben az Ae. speltoides buzaval nagyfoku homeoldg parosodast mutatod
vonalat hasznaltak fel, amelybdl a 4AS.4AL-7S transzlokaciot allitottdk eld. Az ebben a
transzlokacioban azonositott Lr28 gén kimutathaté volt a Sunland buzafajtdban, amely
Ausztraliaban a buzatermesztésben elterjedt. Kisérletiikben elsddleges céljuk volt az Ae.
comosa sargarozsda rezisztencidjanak atvitele, amelynek érdekében a blza-Ade. comosa
hibrideket az Ae. speltoides homeoldg parosodast mutatd vonalaval keresztezték. Késdbb
kimutattdk, hogy az Ae. comosa-bol szdrmazd Yr§ gén mellett az utdédokban a Lr28 gén is
jelen van.

Sears homeoldég rekombinacido indukélasaval vitte at az Sr32 szarrozsda
rezisztenciagént az Ae. speltoides-bol (McIntosh, 1991), amelyet késébb a 2S kromoszéman
lokalizaltak. Mindharom homeoldég buza kromoszomaval (2A, 2B, 2D) Aallitott eld
transzlokaciokat, melyek mindegyike tartalmazta a 2S kromoszoma teljes rovid karjat €s
kiilonb6zé méreti szegmentumokat a homeoldg buza kromoszémak hosszi karjabol. Ez a
transzlokaci6é a gyakorlatban nem terjedt el (Friebe és mtsai, 1996a). Ugyanebbdl a fajbol
tobb mas rezisztenciagént is sikeriilt a termesztett buzaba beépiteni, Lr35, Sr39 (Kerber ¢és
Dyck, 1990), Lr36 (Dvorak, 1977; Dvorak és Knott, 1980, 1990), Gb5 (Wells és mtsai, 1973),
Pm 12 (Miller és mtsai, 1987), amelyek azonban nem keriiltek kdztermesztésbe.

A Pm13 lisztharmat rezisztenciagént az Ae. longissima fajbol Ceoloni és munkatarsai
(1988) vitték at indukalt homeoldg parosodas révén a termesztett durum és hexaploid buzéba,
amely aztdn nemesitett buza fajtajeloltekbe is bekeriilt (Ceoloni és mtsai, 1996). Az egyik
legjelentsebb, a gyakorlatban is elterjedt buza-Aegilops transzlokacidt Doussinault és
munkatarsai (1983) allitottdk eld. Az Aegilops ventricosa szemfoltos szartébetegség (buza
szartoré gomba) [ Pseudocercosporella herpotrichoides (Fron) Dreighton, szinonima: Tapesia
vallundae] rezisztenciajat vitték at a termesztett buzaba. A Pchl gén szamos termesztett
buzafajtdban kimutathatd volt és a buza 7DL karjan lokalizaltdk (Jahier és mtsai, 1979).
Késobbi vizsgalatok kimutattak, hogy ez a transzlokéacio a Pchl gén mellett hordozta a Sr38,
az Lr37 ¢és a Yrl7 rezisztenciagéneket is, amelyek széarrozsdaval, levélrozsdaval ¢&s

sargarozsdaval szembeni ellenallésagot biztositottak. Ezek a gének az Ae. ventricosa 6M
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kromoszoémajabol szdrmaztak és a buza 2A kromoszémdjara transzlokalodtak. Az Ae.
ventricosa-bol szarmazo rozsda rezisztenciagének Ausztralidban tobb  termesztett
buzafajtaban (Trident, Sunbri) is kimutathatok voltak. Dhaliwal és munkatarsai (2002) az
Aegilops ovata levélrozsda rezisztenciajat épitették be a termesztett buzaba. Az elsd 1épésben
létrehozott SM(5D) szubsztituciok rezisztensnek bizonyultak, majd ezekbdl haromféle
transzlokaciot allitottak eld, melyek a buza 1BL, 2AL és 5BS és az Ade. ovata 5M
kromoszomai kozt jottek létre. Az egyik transzlokacio, amely az 5M kromoszéma hosszu
karjanak csak egy rovid szegmentumat hordozta, igéretes rezisztencia forrdsnak bizonyult
nemcsak levél-, de sargarozsdival szemben is (Aghaee-Sarbarzeh és mtsai, 2002). A
rekombinansokat a citogenetikai modszerek mellett mikroszatellit markerekkel is elemezték.
Ugyanez a kutatocsoport az Aegilops triuncialis levélrozsda rezisztencidjat is beépitette a
buzaba (Aghaee-Sarbarzeh és mtsai, 2001). Az Aegilops umbellulata-bdl a buzaba beépitett
kromoszdéma-szegmentumokat, amelyek HMW glutenin egységeket kodold régidkat
hordoztak, Castilho és munkatarsai (1996) in situ hibridizacioval jellemezték. Az Aegilops
variabilis-bol  gyOkérgubacsképz0  fonalféreggel (Meloidogyne  naasi)  szembeni
rezisztenciagént vittek 4t a buzaba Barloy és munkatarsai (2000). Hirom RAPD markert
azonositottak, amelyek ehhez a rezisztencia génhez kapcsolddtak, igy alkalmasak lehetnek a

tovabbiakban marker alapu szelekciora.

2.4.4. Az Aegilops biuncialis Vis.

Az Aegilops biuncialis Vis. [szinonima: Aegilops lorentii Hochst., Triticum
macrochaetum (Shuttlew. & A. Huet ex Duval-Jouve) K. Richter] (2n= 4x = 28, U’UM"M")
az Aegilops nemzetség Polyeides szekcidjaba tartozo tetraploid faj. Az Aegilops biuncialis U
¢s M genommal rendelkezik az Aegilops geniculata Roth. (2n = 28 = UtU*M*M®), az
Aegilops columnaris Zhuk. (2n = 28 = U®U“M“M®), és az Aegilops neglecta Req Ex Bertol.
(2n = 28 = U"U"M"M") fajokhoz hasonléan. Az U® genom &se a diploid Aegilops umbellulata
(szinonima: Triticum umbellulatum) Zhuk. (2n = 2x =14, UU), mig a médosult M® genom az
Aegilops comosa (szinonima: Triticum comosum (Sm. In Sibth. & Sm.) (2n = 2x = 14, MM)
fajbol ered (Kimber és Sears, 1983; Resta ¢és mtsai, 1996; Badaeva és mtsai, 2004). A
poliploid fajok és az Aegilops umbellulata kozt 1étrehozott hibridek meiotikus parosodasi
vizsgalatai alapjan megallapitottak, hogy a poliploidok U genomja a diploid Ae. umbellulata-
bol ered (Feldman, 1965).
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Az Ae. biuncialis a mediterran és a Nyugat-Azsiai régiokban fordul eld, sokszor szaraz
tertileteken (évi csapadék 225-800 mm), de fellelhetd csapadékos tajékokon is (1250 mm évi
csapadek) (van Slageren, 1994). Az Ae. biuncialis nagyfok genetikai variabilitdsa tobbek
kozt abbdl is eredhet, hogy a legvaltozatosabb kdrnyezetben fordul eld és ezzel magyarazhatd
egyes vonalainak jo szarazsagtiirése is (Molnar és mtsai, 2004). Az Ae. biuncialis egyes
vonalainak az arpa sarga torpes€g virussal (Makkouk ¢és mtsai, 1994), a sarga rozsdaval
(Damania ¢s Pecetti, 1990) és a levélrozsdaval (Dimov ¢és mtsai, 1993) szembeni
vonalakat, kedvezd agrondémiai tulajdonsidgokkal rendelkezd transzlokaciokat, de ilyen
genetikai anyagokrdl az Ae. biuncialis felhaszndlasdval még nem szamoltak be. Ezért
Martonvasaron célul tiztilkk ki 0j genetikai alapanyagok eldallitdsat az Ae. biuncialis
felhasznalasaval, melynek végsd célja az Ae. biuncialis kedvezd biotikus és abiotikus

rezisztenciajanak beépitése a termesztett buizaba.

2.5. Kromoszoma azonositas a hibridekben és szarmazékaikban molekularis

citogenetikai és genetikai modszerekkel

2.5.1. Kromoszomak azonositasa savozassal, Giemsa festés

A kromoszémak morfoldgiai jellemzdi alapjan (kromoszémak mérete, kararanyok,
szatellit megléte) a gabonafélék egyes kromoszomai nem azonosithatok, ezért kiilonb6zd
modszereket dolgoztak ki azok pontos felismerésének érdekében. El6szor Caspersson €s
munkatarsai figyelték meg 1968-ban, ha a kromoszémakat kinakrin (Quinacrin) mustarrral
festik meg, akkor ultraibolya fény alatt a kromoszomdkon jellegzetes fluoreszkald savok
jelennek meg. Ennek alapjan dolgoztak ki a Q-savos festési technikat. Nem sokkal késdbb, az
elsé in situ hibridizacios kisérletben Gall ¢és Pardue (1969) kontrasztfestékként Giemsa
festéket alkalmazva azt tapasztaltak, hogy a kromoszomak denaturacioja, majd renaturdcioja
utdn a centroméra kozelében intenziven fest6dd savok jelentek meg. Ennek a megfigyelésnek
alapjan dolgoztak ki a késdbbiekben a kiilonb6z6 Giemsa festési eljarasokat, amelyek koziil a
legelterjedtebb a ndvényeken a C-sévos technika, amelynek elnevezése abbol fakad, hogy
elsdsorban a konstitutiv (constitutive) heterokromatint festi (Friebe és Gill, 1996).

Giemsa festéssel kezdetben a humdn kromoszoémak azonositdsat oldottdk meg
(Sumner és mtsai, 1971; Anonymous, 1972), de rovidesen sikeresen alkalmaztdk a modszert

az egér és mas allatfajok kromoszomainak elemzésére is. A novények koziil elsésorban a
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rendkiviil nagy kromoszémakkal rendelkezd Vicia faba L. elemzését végezték el (Vosa és
Marchi, 1972; Takehisa és Utsumi, 1973), majd rovidesen kidolgoztak a rozs kariotipusat
(Sarma ¢és Natarajan, 1973; Vosa, 1974; Gill és Kimber, 1974a; Weimark, 1974). A modszert
ezutan széles korben felhasznaltdk buza-rozs hibridek, amfidiploidok, transzlokaciok
elemzésére, azonositasara (Merker, 1973; Lukaszewski és Gustafson, 1983). Magyarorszagon
Hadlaczky és Belea mar 1975-ben sikeresen alkalmazta a Giemsa festést, mellyel
bizonyitottdk, hogy az Aegilops speltoides S genomja nem lehet a buza B genomjanak
kozvetlen donorja, azaz az Ae. speltoides kromoszomainak C-sdvos mintdzata nem azonos a
T. turgidum B kromoszomainak mintazataval.

A buza kromoszomék Giemsa festésen alapuld C-savos standard kariotipusat Gill és
munkatarsai 1991-ben kozolték, 0sszegezve az ezen a teriileten a 70-es évek elejétdl sziiletett
eredményeket (Gill és Kimber, 1974b; Natarajan és Sarma, 1974; Zurabishvili és mtsai, 1974;
Hadlaczky ¢s Belea, 1975; Lukaszewski és Gustafson, 1983; Endo és Gill, 1984). A Chinese
Spring buzafajtira kidolgozott C-sdvos kariotipustol azonban a kiilonb6zd buzafajtakon
eltérések tapasztalhatok, amelyek megnehezitik az egyes kromoszomak felismerését
(Iordansky és mtsai, 1978; Endo ¢és Gill, 1984; Friebe ¢s Gill, 1994). Az eléforduld eltérések
ismeretében azonban megfeleld gyakorlattal az egyes kromoszomdk C-sédvozassal
azonosithatoak. A rozsndl és a buzanal sokkal nehezebb feladat az arpa kromoszomainak
megkiilonboztetése Giemsa festéssel.

Az arpa kromoszomak Giemsa festéssel vald azonositasat elsdsorban Linde-Laursen
(1975) és munkatarsai (Linde-Laursen és mtsai, 1982) dolgoztak ki. Az arpa kromoszémak
altalaban sokkal gyengébben festddnek, mint a rozs vagy a bliza kromoszoémak és a savok
tobbnyire a centromérak koriil figyelhetok meg. A C-sdvozas mellett tobb szerzd sikerrel
alkalmazta az N-sdvozast az arpa kromoszémak azonositasara (Islam, 1980; Kakeda és mtsai,
1991). Mig C-savozassal a buza minden egyes kromoszoméja megkiilonboztethetd, addig N-
savozassal a 21 kromoszomabodl kezdetben 9 (Gerlach, 1977), késObb 16 kromoszdémat tudtak
azonositani (Gill és mtsai, 1991). Az N-sdvozas az elOkezelésekben kiilonbozik a C-
sdvozastol. A buza/arpa addicids vonalak azonositdsara Islam (1980) sikeresen alkalmazta az
N-savozast, ezzel a modszerrel jobban el tudta kiiloniteni egymdstdl a buza és az arpa
kromoszomakat, és az arpa minden egyes kromoszomadja is felismerhetd volt.

A buza rokonsagi korébe tartozo vad fajok koziil a kecskebuza (4egilops) fajok egyes
kromoszémainak részletes C-sdvos azonositasat elsdsorban Friebe és munkatarsai (1993,

1995a,b, 1996b, 1999) végezték el.
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A Giemsa festési eljarasok hatranya azonban, hogy eredményességiiket tobb tényezd
erdsen befolyéasolja (a kereskedelemben kaphato festék mindsége, a preparatum tisztasaga) és
a kapott savok kiértékeléséhez is rendkiviil nagy gyakorlat sziikséges. Elonyiik azonban

gyorsasaguk és olcsosaguk.

2.5.2. In situ hibridizacio

A biologiai preparatumokon a DNS vagy RNS szekvencidk lokalizalasara kidolgozott
in situ hibridizacios technikak (Gall és Pardue, 1969) bar koltségesebbek és bonyolultabbak, a
kromoszomak azonositdsat mégis jelentésen megkonnyitik. Az egyes kromoszomakon
kiilonbozd repetitiv. DNS szekvencidkkal végzett in situ hibridizacid utan a kapott jelek
sokszor olyan komplex mintazatot adnak, amelyek a kromoszomak azonositasat egyértelmiivé
teszik. Az els6é in situ hibridizacios technikdk izotopokat alkalmaztak a probak jeldlésére,
azonban az izotopos jelek hosszadalmas rogzitése €s a munka veszélyessége miatt ezek
hasznalata késObb visszaszorult. Elterjedt a biotin és a digoxigenin haszndlata a DNS
szekvencidk jelolésére (Langer-Safer ¢és mtsai, 1982), s6t késObb kozvetleniil a
fluorokromokkal jelolt nukleotidokat épitették be a probakba (Jiang ¢és Gill, 1994). A
fluorokromok hasznalatara alapozott in situ hibridizaciot, amely lehetové tette a hibridizacios
jelek fluoreszcens mikroszkopban vald konnyt detektalhatosagat, fluoreszcens in situ
hibridizacionak (FISH) nevezték el (Leitch és mtsai, 1994). A FISH soran a fluorokromokat
kozvetlen vagy kozvetett jelolésben is felhasznélhatjdk, az utobbi esetben a detektalas tobb
1épésben torténik és a hibridizacios jel végiil felerdsodik, igy a modszer érzékenyebb (Leitch
¢s mtsai, 1994). Az elsé novényeken végzett nem izotopos in situ hibridizacid soran
megfigyelték, hogy a biotinnal jelolt, 120 bp hosszl, rozs ismétlddé szekvencia buza
kromoszdémakon adott hibridizaciés mintazata alapjan az dsszes B kromoszoma, de egy-két A
¢s D kromoszoma is beazonosithatd volt (Rayburn és Gill, 1985). Egy masik, az Aegilops
tauschii-bol szarmazo6 ismétlddé szekvencidval végzett in situ hibridizacio utan az 6sszes D
kromoszéma felismerheté lett (Rayburn ¢és Gill, 1986b). A két proba egyidejii
alkalmazasakor, azok kiilonbozd szinii fluorokrémokkal végzett jelolése utan megfigyelték,
hogy a 21 par buza kromoszomabol 17 azonosithatd (Mukai €s mtsai, 1993b). A mddszert
,,multicolor FISH”’- nek nevezték el, azaz ,,t0bbszint fluoreszcens in situ hibridizacionak™.
1997-ben Pedersen és Langridge masik két DNS szekvencia kombinalasaval mind a 21 péar
buza kromoszémat egyértelmilen meg tudta kiilonboztetni egymastél. A buza mellett a

megfeleld repetitiv. DNS szekvencidk alkalmazasdval a rokon fajok jelentés hanyadanak
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(arpa, rozs, egyes Aegilops fajok) FISH kariotipusat is leirtdk (Pedersen és mtsai, 1996;
Lapitan és mtsai, 1986; Badaeva és mtsai, 1996a, b, 2002, 2004; Linc és mtsai, 1999).

Az in situ hibridizdci6 a kromoszoémak azonositisan tal rendkiviil sok teriileten
felhasznalhato. A modszer alkalmas arra, hogy nukleinsav szekvencidkat (DNS vagy RNS) a
bioldgiai anyagban, a sejten beliil (citoplazmaban, sejtalkotokban vagy kromoszémakon)
kimutassunk. Az in situ hibridiz4cié alapvetéen abban kiilonbézik mas DNS hibridizacids
technikaktol, hogy a vizsgalni kivant szekvenciat a sejten beliil ,, in sifu” mutatjuk ki, és nem
egy membranra felvitt, izolalt DNS-hez hibridizadlunk. Az in situ hibridizacio alkalmas a
kromoszémak fizikai térképének elkészitésére, a kromoszomak szerkezeti megvaltozasainak
génexpresszid tanulmanyozasara, a szdvetekben virusok €s baktériumok kimutatdsara, a
transzformalt szekvencidk kimutatasdra. Az in situ hibridizadcidban a legnehezebb és a
legizgalmasabb feladat az egyedi gének kimutatdsa, melynek els6sorban a modszer
érz¢kenysége szab gatat (de Jong és mtsai, 1999). Az els6 egyedi gén kimutatasardl Harper és
Saunders (1981) szamoltak be, akik az inzulin gént mutattak ki az 1-es human kromoszéman
radioaktivan jelolt probak segitségével. Novényeknél csak elszortan jelentek meg publikaciok
egyedi gének kimutatasara és ezek is tobbnyire nehezen vagy nem voltak reprodukalhatok
(Leitch és Heslop-Harrison, 1993; Abbo és mtsai, 1993). Attorést jelentett az egyedi
szekvencidk kimutatasdban a FISH érzékenységének fokozasa, melyet elsdsorban a
kromoszoéma-DNS kinyujtasaval értek el, ezaltal DNS-szalakat, ,fibereket” Iétrehozva,
amelyeken végezték a tovabbiakban a hibridizaciot. Ezzel a mddszerrel sikerilt
Yamamotonak ¢és Mukainak (2005) a rozsban a szekalin 16kuszat pontosan kimutatni. Fransz
¢s munkatarsai (1996) sikeresen alkalmaztdk a modszert a ludfli (Arabidopsis) és a
paradicsom kromoszomain egyedi gének kimutatdsara. A kinyajtott DNS-szalak rendkiviili
hosszusdga miatt azonban ez a moddszer sem terjedt el olyan mértékben mint azt korabban
vartak, inkdbb a metafazisos kromoszomaknal sokkal hosszabb, de még kdvethetd pachitén
kromoszomak elemzésével értek el Uj eredményeket Cheng és munkatarsai (2001) a rizsben,
Fransz ¢s munkatarsai (2000) a ladfilben. A buiza citogenetikai kutatdsokban 11j lehetdséget
nyjt az aramlési citométerrel szétvalogatott kromoszoémakbol kialakitott, megnyujtott
,superstretched” kromoszémék vizsgalata (Valarik és mtsai, 2004). Ezzel a modszerrel a
metafazisban megfigyelheté kondenzalt kromoszémak hosszanak szazszorosara nyujthatok a
kromoszémak. fgy a kimutathaté DNS-szekvencia hossza akar 1 kbp-ra is csokkenhet.

Az egyedi szekvencidk kimutatasara szolgalo torekvések mellett a legtobb eredmény

inkabb az ismétlddd szekvenciak térképezése soran sziiletett (Rayburn és Gill, 1985, 1986b;
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Lapitan és mtsai, 1989; Maluszynska és Heslop-Harrison, 1991; Jiang és Gill, 1994).
Sikeresen térképezték a novényi kromoszémakon a sok kopidval rendelkez6 riboszomalis 5S
¢s 18S.26S géncsaladokat (Mukai és mtsai, 1990, 1991a). Probalkozéasok torténtek SSR
markerekbdl 0j FISH probak eldallitasara is (Cuadrado és mtsai, 2000).

A faj- ¢és nemzetséghibridek ¢és szarmazékaik vizsgalataban kiilonosen nagy
jelentdségre tett szert a GISH modszerének kidolgozasa (Schwarzacher és mtsai, 1989; Le ¢és
mtsai, 1989). A modszer 1ényege, hogy a sziilopartnerek teljes genomi DNS-ét hasznaljak
probaként, és ezt hibridizalva a preparatumokra a kiilonb6z6 fajokbol szarmazo kromoszoémak
eltérd szinekre festddnek. Ezzel a modszerrel az idegen faju transzlokacidkban a beépiilt
kromoszoma-szegmentum mérete és a transzlokécids toréspont elhelyezkedése is pontosan
meghatarozhat6. Buza-arpa transzlokaciokban a beépiilt arpa kromoszomak méretét, a
transzlokacids toréspontok elhelyezkedését ezzel a modszerrel mutattdk ki a martonvésari
Molekularis Citogenetika csoport munkatarsai (Molnar-Lang és mtsai, 2000a; D. Nagy és
mtsai, 2002). A modszer alkalmas a faj- és nemzetséghibridekben a kromoszoma parosodasok
elemzésére is (King ¢és mtsai, 1994). A buza és az arpa kromoszomak parosodasat
demonstraltdk buza-arpa hibridek meidzisaban GISH-sel Molnar-Lang ¢és munkatarsai
Martonvéasaron (Molnar-Lang és mtsai, 2000b). A buza és az Aegilops biuncialis kdzotti
szoros rokonsagi kapcsolat miatt e két faj kromoszomainak egymastol valo
megkiilonboztetése GISH-sel sokkal nehezebb feladat mint a buzatol genetikailag 1ényegesen
tavolabb all6 arpaé. A GISH egyes tényezOinek részletes modositdsa utan sikeriilt a
martonvasari kutatoknak adaptalniuk a médszert a buza és az Ae. biuncialis kromoszémak
megkiilonboztetésére (Molnar és mtsai, 2005). Ezzel a technikaval megallapitottak, hogy a
1étrehozott buiza/de. biuncialis diszomas addicids vonalakban nem torténtek atrendezddések a

buza és az Ae. biuncialis kromoszémak kozt (Schneider és mtsai, 2005).

2.5.3. Molekularis markerek felhasznalasa az idegen faji kromoszomak azonositasara

A genetikai anyagokba beépiilt idegen faju kromoszomak (szegmentumok) kimutatasa
¢s azonositasa a citologiai mddszerek mellett ma mar molekularis markerekkel is lehetséges
(Fedak, 1998). A rokon fajokbol szarmazo6 kromoszoéma-szegmentumok koziil elséként az Ae.
umbellulata-bol a buzéba beépiilt Lr9 gént hordozd szakaszhoz kapcsolodd molekularis
markert irtdk le (Schachermayr ¢és mtsai, 1994). Késébb szdmos idegen faji eredetii
rezisztencia gén nyomon kdvetése valt lehetségessé molekularis markerek segitségével

(Autrique és mtsai, 1995; Bommenini és mtsai, 1997). A bizdn ma mar tobb mint 700
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mikroszatellit marker térképezésérdl szdmoltak be (Bryan és mtsai, 1997; Roder és mtsai,
1998; Pestsova ¢és mtsai, 2000), s6t a magantulajdontl intézetekben a térképezett
mikroszatellit markerek szama a 2000-et is meghaladja (Monsanto, Cambridge, Nagy-
Britannia, 2002, szobeli kozlés), azonban az utdbbi adatok nem hozzaférhetdk. Az Aegilops
fajokrol eddig nem késziiltek részletes mikroszatellit térképek, de a buza mikroszatellit
markerek az Aegilops fajok kromoszomainak kimutatasdra felhasznalhatok, amennyiben
azokon polimorf terméket adnak (Salina és mtsai, 2001; Pestsova és mtsai, 2002). Az
Aegilops umbellulata-bdl, az Ae. speltoides-b0l, az Ae. cylindrica-bdl, az Ae. tauschii-bol, az
Ae. ventricosa-bol a termesztett buzaba beépitett rezisztenciagének kimutatdsara kiilonb6zo
PCR alapu molekuléris markerek azonositasarol szamoltak be (Gupta €és mtsai, 2005; Seah és
mtsai, 2001; Helguera és mtsai, 2003; Weng és mtsai, 2005; Adonina és mtsai, 2004; Singh és
mtsai, 2004). A rozs (Korzun és mtsai, 2001; Ma és mtsai, 2001) és az arpa kromoszémain
(Ramsay ¢és mtsai, 2000; Li és mtsai, 2003) a buzdhoz hasonléan szamos mikroszatellit
markert térképeztek, amelyek felhasznalhatok az ezekbdl a fajokbdl szarmazé transzlokacidk
kimutatasara (Hernandez ¢és mitsai, 2002). A termesztett buzafajtdk jelentés hanyadaban
jelenlevd 1RS rozs kromoszomakar molekularis markerekkel jol kimutathaté (Hsam és mtsai,
2000; D. Nagy és Lelley, 2003; Purnhauser és mtsai, 2000). A Martonvasaron eléallitott
bluza/arpa transzlokacidkban az 4arpa kromoszoma-szegmentumok méretét GISH-sel
hataroztak meg, de az egyes arpa kromoszoma-szegmentumok azonositasat molekularis
markerek segitségével végezték (D. Nagy és mtsai, 2002). A jovében varhatéoan az 1y
genetikai alapanyagok vizsgalatakor a molekularis citogenetikai modszerek mellett a

molekularis markerek hasznalata egyre altalanosabba valik.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Anyagok
3.1.1. Novényi anyagok

Buzafajtak, buza genetikai alapanyagok (Triticum aestivum L.)

Martonvésari 9 krl (Mv9 krl) bazatorzs, amelynek létrehozasdhoz a Chinese Spring tavaszi
buzafajtabol a Martonvasari 9 6szi blzafajtaba beépitettiik a krl gént, és igy krlkrlkr2kr2
génosszetételli (Molnar-Lang és mtsai, 1996)

Asakaze komugi, vad fajokkal jol keresztez6do japan buzafajta (fakultativ tipusu)

Chinese Spring (kinai, tavaszi buzafajta)

CO4-1, az Ae. speltoides (Tausch) Ph' génjét hordozé blza genotipus, amelyet a Chinese
Springbdl hoztak 1étre (Chen és mtsai, 1994)

Myv Matador 1RS.1BL transzlokaciét hordoz6 magyar 0szi buzafajta

Arpafajtik (Hordeum vulgare L.)

Betzes (német, kétsoros, tavaszi),

Igri (német, kétsoros, 6szi)

Osznova, Manasz (ukran, hatsoros, 6szi)
Martonvasari 37, Martonvasari 38 (magyar, négysoros, 0szi),
Kompolti korai, Botond (magyar, hatsoros, 0szi)
Attila (német, hatsoros, 0szi)

Swift (német, kétsoros, 0szi)

Duet (angol, kétsoros, 0sz1)

NRPB 87-5685 (francia, hatsoros, 6szi )
P-284-90 (osztrak, hatsoros, 0szi)

Intro, Trasco (holland, kétsoros, 0szi)
Martonvasari 50 (magyar, kétsoros, tavaszi)

Kaliforniai Mariout (amerikai, kétsoros, tavaszi)
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Rozsfajtik (Secale cereale. L.)

Lovéaszpatonai (magyar, 6szi)

Merkator (6szi, német)

Aegilops fajok

Aegilops biuncialis Vis. MvGB 642, amelyet az ICARDA Génbankbdl, Sziridbdl (szama:
400940) kaptunk

3.2. Modszerek

3.2.1. Novénynevelés, megporzasok, embriokultara és in vitro szaporitas

Keresztezesek

A buza x arpa megporzashoz a ndvényeket tenyészkertben neveltik fel és a
megporzasokat levagott kalaszokon a martonvasari fitotronban (PGR kamra, Conviron,
Kanada) végeztilk. Anyai partnerként az Mv9 krl buzatorzset, az Asakaze komugi ¢és a
Chinese Spring buzafajtdkat, megporzoként a ndvényi anyagok kozt felsorolt arpafajtakat
hasznaltuk (Betzes, Igri, Osznova, Manasz, Martonvasari 37, Martonvasari 38, Kompolti
korai, Botond, Attila, Swift, Duet, NRPB 87-5685, P-284-90, Intro, Trasco, Martonvasari 50,
Kaliforniai Mariout). A levagott blza kaldszokat hordoz6 szdrakat fitotronban 1%-os
Volldiinger (Agrolinz AG, Ausztria) oldatba allitottuk. Az oldatot 2-3 naponként frissre
cseréltiik. A kalaszokat kasztraltuk, a megporzasokat porgetéses modszerrel végeztiik.
Minden kombindcioban legalabb 5-5 kalaszt megporoztunk, de az igéretes kombinéacidkban a
megporzott kaldszok szama a 100-at is elérte. A megporzas utani napon az oldatot az elsd
évben 75 ppm GA; (gibberellin sav), a mésodik évtél kezdve 20 ppm 2,4-D-vel (2,4-
diklorfenoxi-ecetsavval) kiegészitettiik. A kalaszokat az embridk kipreparalasaig allando,
+20°C-o0s homérsékleten tartottuk. A megvilagitas napi 16 ora, a megvilagitas intenzitasa 600
umol m? s™, a relativ paratartalom 80% volt.

A bluza x rozs keresztezéseket Martonvasaron tiveghazban végeztik. Az Mv9 krl

buzatorzs kaldszait kasztraltuk és rozzsal porgetéssel megporoztuk. A megporzasokat 1994
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februar-marcius honapokban végeztiik, amikor a megporzasok szempontjabol az iiveghazban
a hdmérséklet optimalis, kb. 20-22 °C volt.

A buza x Aegilops biuncialis hibrideket Martonvasaron 1995-ben tenyészkertben
allitottuk el6. Az Mv9krl kalaszait kasztraltuk és azokat az Aegilops biuncialis-sal
(MvGB642) porgetéssel megporoztuk. A buza-rozs €s a buza x Ae. biuncialis hibridek
eldallitasahoz embridkulturat nem alkalmaztunk.

A buza x arpa hibridek buzéaval valo visszakeresztezését a hibrid ndvényeken a
martonvasari fitotronban (Conviron, PGV kamra) végeztiik. A hibridek kalaszait kasztraltuk,
a megporzast porgetéses modszerrel végeztilk, +20°C-os hdémérsékleten, 80%-os relativ
paratartalom mellett. A megporzas utan masnap 100 ppm 2,4-D-t injektaltunk a szarba, a két
felsd nodusz kozé, a sebzés helyét vazelinnel leragasztottuk. Az embridkat megporzas utan
harom héttel kipreparaltuk és in vitro neveltiik fel.

A buza x Aegilops biuncialis hibridek, buza X rozs amfidiploidok buzaval vald
visszakeresztez€sét a fent leirtakhoz hasonléan végeztilk fitotronban, de ezekben a

kombinacidkban nem alkalmaztunk 2,4 D kezelést és embriokultarat sem.

Embriokultura

A buza x arpa keresztezésekbdl, illetve a buza X arpa hibridek buzaval vald
visszakeresztez€sébdl szarmazo embridkat megporzas utdn harom héttel a fejlodé szemekbdl
kimetszettik és in vitro neveltik fel. A kismérett, differencialatlan embridkat modositott
Norstog taptalajra (Taira és Larter, 1977), a nagyobb, fejlettebb embriokat Bs (Gamborg ¢€s
mtsai, 1968) taptalajra helyeztiik. Az embridkat kezdetben sotétben, +20°C-on inkubatorban
tartottuk, majd kb. 1 hét mulva a csirdzas megindulasa utan fényre (30 pmol m? s™) tettikk. A
taptalajon fejldddé novénykéket vernalizaltuk (6 hét, +4°C), majd talajba liltettiik és fitotronban
felneveltiik.

Névénynevelés

A buza x arpa, buza x Aegilops biuncialis hibrideket, buza x rozs amfidiploidokat, a
szovettenyészetben regeneralt hibrideket, ezeknek meghatarozott kromoszémaszamu, buzaval
visszakeresztezett utodait és az azonositott addicids vonalakat altalaban fitotronban neveltiik
fel (Conviron, PGR kamra). A novényeket bokrosodéasig nappal +15°C, é¢jjel +10°C—os

hémérsékleten, rovid nappalon, 12 6rds megviladgitas mellett neveltiik. Bokrosodas utan a
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hémérsékletet 2°C-kal megemeltiik, a megvilagitast 14 orara noveltiik. Szarbaindulads utan a
hoémérsékletet nappal +19°C , ¢éjjel +14°C-ra emeltiik, a megvilagitas 16 ora lett. Virdgzaskor
a homérsékletet +20°C-ra allitottuk be, majd a szemfejlodés kezdetén a hdmérsékletet 2°C-kal
emeltiik. A fitotronban felnevelt, meghatarozott kromoszoémaszadmu és Osszetételli ndvényeket
egyenként  learattuk,  részletesen = megmértik  (ndvénymagassidg,  kaldszhossz,

kalaszka/f0kalasz, szem/kalasz) és a szemeket a magtaroldban helyeztiik el +4°C-on.

Kolchicinkezeles

Néhany hibridet (Mv9 krl x Aegilops biuncialis) a bokrosodasi fazisban kolchicinnel
(Sigma) kezeltiink. A ndvényeket a foldbol kiemeltiik, a gyokereket 4-5 cm hosszusagura
visszavagtuk és 0,04%-os kolchicin oldatba tettiikk 5 6rara, +15°C-ra. Utdna legaldbb 1,5 6ran
keresztiil a gyokereket csapvizben mostuk, majd a ndvényeket talajba visszaiiltettiik. A

leveleket iiltetés utan visszavagtuk.

In vitro szaporitas

A steril, de jol bokrosodd buza x arpa hibridek (Mv9 krl x Igri, Asakaze komugi x
Manasz) fiatal, 1-2 cm hosszu kaldszkezdeményeit taptalajra helyezve a Galiba ¢és
munkatérsai (1986) altal leirt mdédon elkalluszositottuk. A sterilizalt kalaszkezdeményeket a
Sears ¢és Deckard (1982) altal modositott MS taptalajra (Murashige és Skoog, 1962)
helyeztiik, amelybe 1 mg/l 2,4-D-t adtunk. A 2,4 D koncentraciét egy hoénap elteltével
fokozatosan csokkentettiik (0,5; 0,1; 0 mg/l), majd a novénykéket talajba iiltettiik.

Tenyészkerti kisérletek

A buza/arpa, buza/de. biuncialis, blza/rozs amfidiploidokat, addiciés ¢és
transzlokacids vonalakat, tovabba a sziilopartnereket tobb éven keresztiil tenyészkertben
elvetettiik (Martonvasar, Tiikros). Egy-egy genotipusbol az adott anyagbol elérhetd szemek
mennyiségének megfeleléen 10-20 sort vetettiink (10 szem/Im-es sor). A tenyészkertben
egyrészt szaporitottuk a kiilonbozd genetikai anyagokat, masrészt megfigyeléseket végeztiink.
Vizsgaltuk a kiillonb6z6é morfolégiai tulajdonsagokat, betegségek (levélrozsda, lisztharmat,
Helminthosporium, arpa sarga torpes€g virus) megjelenését, kalaszolasi 1d6t. A kiilonbozo

genetikai anyagokbol 10-10 novényt részletesen megmértiink (ndvénymagassag, kaldszhossz,
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kalaszka/fokalasz, szem/kalasz), a tOobbi anyagot pedig learattuk, hogy a tovabbi

vizsgélatokhoz megfeleld szamu szemmel rendelkezziink.

3.2.2. Citologiai vizsgalatok (Feulgen modszer és in situ hibridizacio)

3.2.2.1. Preparatumkeészités

A Petri csészébe, szlirOpapirra helyezett szemekre annyi csapvizet ontottiink, amennyi
azokat éppen ellepte. Masnap reggel a vizet ledntottiik és a szemeket szobahOmérsékleten
csiraztattuk. A bedztatott ¢és felpattant szemeket 48-72 orara +4°C-ra helyeztik. A
hidegkezelés utan a szemeket 26 orara +25°C-os inkubdatorba tettiik. A kicsirazott szemekrdl a
tobbnyire 1,5-2 cm-es gyokereket jeges vizben (0°C) rogzitettiik, 24 6ran at. A hidegkezelés
utan a gyokércsticsokat abszolut etilalkohol és jégecet 3:1 aranyu keverékében fixaltuk, majd
+4°C-on taroltuk.

In situ hibridizaciora alkalmas preparatum készitéséhez a fixalt gyokércsucsokat
karminecetsav 1%-o0s oldatdba helyeztiik 10 percre. A gyodkércsticsokat ecetsav 45%-o0s
oldataban nyomtuk szét, majd a targylemezeket fénymikroszkoppal, faziskontraszt feltét alatt
vizsgaltuk. Az in situ hibridizaciohoz alkalmas, sok metafadzisban 1év0 o0sztodo sejtet
tartalmazo targylemezekrdl a feddlemezt folyékony N»>-ben pattintottuk le. A targylemezeket
-20°C-on taroltuk felhasznalésig.

Meiotikus preparatumok készitéséhez a kiilonb6z6 genetikai anyagokbdl portokokat
gyljtottiink, amelyeket abszolut etilalkohol €s jégecet 3:1 aranya keverékében rogzitettiink.
Néhany ora elteltével az oldatot 70%-os etilalkoholra cseréltiik. A prepardtumok készitéséhez
a portokokat 45%-o0s ecetsavban nyomtuk szét. Csak azokat a targylemezeket valogattuk ki,
¢s hasznaltuk fel a késébbiekben, amelyeken kelld szdmu sejt volt a meidzis 1. metafazisaban
¢s a kromoszomak jol szétteriiltek, nem fedték egymadst. A targylemezekrdl a feddlemezt
folyékony N,-ben fagyasztottuk és pattintottuk le, majd a lemezeket -20°C-on taroltuk

felhasznalasig.

3.2.2.2. Feulgen festés

1. A vizsgalando gyokereket, portokokat - a fixalo oldat eltavolitasa utan - 1N HCI oldatban

hidrolizaltuk +60°C-on 11-14 percig, majd bazikus fuxinban festettiik min. 20-30 percig.
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2. A megfestett gyokércsucsokbol dorzspreparatumokat készitettiink €s fénymikroszkop alatt

szamoltuk a kromoszomakat.

3.2.2.3. In situ hibridizacio

DNS probak

A pAsl DNS klon Ae. tauschii-bol izolalt és pUCS8 plazmidba inzertalt 1kb
hosszlisagu repetitiv, nem kodoldé DNS szekvencidt hordozéd fragmentum (Rayburn és Gill,
1986a).

A pScl119.2 DNS proba 120 bp hosszusagu, rozsbol izolalt repetitiv szekvenciakat
hordoz6 DNS szakasz, amelyet a pPBR322 plazmidba épitettek be (Bedbrook és mtsai, 1980).

A HvTO1 szubteloméras ismétlddé6 DNS szekvenciat a teljes genomi arpa DNS-bol
PCR-rel a 5’CGAAACTCGCATTTTGGCC3’ ¢és a S’AGAGTTCCCGTAACCGGCCC3’
primerek segitségével szaporitottuk fel (Schubert és mtsai, 1998).

A GAA szatellit trinukleotid szekvenciat a teljes arpa genomi DNS-bdl PCR-rel a
(GAA); és a (CTT); primerek felhaszndlasaval szaporitottuk fel (Vrana és mtsai, 2000).

A pTa71 DNS klon 9.05 kb hosszusagu, a buza riboszomalis génjeinek egy-egy
szakaszat hordozza (18S, 5.8S és 25S rDNS) a pUC19 vektorba klonozva (Gerlach és
Bedbrook, 1979).

Nick transzlacio - proba jelolése fluorokrommal

A GISH-hez prébaként hasznalt arpa DNS-t Sau3Al restrikciés enzimmel hasitottuk,
majd késObb a rozs és az arpa DNS-t is szonikatorral (Branson Digital Sonifer S-250D, USA)
fragmentaltuk. A FISH-hez probaként alkalmazott pTa71, pAsl és pSc119.2 DNS klonokhoz
hasonléan a fragmentalt, kiilonb6zo fajokbdl szarmazdo DNS mintakat Fluorogreennel
(fluorescein-11-dUTP, Amersham; fluorescein-12-dUTP, Roche), illetve Fluororeddel
(rhodamin-4-dUTP, Amersham; rhodamine-5-dUTP, Roche) jeldltiik nick transzlacioval.

1. Egy steril, aluféliaval boritott, 1,5 ml-es eppendorfcsobe pipettaztuk a sziikséges puffereket
¢s Osszetevoket: 10xXNT puffer, jeldletlen nukleotid keverék, fluorokrémmal jeldlt nukleotid,
100 mM dithiothreitol, 1 pg jeldletlen - elézdleg fragmentalt DNS. A mennyiséget 45 pl-re

egészitettiik ki steril vizzel.
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2. Hozzaadtunk 5 pl DNS polimeraz I/DNaz I (GIBCO) enzimoldatot, majd centrifugaltuk.

3. Az eppendorfcsdvet +15°C-on inkubaltuk 3 és fél oran keresztiil.

4. A kezelés utan hozzaadtunk 5 pl 0,3 M EDTA-t (pH 8), a megfelel6 mennyiségi - el6zdleg
fragmentalt - blokkol6 DNS-t (buza-arpa hibrideknél 40 x-es, bliza-rozs hibrideknél 35 x-0s
mennyiségben), 1/10 térfogat 3 M néatrium-acetat-ot, illetve 2 és fél-3 térfogat abszolut
etilalkoholt. Alapos, de ovatos dsszekeverés utdn kicsaptuk a DNS-t (-70°C-on fél oran at
vagy -20°C-on egy ¢jszakan at).

5. Az eppendorfcsovet 12 ezer g fordulattal +4°C-on 10-15 percig centrifugaltuk. Ledntottiik
a feliiluszot, majd 500 pl jéghideg 70%-os etilalkoholt pipettdztunk a kicsapott mintdhoz és a
csovet +4°C-ra helyeztiik fél orara.

6. +4°C-on, 4 percig, 12 ezer g fordulattal tortént centrifugalas utan leontottiik a feliiltiszot és
a csapadékot ¢jszakan at kiszaritottuk.

7. A jelolt DNS-hez 20 pl 1xXTE puffert adtunk, majd -20°C-on taroltuk.

Proba jelolése PCR reakcioval

A HvTO1 szubteloméras repetitiv szekvencia és a GAA trinukleotid DNS prébak
felszaporitasat és fluorokrommal valo jelolését PCR-késziilékben (Eppendorf MasterCycler
5333, Eppendorf AG, Németorszag) végeztiik el. A probak felszaporitasa arpa (H. vulgare L.)
genomi DNS-bdI tortént, a jeloléshez a felszaporitott DNS templatokat hasznaltuk (Vrana és
mtsai, 2000). A PCR reakcio koriilményeit Vrana és munkatarsai (2000) és Schubert és
munkatérsai (1998) leirasai alapjan allitottuk dssze.

1. Az 50pul reakcidkeverék Osszetétele a kdvetkezo volt: 100 ng templat DNS, 1U Taqg DNA
polimeraz, 1x PCR-puffer, 1 mM MgCl,, 200 uM dNTP keverék, 1 uM forward primer, 1 uM
reverse primer, steril viz. A jeloléshez hasznalt reakcidokeverék a felsoroltakon kiviil 0,75 nM
fluorokrommal jeldlt nukleotidot (Fluorored vagy Fluorogreen) is tartalmazott.

2. A jelolt PCR termékeket 3 M Na-acetat €és abszolut etanol keverékében -80°C-on a Nick
transzlacional leirtakhoz hasonléan kicsaptuk, jéghideg 70%-os etanolban mostuk, egy
¢jszakdn at szobahOmérsékleten szdradni hagytuk, majd 50 pl steril vizben feloldottuk. A

probakat felhasznalasig -20°C-on taroltuk.
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Genomikus in situ hibridizacio (GISH)

A GISH vizsgalatokat Reader és munkatarsai (1994) modszere alapjan végeztiik, kisebb
modositasokat kovetden.

1. Az in situ hibridizdcidhoz alkalmas targylemezeket +37°C-os termosztitban
oldatba helyeztiik fél orara.

2. Fél ora elteltével a targylemezeket 2x2 percig +37°C-os 2xSSC oldatban mostuk.

3. A denaturdciot megel6zden a kromoszomak fixaldsahoz a preparatumokat 4%-os (w/v)
frissen depolimerizalt paraformaldehid oldatban kezeltiik szobahdmérsékleten 10 percig, majd
3%x2 percig 2xSSC oldatban oblitettiik dket. Az utolsd6 mosast kovetden a targylemezeket +
37°C-os vizfiirdében elémelegitettiik.

targylemezeket +70°C-os vizfiirdoben inkubaltuk 3 percig, majd a formamid oldatot jéghideg
70%-os etilalkoholra cseréltilk, amely kezelést még két alkalommal megismételtiink 2-2
percig. Ezt kovetéen a targylemezeket -20°C-on tarolt 90%-os és abszolut etilalkohol
oldatokban oblitettiik 3, illetve 5 percig, majd levegdn széritottuk a hibridizacids oldat
elkészitéséig.

5. Otven pl hibridizacios keverék 2xSSC-t, 10% dextran-szulfatot, 0,2% natrium-dodecil-
szulfatot és 1 ng/ul jelolt proba és blokkold DNS keverékét tartalmazta targylemezenként. Az
egyes kisérletekben szerepld két faj homolég DNS szekvenciainak blokkolaséara jeloletlen
DNS-t hasznaltunk, amelyet autoklavozéssal fragmentaltunk és megfeleld aranyban adagoltuk
végeztiik 5 percig, majd az eppendorfcsdvet par percre jégre helyeztiik.

6. A forralds kovetkeztében elparolgott mennyiség miatt a tdrgylemezekre egyenként 45 pl
hibridizacids keveréket cseppentettiink és steril miianyag lappal fedtiik le dket.

7. Az in situ hibridizéaciot 2 és fél oran at +65°C-on végeztiik, majd 2xSSC pufferben mostuk,
illetve hitottiik a preparatumokat.

8. A szobahOmérsékletire hult targylemezeket 4xSSC/0,2%Tween oldatban mostuk a
kontrasztfestést megel6zden (a preparatumok éjszakan at tarolhatok az oldatban, amennyiben

a folyamatot megszakitjuk).
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9. A jeldletlen kromoszomak kontrasztfestése DAPI-val (4’6-diamidino-2-phenylindole, 1
pg/ml) vagy Pl-dal (propidium-jodid, 0,5 pg/ml) tortént, majd a prepardtumokat fakulasgatld
(Vectashield, Vector Laboratories) folyadékban fedtiik le.

10. A citoldgiai vizsgalatokat a Zeiss Axioskop 2 plus (Carl Zeiss AG, Németorszag)
epifluoreszcens mikroszkoppal végeztik. A mikroszkopra beszerelt 01-es (DAPI), 10-es
(FITC- fluorescein-isothiocyanate), 15-6s (Texas Red, Rhodamin), 25-6s (triple band; DAPI,
FITC, Texas Red) filtereket alkalmaztuk a kiilonb6z6 fluoreszcens festékekhez. A felvételeket
a Spot CCD (Diagnostic Instruments, USA) kameraval készitettilk, a képfeldolgozast,
elemzést az Image Pro Plus 4.0 (Media Cybernetics, USA) program segitségével végeztiik.

A meiotikus preparatumokon a GISH a mitotikus preparatumok hibridizaciojahoz
hasonléan tortént, bar ebben az esetben proteindz-K kezelést is alkalmaztunk (Reader és
mtsai, 1994). Az RNéz-oldat haszndlata utdn a sejteket 1-5 ng/ml proteindz-K enzimet
tartalmazé PK pufferrel kezeltiik +37°C-on 10 percig. Az inkubélas utan PK Stop pufferrel
leallitottuk az enzim mukodését, a targylemezeket oblitettiik és szobahdmérsékletiire hiitottiik

(2%2 perc mosas) a paraformaldehid kezeléshez.

Fluoreszcens in situ hibridizacio (FISH)

A folyamatot Pickering ¢€s munkatarsai (1997) moddszere alapjan hajtottuk végre, az
elokezelések a GISH-nél bemutatott modon torténtek.

1. A hibridizaciés keverék (30 pl/targylemez) 50% formamidot, 2xSSC-t, 10% dextran
szultatot, 0,1% ndatrium-dodecil-szulfatot, 50 ng/ul carrier (lazac sperma) DNS-t, valamint
400 pg/ul fluorokrémmal jeldlt pSc119.2—pAsl vagy GAA-HvTO1 vagy GAA-pTa71 jelolt
DNS probak keverékét tartalmazta targylemezenként.

2. A kromoszoma DNS denaturdlasat +80°C-on 10 percig (az egyszer mar lemosott, Ujra
hibridizalt mintdk esetében 8 percig) hajtottuk végre.

3. Denaturalas utan a preparatumokat +37°C-os termosztatba helyeztiik at, ahol 6 6ran vagy
egy €jszakan keresztiil végeztiik a hibridizaciot.

4. A targylemezek in situ hibridizaciot koveté mosasa a kovetkezo volt: 2xSSC-ben +42°C-on
2x5 percig, 25%-o0s formamid oldatban +42°C-on 2X5 percig végiil 2xSSC-ben +42°C-on 3
illetve 5 percig. A preparatumokat az utolsé 2xSSC oldatban szobahdmérsékletiire hiitottiik.

5. Kontrasztfestés el6tt a mintakat 4xSSC/0,2% Tween oldatban mostuk.
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6. A kromoszémak kontrasztfestését 1 pg/ml DAPI-val végeztik (az Ujra hibridizalt
targylemezek esetében az oldat koncentracioja 2 pg/ml volt), majd a preparatumokat 4xSSC/
0,2% Tween oldatban oblitettiik.

7. A mintak lefedése €s az adatok értékelése a GISH-nél bemutatott modon tortént.

8. A hibridizacios jelek rogzitése utdn a targylemezeket 50% formamid és 0,5%SSC

keverékében mostuk le a kovetkezo hibridizalashoz.

3.2.3. DNS izolalas

Az alkalmazott molekuldris genetikai €s molekuléris citogenetikai modszerekhez felhasznalt
DNS-t 3-4 hetes novények leveleib6l nyertiikk Sharp és munkatarsai (1988) proteinaz-K
moddszere alapjan.

1. A fiatal novények leveleibdl 3-4 g-ot levagtunk, majd eldre lehiitott dorzsmozsarakban,
folyékony N,-ben alaposan porra dorzsoltiik. A levélmintakhoz 17 ml extrakciés puffert és 90
pl proteindz-K enzimet adagoltunk.

2. A mintékat elegyités utan 50 ml-es centrifuga csovekbe toltottik és +50°C-os vizfiirdében
inkubéltuk 1 6ran at.

3. Egy o6ra elteltével a mintdkhoz 1 térfogat (17 ml) fenolt (pH 8.0) adtunk, majd a
centrifugacsovek forgatasaval 10 percig kevertiik.

4. Az extraktumokat +4°C-on 15 ezer rpm fordulattal 15 percig centrifugaltuk. A feliiluszot Gj
centrifuga csovekbe vittiikk at, amelyekhez 1 térfogat (17 ml) kloroformot adagoltunk és
razassal 10 percig kevertiik.

5. A mintakat +4°C-on 12 ezer rpm fordulattal 10 percig centrifugaltuk, majd a feliiluszot vj,
steril centrifuga csovekbe pipettdztuk at. Egy térfogat (17 ml) izopropanol hozzaadasa utan
mintainkat legalabb 1 6ra hosszat -20°C-on taroltuk.

6. A DNS-t centrifugalassal kicsaptuk (+4°C, 8 ezer rpm, 10 perc), papirtorolkozén
kiszaritottuk (kb. 15-20 perc), majd feloldottuk 1 ml steril vizben. Ezutdn az egyes mintdkhoz
10 pl (10 pg/ul) RNaz-t adagoltunk és +37°C-on, 2 6ran at inkubaltuk.

7. Két ora elteltével 4 ml steril vizet és 1 ml 5 M NaCl oldatot pipettaztunk az egyes
centrifuga csovekhez (Ossztérfogat 6 ml). A kloroform:fenol (3-3 ml-t adagoltunk a
mintakhoz, 10 percig kevertiik razassal, lecentrifugéaltuk +4°C-on, 12 ezer rpm fordulattal 10

percig, majd a feliiluszot vj, steril centrifuga csdvekbe vittiik at), majd a kloroform (6 ml-t
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adtunk az egyes mintakhoz, a tobbi miivelet az eldz6ekkel megegyezett) tisztitast kovetden a
feliiluszot 30 ml-es iiveg csovekbe vittiik at.

8. A mintakhoz 2 térfogat (12 ml) elézéleg -20°C-on tarolt abszolut etilalkoholt adtunk.
Ovatos, de alapos dsszekeverés utan a cséveket -20°C-ra allitottuk legalabb egy éjszakara.

9. A kicsapddott DNS-t steril hajlitott Pasteur pipettaval eltavolitottuk, majd 1 ml 70%-os
etilalkoholban mostuk néhany percig.

10. A DNS mintakat kiszaritottuk (legalabb 20-30 percig), majd feloldottuk 500 pl steril
vizben. Feloldoédas utan a DNS-t -20°C-on taroltuk.

3.2.4. Mikroszatellit markerek vizsgalata

Ramsay és munkatarsainak 2000-ben k6zolt arpa kapcsoltsagi térképérdl 6sszesen 51
mikroszatellit markert valasztottunk ki a csoportunkban eldallitott buza x arpa hibridek
utddaiban az arpa kromoszoémak (szegmentumok) eredetének megallapitdsdhoz, a citologiai
azonositas megerdsités¢hez.

Az SSR markerek pontos leirdsa a kovetkez0 honlapon megtalalhato:

http://www.genetics.org/supplemental/156/4/1997/DC1. Hat marker (Bmac0399, Bmac0134,

HvOLE, Bmag0222, GMS001, Ebmac713) vagy nem adott jelet az arpan, vagy nem volt
alkalmas a buza és az arpa kromoszémak megkiilonboztetésére. A hasznalt 45 markert az
Eredmények fejezetben a 14. tablazatban soroltuk fel. A 45 marker intenziv, a vartnak
megfeleld reprodukalhaté savokat adott az arpa fajtdkban. A PCR reakciot Ramsay ¢és
munkatarsai (2000) leirasa alapjan végeztik. A 15 PL reakcié keverék 30 ng genomikus
DNS-t, 1x PCR puffert, 0,45 U Taq DNS polimerazt (Promega), 0,3 UM (forward és reverse)
primereket és 200 UM dNTP-t tartalmazott. A PCR reakciot el6szor a GeneAmp PCR Sysem
9700 (Applied Biosystem, USA), majd az Eppendorf Mastercycler 5333 (Eppendorf AG,
Németorszag) PCR késziiléken hajtottuk végre. A PCR reakcid koriilményeit a megadott
Internet honlapon az Appendix S2-ben leirtaknak megfeleléen valasztottuk ki. A PCR
terméket 10%-o0s polyacrylamid gélen (18 x 16 cm) futtattuk gélelektroforézissel. A PCR
termék méretét 100 bp DNS-1étra (GIBCO) segitségével hataroztuk meg. A sdvokat Bassam
¢s munkatarsai (1991) altal kozolt eziist festéssel tettiik lathatova. A késobbi kisérletekben a
PCR-termékeket 1,5%-0s agar6z (Sigma) gélen valasztottuk szét. A savokat ethidium-
bromiddal (Sigma) festettiik meg, melynek végkoncentracioja a gélben 1% volt. A DNS-
fragmentumok méretét 100 bp DNS-Iétra (Invitrogen) segitségével hatdroztuk meg.
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3.2.5. Statisztikai analizis

A kisérleti adatokat egy, illetve sziikség szerint tobbtényezds variancia analizissel és t-

probaval hasonlitottuk 6ssze, P=0,01 vagy P=0,05 megbizhatosagi szinten.

3.2.6. Roviditések

ISH: in situ hibridizacid

FISH: fluoreszcens in situ hibridizacio

GISH: genomikus in sifu hibridizacio

PCR: polimeraz lanc reakci6é (polymerase chain reaction)
DNS: dezoxiribonukleinsav

RNS: ribonukleinsav

RNaz: ribonukledz enzim

DNa4z: dezoxiribonukledz enzim

dNTP: nukleotid keverék (dCTP, dGTP, dATP, dTTP)
SSC: trinatrium-citrat és natrium-klorid oldatok megfeleld aranyu keveréke
(Saline sodium citrate)

NT puffer: Nick transzlacios puffer

PK puffer: proteinaz-K puffer

EDTA: etilén-diamin-tetraccetsav

TRIS: trisz (hidroxi-metil) amino-metan

TE: trisz-EDTA

Tween: polioxietilén-szorbitdn-monolaurat

PI: propidium jodid

DAPI: 4,6 diamidino-2-fenilindol
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Alkalmazott pufferek osszetétele:

NT puffer (nick transzlacios puffer): 0,5M TRIS,
0,05M magnézium-klorid,

0,5mg/ml bovin-szérum-albumin,

(pH 7.8)

PK puffer: 0,2M TRIS,
0,02 M kalcium-klorid
(pH 7.5)

PK Stop puffer: 0,2M TRIS,

0,2M EDTA(pH 7,5)

DNS extrakcios puffer: 100mM TRIS,
100mM EDTA,
250mM natrium-klorid,
0,5%SDS
100pg/ml proteindz K
(pH 8,5)
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4. EREDMENYEK

4. 1. Blza x arpa hibridizacio

4.1.1. Uj 6szi biza x észi arpa hibridek el6allitasa

Keresztezesek

A Chinese Spring x Betzes tavaszi bliza x tavaszi arpa hibrid eldallitasa utan (Langné
Molnar M. 1992, Kandidatusi értekezés) a kovetkezd 6szi arpafajtakkal sikeriilt 0j hibrideket
létrehozni: Igri (német, kétsoros), Manasz, Osznova (ukrdn, hatsoros) (1. tablazat). Az 0j 6szi
bliiza x 6szi arpa hibrid 1étrehozéasara iranyul6 kisérleteinkben 14 kiilonb6z6 6szi arpafajtaval
végeztiink keresztezéseket, de ezek koziil csak harom genotipussal sikeriilt szemkotést
elérnlink (0,4%; 0,3%; 0,1%), annak ellenére, hogy kisérleteinkben tobb éven keresztiil tobb
ezer viragot (6sszesen 10 407 virag) poroztunk meg. Az Mv9 krl x Igri, az Mv9 krl x
Osznova ¢és az Asakaze komugi x Manasz kombinaciokban allitottunk elé hibrideket. A
keresztezéseket a kordbban Martonvasdron a Chinese Spring x Betzes modell hibridre
kidolgozott optimalis koriilmények kozt végeztiik fitotronban, a virdgokat hormonokkal
kezeltiik, a fejlod6 embridkat megporzas utdn harom héttel steril koriilmények kozt
kipreparaltuk és in vitro neveltiik fel.

A kovetkez6 arpafajtakkal nem sikeriilt szemkdotést elérniink a buzan: Mv 37, Mv 38,
Kompolti korai, Attila, Botond, Swift, Duet, NRPB, P-284-90, Intro, Trasco, Mv 50,
Kaliforniai Mariout (1. tablazat). Az Mv 50 arpafajtaval korabban sikeresen allitottunk eld
arpa x buza hibridet (Langné és mtsai, 1985), amikor az Mv 50 tavaszi arpafajtat anyai
partnerként hasznaltuk. A reciprok kombinéacid 1étrehozésa ezzel az arpafajtdval mar nem
sikeriilt, annak ellenére, hogy az Mv9 krl buzatérzs 1750 virdgat poroztuk meg az Mv 50
arpafajtaval.

A sikeres keresztezésekben a maximalis szemkd6tés 0,4% volt (Mv9 krl x Osznova).
Megallapithatd, hogy a buza és az arpa kozt fenndlldo inkompatibilitds miatt a buza x arpa
keresztezésekben a varhatd szemkotési érték nagyon kicsi és sok kombindcidban nem

fejlodnek hibrid embriodk.
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1. tablazat

Buza x arpa hibridek eldallitasa (1994-1997, Martonvasar, Fitotron)

A kiilonb6z6 kombindciokban megporzott viragok, kipreparalt embridk, illetve felnevelt

novények szama

Anyai partner, biza Megporz6 arpa Megporzott viragok  Kipreparalt Hibrid névények
genotipus fajta szama embriok szdma szama
Mv9 krl Igri 3012 3 1
Mv9 krl Osznova 254 1 1

Asakaze komugi Manasz 676 2 1
Asakaze komugi Osznova 508 0 0
Mv9 krl Manasz 1865 0 0
Mv9 krl Mv 37 148 0 0
Mv9 krl Mv 38 192 0 0
Mv9 krl Kompolti korai 442 0 0
Mv9 krl Attila 180 0 0
Mv9 krl Botond 346 0 0
Mv9 krl Swift 136 0 0
Mv9 krl Duet 92 0 0
Mv9 krl NRPB 34 0 0
Mv9 krl P-284-90 210 0 0
Mv9 krl Intro 188 0 0
Mv9 krl Trasco 162 0 0
Mv9 krl My 50 (tavaszi) 1750 0 0
Mv9 krl Kaliforniai Mariout 212 0 0
Osszesen 10407 6 3
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A hibridek morfologiai leirasa

Az Mv9 krl x Igri és az Asakaze komugi x Manasz hibridek életerdsek voltak (1.
abra) és jol bokrosodtak, ami lehetdvé tette, hogy a fokalaszt izolaljuk, a mellékkalaszok
koziil egyr6l portokokat gytlijtsiink meiozis vizsgalatra, més kaldszokat megporozzunk

buzaval és fejlodo kalaszkezdeményeket tegyiink le in vitro szaporitasra.

1. abra Az Asakaze komugi X Manasz hibrid

Az Mv9 krl x Osznova hibrid az el6z6 kettd hibridnél kevésbé bokrosodott, csak két
kalasza volt. Ennek a kombinacionak a kaldsza volt a legrovidebb, minddssze 14 kalaszka
volt a fokaldszon. A buza X arpa hibridek kaldszai elsésorban a buzahoz hasonlitottak, de laza
szerkezetliek voltak. Az Asakaze komugi x Manasz hibridek kalaszai (2.c abra) rendelkeztek

a leghosszabb szalkakkal, ebben a kombinaciéban ugyanis a buza partner is szalkas volt. Az
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Mv9 krl x Igri hibrid kalaszain szalkacsokevények (2.a abra), az Mv9 krl x Osznova hibrid
kalaszain pedig rovid szalkak voltak megfigyelhetok (2.b abra). Az Mv9 krl x Igri hibrid
kaldsza hosszi volt, a fokaldszon 34 kaldszka helyezkedett el. A hibridek a buzanal
vilagosabb zdld szinliek voltak. Mindharom hibrid teljes him és ndsterilitdst mutatott,
nemcsak az izoldlt kaldszban, de a buzaval végzett megporzas utdn sem kaptunk rajtuk

szemeket.

2. abra Buza x arpa hibridek kaldszai. a, Mv9 krl x Igri, b, Mv9 krl x Osznova, ¢, Asakaze

komugi x Manasz.

4.1.2. A hibridek elszaporitasa szovettenyészetben

A hibridek teljes sterilitisa miatt azokat szdvettenyészetben szaporitottuk el. A
kalluszindukcidra fejlodd kalaszkezdeményeket hasznaltunk. Az Mv9 krl x Igri hibridbdl 101
regenerans novénykét iltettlink foldbe, amelyek koziil 92-6t neveltiink fel. Az Asakaze
komugi X Manasz hibridbdl 148 regenerans novénykébdl 124-et tudtunk felnevelni. A
regenerans hibrid ndvények meidzisanak I. metafadzisaban Feulgen modszerrel és GISH-sel
vizsgéltuk a novények kromoszoma-konstiticidjat és a kromoszoémak parosodasat. A

regeneralt hibrideket buizdval megporoztuk ¢€s a visszakeresztezésbdl BC, szemeket kaptunk.
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Az Mv9 krl x Igri hibridbdl regeneralt utdédokon Mv9 krl buzatdrzzsel végzett
megporzas utan 6 darab BC, szemet kaptunk (2. tablazat). A 6 darab BC, novény buzaval
végzett ismételt megporzasa utan 24 darab BC, szem fejlédott. A BC, szemek
kromoszdémaszdmat 43-46-nak hataroztuk meg. A BC, szemek Ontermékenyitett utddai koziil
valogattunk ki késébb Mv9kr1/Igri diszomas addiciés vonalakat.

Az Asakaze komugi x Manasz hibridbdl regenerdlt utédokon Asakaze komugi
buzafajtaval végzett megporzaskor annak ellenére nem kaptunk egyetlen egy BC, szemet sem,
hogy igen nagyszamu virdgot (0sszesen 3150—et) poroztunk meg buzaval. Az Mv9 krl
buzatorzzsel végzett megporzasbdl azonban 3 embriot tudtunk kipreparalni (2. tdblazat). A 3
embrio6 koziil egybdl akkora novényke fejlodott, amelyet mar talajba iiltethettiink, azonban az
kitiltetés utdn harom héttel elpusztult. A hibrid fenntartasa érdekében a regeneransok fejlédo
kalaszkezdeményeit szovettenyészetben ismételten elszaporitottuk és a masodik ciklusban

134 regenerans novénykét tiltettiink ki ebbdl a kombinaciobol.

2. tablazat

Buza x arpa hibridek szdvettenyészetben elszaporitott utddainak megporzasa buzaval

Hibrid Megporzo Megporzott Embriok Novények
buzafajta  virdgok szdma szdma szdma

Mv9 krl x Igri® Mv9 krl 4606 9 6

Mv9 krl x Igri® CO4-1 340 2 1
Asakaze komugi x Manasz®  Mv9 krl 1280 3 1
Asakaze komugi x Manasz® A komugi 3150 - -

(Mv9 krl xIgri®) x Mv9 krl ~ Mv9 krl 656 - 24
(Mv9 krl x Igri®) x CO4-1 Mv9 krl 354 - 1

RA kiinduldsi hibrid fejlédé kalaszkezdeményeibdl regeneralt novények

4.1.3. A kromoszoma-parosodasok vizsgalata a hibridekben

Kromoszoma-konfiguraciok vizsgalata Feulgen modszerrel
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Az Mv9 krl x Igri és Asakaze komugi x Manasz hibridek és szovetteny€szetben
elszaporitott utdédaik kromoszéma-parosodasat Feulgen mddszerrel és GISH-sel vizsgaltuk a
meidzis I. metafazisaban (3., 4. tdblazat). A hibridek véarhaté kromoszémaszdma 28 volt (21
buza + 7 arpa), amelyet a citologiai vizsgalatok is megerdsitettek (3. abra). A két kiindulési
hibridben az univalensek szdma nagyon hasonld volt (25,15 és 25,21). Trivalenseket €s
quadrivalenseket csak az Mv9 x Igri kombinacioban figyeltiink meg. Az univalensek
centromérandl torténd rendellenes szétvalasanak, miszdivizidjanak kovetkeztében létrejovo
telocentrikus kromoszoémék nagyobb szdmban fordultak el az Mv9 x Igri kombinacidban
mint az Asakaze komugi x Manasz hibridben. A sejtenkénti kromoszomakar asszociaciok
szama mindkét hibridkombinacidban 1,59 volt (3. tablazat). A két kombinacidban néhany
sejtben akar 9 illetve 10 bivalens is el6fordult, igy a sejtenkénti kromoszdémakar asszociaciok
maximalis szdma az egyes hibridekben 18 illetve 19 volt. Néhany sejtben endoreduplikaciot
figyeltiink meg, azaz a kromoszomak szdma 56 volt.

A szovettenyészetben regeneralt utdédokban a sejtenkénti univalensek szdma kisebb
volt, mint a kiinduldsi hibridben. A regeneransokban ndétt a bivalensek szdma és a
telocentrikus kromoszomak szama a kiinduldsi hibridhez képest. Ennek eredményeként a
sejtenkénti kromoszomakar asszociaciok szama jelentdsen megndtt a regeneransokban a
kiindulési hibridhez képest mindkét kombinacioban (3. tablazat). A regeneransokban nagyobb

szamban figyeltiink meg 56 kromoszémaszamu sejteket, mint a kiinduldsi hibridekben.
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3. dbra A buza X arpa hibridek meidzisanak 1. metafazisdban a kromoszoémak parosodasa.

A kromoszomak festése Feulgen modszerrel tortént.

a, Huszonnyolc univalens kromoszéma az Mv9 krl x Igri hibridben. b, Huszonnégy
univalens, egy nyilt bivalens, és négy telocentrikus kromoszéma az Asakaze komugi X
Manasz hibridben. ¢, Huszonnégy univalens és két nyilt bivalens az in vitro regeneralt Mv9
krl x Igri hibridben. d-f, Az in vitro regeneralt Asakaze komugi x Manasz hibrid
pollenanyasejtjei. d, Huszondt univalens (kettdé koziilik miszdivizoval kettévalt) és egy
trivalens. e, Tizenot univalens (egy koziilik miszdivizidval kettévalt), négy telocentrikus
kromoszdéma, négy nyilt bivalens, egy gylirii (zart) bivalens. f, Huszonhat gyliri bivalens ¢és

két nyilt bivalens.
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3. tablazat

Buza x arpa hibridek kromoszdéma parosodasanak sejtenkénti atlag értékei a meiozis 1. metafazisaban,

Feulgen modszerrel végzett vizsgalatban

(a sz€1s0 értékek az atlagok alatt zarojelben talalhatok)

Hibrid kombincié Vizsgalt Kromo- Uni- Bivalens Tri- Quadri- Telo- Frag- Izo- Sejtenkénti
sejtek  szoma- valens - - valens valens centrikus mens kromoszoéma kromoszoémakar
Nyilt  Zart
szama szam kr. asszociaciok szama
MvO krl x Igri 120 28 25.15 0.52 0.48 0.025 0.008 1.51 - - 1.59
(12-28) (0-4) (0-8)  (0-1) (0-1) (0-10) (0-18)
Asakaze komugi x 75 28 2521  0.69 0.45 - - 0.85 0.05 0.05 1.59
Manasz
(8-28) ((0-4) (0-9) - - (0-6) (0-2) (0-1) (0-19)
Mv9 krl x Igri (R*) 51 28 2143  1.12 1.8 - - 2.00 0.16 0.04 4.72
(6-28) (0-5) (0-10) - - (0-10) (0-4) (0-1) (0-22)
Asakaze komugi x 214 28 23.77 0.87 0.87 0.02 - 1.16 0.02 0.04 2.67
Manasz (R*)
(10-28) (0-5) (0-8)  (0-1) - (0-8) (0-2) (0-1) (0-17)

R*:a kiindulési hibridbdl szovettenyészetben regeneralt utddok
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Kromoszoma-konfiguraciok vizsgalata genomikus in situ hibridizacioval (GISH)

Az Mv9 krl x Igri kombinaciobol a kiindulasi hibrid és a szdvettenyészetben
regeneralt utddok kromoszéma parosodésat vizsgaltuk GISH-sel. A masik kombinacidban a
kiinduldsi hibriden nem sikeriilt GISH-t végezni, csak a regeneralt utddok kromoszoma
parosodasat tudtuk vizsgalni ezzel a mddszerrel (4. tablazat). A hibridekben a buza és az arpa
kromoszomak jol megkiilonboztethetok voltak. Az arpa DNS fluorogreennel végzett
jelolésének kovetkeztében az arpa kromoszomak sargdszoldek lettek, a DAPI kontrasztfestés
eredményeként a buza kromoszomak kékek (4. abra). A sejtenkénti 0sszes kromoszomakar
asszociaciok szama az Mv9 krl x Igri hibridben 0,83 volt, azaz majdnem minden sejtben
megfigyelhetd volt egy-egy asszociacid. Az Osszes kromoszomakar asszocidciok 77,7 -
89,0%-4at a buza kromoszomdk kozt 1étrejott asszociaciok tették ki (5. tablazat). Gylri
bivalenseket csak a bliiza kromoszomak kozt figyeltink meg. Az arpa kromoszomak kozt
fellépd kromoszémakar asszociaciok szama 4,4 ¢és 10,8% kozt volt a kiilonbozé
kombinaciokban. A buza és az arpa kromoszomak kozt 1étrejové kromoszomakar
asszociaciokat az Mv9 krl x Igri kombinacidban két sejtben figyeltiink meg, ami az dsszes
asszocidcio 3,6%-at jelenti. A szdvettenyészetben regeneralt Mv9 krl x Igri utédokban hat
sejtben tapasztaltunk kromoszoéma-parosodast a buza ¢és az arpa kromoszoémdk kozt, ami
ezekben a sejtekben az 6sszes kromoszomakar asszociacié 16,5%-at jelenti.

Az Asakaze komugi x Manasz hibridbdl regeneralt utodokban hét sejtben lattunk
buza-arpa nyilt bivalenseket. A két faj kromoszomai kozt két trivalens konfiguraci6 1étrejottét
i1s megfigyeltiik, az egyik esetben egy arpa €s két bliza kromoszoma, a masik esetben egy
buza és két arpa kromoszoma kozt. A telocentrikus kromoszomak szama jelentdsen megnott
az in vitro szaporitds utan. A kromoszoémakar asszociaciok szamat a GISH analizis soran
kevesebbnek taldltuk, mint a Feulgen analizis folyaman. A kiilonbség esetleg annak tudhato
be, hogy a GISH analizis soran a jeloletlen buza kromoszémaék kozti asszociacidok kevésbe jol

lathatok, mint Feulgen festéssel.
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4. tablazat

Buza x arpa hibridek kromoszéma-parosodasanak sejtenkénti atlag értékei a meiodzis I. metatazisaban,

genomikus in situ hibridizacidval (GISH) végzett vizsgalatban

(a sz€1s0 értékek az atlagok alatt zarojelben talalhatok)

Hibrid-  Vizsgalt Kromo- Arpa Buza Buza-arpa Buza- arpa Sejtenkénti
kombind-  sejtek szOma- Uni- Bivalens Telo- Uni- Bivalens Tri- nyilt trivalens kromoszo-
cio szama szam valens Nyilt Zart centrikus valens Nyilt Zart valens bivalens makar

kr. asszociacio
Mv x| 67 28 6.72 0.09 - 0.24 19.62 0.61 0.04 0.01 0.03 - 0.83
(5-7) (0-1) - (0-2)  (15-21) (0-2) (0-1) (0-1) (0-1) - (0-4)
Mv x| 44 28 4.95 0.05 - 1.90 19.95 0.32 0.14 0.02 0.14 - 0.85
(R*)
(0-7) (0-1) - (0-14)  (6-21) (0-2) (0-6) (0-1) (0-1) - (0-13)
AxM 81 28 6.30 0.07 - 0.89 18.49 0.80 0.36 0.04 0.09 0.03* 1.82
(R¥)
(4-7) (0-2) - (0-8) (7-21) (0-5) (0-5) (0-1) (0-2) (0-1) (0-12)

Mv x I: Mv9 krl x Igri; A x M: Asakaze komugi x Manasz
R*: a kiindulési hibridbdl szévettenyészetben regeneralt utodok
*: 1 trivalens: buza-biiza-arpa, 1 trivalens: bliza-arpa-arpa
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4. dbra Genomikus in sifu hibridizacid blza x arpa hibridek és in vitro regeneralt utddaik
meiozisanak I. metafazisaban. Fluorogreennel jelolt teljes genomi arpa DNS-t hasznaltunk
probaként, igy az arpa kromoszoémak sargaszoldek, a bluza kromoszomédk a DAPI
kontrasztfestés kovetkeztében kékek. a, Hét arpa univalens (egy miszdivizidval kettévalt), 19
buiza univalens és 1 buza nyilt bivalens az Mv9 krl x Igri hibridben. b, Egy hiperploid sejt az
in vitro regeneralt Mv9 krl x Igri hibridben, amelyben 1 buza-arpa nyilt bivalens (nyillal
jelolve), 6 arpa univalens, 6 bliza gylir(i bivalens, 2 buza nyilt bivalens, 6 buza univalens és 2
blza kromoszoma fragmentum lathato. c, Hét arpa univalens (egy miszdivizioval kettévalt), 1
buza trivalens, 3 buza nyilt bivalens és 10 buza univalens az in vitro regeneralt Asakaze
komugi x Manasz hibridben. d, Egy bliza-arpa nyilt bivalens (nyillal jelolve), 6 arpa univalens
az in vitro regeneralt Asakaze komugi x Manasz hibridben.
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5. tablazat

A sejtenkénti atlagos kromoszomakar asszociaciok szdma a buza x arpa hibridek pollen

anyasejtjeiben

Hibrid Buza-buza Buza-arpa Arpa-arpa Osszes

Mv9 krl x Igri 0.71 0.03 0.09 0.83
(85.5%) (3.6%) (10.8%) (100%)

Mv9 krl x Igri (R¥*) 0.66 0.14 0.05 0.85
(77.7%) (16.5%) (5.8%) (100%)

Asakaze komugi X Manasz (R*) 1.62 0.12 0.08 1.82
(89%) (6.6%) (4.4%) (100%)

R*: a kiindulasi hibrid fejlddd kaldszkezdeményeibdl szovettenyészetben regeneralt utddok

4.1.4. Uj buza/arpa addicios vonalak eléallitasa

4.1.4.1. Mv9 krl/Igri addiciés vonalak létrehozasa

Az Mv9 krl x Igri hibridbdl regeneralt utddokon Mv9 krl bulzatorzzsel végzett
megporzas utan 6 darab BC, szemet kaptunk (2. tdblazat), amelyek ismételt megporzasa utan
24 darab BC, szem fejlodott. A BC, szemek kromoszoémaszamat 43-46-nak hatdroztuk meg.
A BC,F, novények ontermékenyitett utddai koziil valogattuk ki az Mv9 krl/Igri diszomas
addiciés vonalakat. A 24 BC,F, novény koziil 14 volt fertilis (6. tablazat). A 14 BC,F,
novényen dnmegporzaskor 0sszesen 735 szemet kaptunk. Ezeket a szemeket csiraztattuk és
Feulgen modszerrel meghataroztuk a kromoszomék szdmat. A szemek tobbségében
eliminalodott az arpa kromoszéma, az utddok szemszdma 42 lett. Sikeriilt kivalogatnunk
azonban 43 ¢s 44 kromoszémaszamu utddokat, melyek kromoszoma Kkonstiticidjat
meiozisban is ellendriztik A 43 kromoszomaszami ndvények meidzisdban altaldban 21
bivalenst és egy idegen kromoszomat figyeltiink meg, a 44 kromoszoémaszami névényekben
21 bivalens mellett sokszor két univalens volt megfigyelhetd, egyes esetekben 22 bivalenst
szamoltunk. A 43 kromoszomaszdmi novények ontermékenyitett utodai koziil kivalogattunk
44 kromoszomaszamu, meidzisban 22 bivalenst mutatd utddokat. Harom vonalat talaltunk,
melyek tobb nemzedéken keresztiil stabilan 44 kromoszémaszamuak voltak, és meidzisban 22
kromoszdémapart tartalmaztak. A hdrom diszémas addiciés vonal kivalogatasahoz Osszesen
679 szem kromoszomaszamanak meghatarozasa volt sziikséges, amelyet 4 generdcion

keresztiil végeztiink. Az addicidos vonalak azonositasit molekuldris citogenetikai
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moddszerekkel hajtottuk végre, amelyhez eldszor laboratdoriumunkban ki kellett dolgoznunk az

arpa ¢s a buiza kromoszoémak FISH mintazatat.
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6. tablazat
Az Mv9 krl x Igri hibrid buzaval kétszeresen visszakeresztezett BC,F, utodainak

kromoszomaszama ¢€s kaldszonkénti szemszama dnmegporzaskor

A novény sorszama  Kromoszoémaszam Szemszam
1* 50 + 1 telo -
2 43 0
3 NC*** 44
4 43 16
5 44 45
6 43 38
7 44 91
8 45 20
9 44 + 1 telo 77
10 Nem csirazott 0
11 Nem csirazott 0
12 44 0
13 44 93
14 NC 4
15 43 &0
16 Nem csirazott 0
17 Nem csirazott 0
18 43 5
19 43 10
20 46 165
21 46 47
22 Nem csirazott
23 Nem csirazott
24 Nem csirazott
25 Nem csirazott

*Az 1. sorszamui novény eldallitasakor az elsd visszakeresztezést a CO4-1 genotipussal, a
masodik visszakeresztezést az Mv9 krl buzatorzzsel végeztiik.

** A 2-25. sorszamu ndvények eldallitdsakor az Mv9 krl x Igri hibridet egymas utan kétszer
az Mv9 krl buzatorzzsel kereszteztiik vissza.***NC: nem szdmolhato
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Buza és darpa kromoszomdk azonositdasa fluoreszcens in situ hibridizacioval, repetitiv DNS

probak segitségével

Az addicios vonalak azonositdsanak érdekében sziikségessé valt, hogy minden buza és
arpa kromoszomat pontosan felismerjiink, amelynek érdekében molekularis citogenetikai
modszereket hasznaltunk. A buza kromoszoémak koziil 17, esetenként 19 par a korabban leirt
modszerek alapjan a pAsl és a pSc119.2 DNS klonok hasznalataval FISH-sel azonosithato.
Az Mv9 krl buzatorzs 1B és a 6B kromoszdmajanak szatellitjén eltéréseket figyeltiink meg a
Chinese Spring buzafajta kromoszémaihoz képest (Schneider és mtsai, 2003) (5. abra). A
GAA trinukleotid és a pAsl probak kombinéldsaval Pedersen és Langridge (1997) leirdsa
alapjan minden buza kromoszomat azonositani tudtunk. Az arpa kromoszomak FISH
analizisét a GAA trinukleotid, a HvTOl szubteloméras ismétlddé szekvencia és a pTa7l
riboszomalis DNS probakkal végeztiikk (Molnar-Lang és Szakacs, 2006), mert a pAsl és a
pSc119.2 probakkal nem kiilonbdztethetOk meg egymastol.

5. dbra Az Mv9 krl buzatérzs kromoszémadinak azonositdsa fluoreszcens in situ
hibridizacidval, két repetitiv DNS proba segitségével. A pSc119.2 probat Fluorogreennel
(sargaszold), a pAsl probat Fluororeddel (piros) jeloltiik, a kontrasztfestés (DAPI)

eredményeként a buza kromoszémak kéken jelolodtek.
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Mv9 krl/Igri addicios vonalak (2H, 3H, 4H, 1HS izokromoszoma) azonositasa FISH-sel

A 2H Mv9 krl/Igri addiciés vonalat a GAA trinukleotid és a pAsl probak
alkalmazasaval azonositottuk FISH-sel (6.a abra). A 2H kromoszéma GAA mintdzata nagyon
hasonlit a kordbban C-savozassal kapott festddéshez, mindkét karon szimmetrikus
intersticialis savok lathatok (Jensen és Linde-Laursen, 1992; Linc és Langné Molnar, 2003).
A 2H jelenlétét a FISH utan végzett GISH-sel is megerdsitettiik, miutan a FISH-sel 2H-nak
azonositott kromoszoman intenziv jelolddést tapasztaltunk a fluororeddel jeldlt teljes arpa
genomi DNS-sel (6.b abra). A HvTO1 préba alkalmazéasakor a 2H arpa kromoszoman csak a
rovid kar végén figyeltink meg hibridizacioés jelet, a hosszi karon nem. Az arpa
kromoszomak koziil csak a 2H ¢és az SH kromoszomakra jellemzd, hogy csak az egyik kar
szatellittel rendelkezik, igy a DAPI kontrasztfestésnél az SH a 2H-t6l jol elkiilonithetd. A 2H
jelenlétét a HvM36 mikroszatellit markerrel is megerdsitettiik, amelyet korabban a 2H
kromoszomara térképeztek (7. abra).

Ez az addici6s vonal hosszu, laza kaldsszal rendelkezik (8. dbra), a ndvény lényegesen
magasabb, mint a buza sziil6partner (7. tablazat). Fertilitisa elmarad az Mv9 krl
buzatorzsétol. Ezt a vonalat 2005-ben tenyészkertben felszaporitottuk, igy megfeleld
mennyiségli szemmel rendelkeziink a tovabbi vizsgalatokhoz.

A 3H Mv9 krl/Igri addicios vonalat elsé 1épésben a GAA trinukleotid és a pAsl proba
kombindaciojaval azonositottuk FISH-sel. Az egy par arpa kromoszoma jelenlétét ugyanazon a
preparatumon GISH-sel is megerdsitettiikk. A GAA proba nem volt elegendd ennek a vonalnak
az egyértelmll azonositasahoz, mert a centroméra kozelében megfigyelhetd hibridizacios jelek
nagyon hasonloak a 7H d4rpa kromoszoman lathatokhoz. Ennek a vonalnak a
meghatarozasahoz ezért felhasznaltuk a HvTO1 szubteloméras ismétlddd szekvenciat is (9.
abra). Ezzel a probaval a 3H arpa kromoszéma jol felismerhetd, mert egyediil a 3H hossza
karjanak termindlis részén figyelhetd meg harom sav az Igri arpafajtdban (Molnér-Lang és
Szakacs, 2006). Korabban Schubert és munkatarsai (1998) is leirtdk, hogy a HvTO1
szubteloméras ismétlodo szekvencidval végzett FISH utan a 3H kromoszoma hosszi karjanak

a végén egy teloméras, egy szubteloméras és egy gyenge intersticialis hibridizacids jel lathato.
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6. abra A 2H ¢és a 4H Mv9 krl/Igri addiciés vonalak szomatikus kromoszémai mitdzisban
egymast koveté FISH és GISH utan. a,c, A kromoszémak azonositasat FISH-sel a GAA
trinukleotid (sargaszold) és a pAsl (piros) DNS probak alkalmazasaval végeztiik. b,d, Az arpa
kromoszomak kimutatasa GISH-sel. A teljes genomi arpa DNS-t fluororeddel jeloltiik. Az

arpa kromoszomak pirosan jelolodtek. a,b, 2H addiciés vonal. c,d, 4H addicios vonal.
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A citogenetikai azonositast molekularis markerekkel is megerdsitettiik. A HVM60 és a
HvM62 mikroszatellit markerekkel végzett analizis utan a vart PCR termékeket kaptuk. A 3H
addiciés vonal rovid, tomott kaldsszal rendelkezik (8. 4bra). A kalaszokon rovid
szalkacsokevények lathatok. A novények alacsonyak és fertilitdsuk elmarad az Mv9 krl
blizatorzsétdl (7. tdblazat). Ezt az addicios vonalat 2005-ben tenyészkertben felszaporitottuk.

A 4H Mv9 krl/Igri addiciés vonalat a GAA trinukleotid és a pAsl probak
alkalmazasaval azonositottuk FISH-sel (6.c dbra). A 4H kromoszéma a GAA hibridizacios
mintdzat alapjan a legkonnyebben felismerhetd arpa kromoszéma, mert ez adja a legtobb
jelet. Giemsa festéskor, C-sdvozassal is a 4H a legheterokromatikusabb kromoszoma (Linc és
Langné Molnar, 2003). A FISH utan ugyanazon a preparatumon elvégezve a GISH-t is a 4H
kromoszémak a buza genomban kimutathatok voltak (6.d abra). A HvTO01 szubteloméras
ismétlodd szekvenciaval is elvégeztilk a FISH-t. Ennek a probanak a jellegzetessége, hogy
csak az arpa kromoszomakhoz hibridizal, a buzdhoz nem. Az addicids vonalban a két arpa
kromoszoma mindkét végén kaptunk jelet, a 4H kromoszéman varhatonak megfeleléen. A 4H
arpa kromoszoman térképezett HvM40 és HvM67 mikroszatellit markerek is megerdsitették a
citogenetikai azonositast. A 4H addicids vonal tomott kaldsszal rendelkezik, a kaldsz csucsi
részén rovid szalkacsokevények figyelhetok meg (8. abra). A kalasz fels0 harmadaban a
kalaszkak tomottebben helyezkednek el, mint az als6 kétharmadban. A kalaszok fertilitasa
nem marad el a buza sziilépartnerétdl (7. tablazat), de a ndovények azoknal szignifikdnsan
alacsonyabbak. Ezt a vonalat tenyészkertben felszaporitottuk, igy a tovabbi vizsgalatokhoz

megfeleld szamu szemmel rendelkeziink.
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200 bp

100 bp
50 bp

HVM36 (2H)

7. ébra A 2H addiciés vonal azonositasa a HVM36 mikroszatellit marker segitségével

8. dbra Az Mv9kr1/Igri addicids vonalak és a sziildpartnerek kaldszai.
Balrdl jobbra: Mv9 krl, Igri, 2H, 3H, 4H, 1HS izokromoszomat tartalmazo6 diszomas addicids

vonalak.
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A negyedik addicios vonal azonositasa volt a legnehezebb, de végiil megallapitottuk,
hogy ez a vonal az 1HS izokromoszomat tartalmazza diszomas allapotban. A GAA
trinukleotid szekvencia a centroméra kozeli régidhoz hibridizalt. A HvTOl1 proba a
kromoszéma mindkét karjanak a végén adott hibridizacios jelet, igy a két proba mintazata
alapjan feltételeztiik, hogy ez a vonal a 7H arpa kromoszOémapart tartalmazhatja. Az 5H és a
6H arpa kromoszomak jelenléte kizarhatd volt, mert ezek szatellittel rendelkeznek. A 2H és a
4H arpakromoszémak GAA mintdzata jellegzetes, az ezen a vonalon megfigyelttdl teljesen
eltér6. A 3H arpa kromoszéma a hosszi kar végén eléforduld harom HvTO1 sav alapjan jol
felismerhetd6. Az 1H addiciés vonalrdl a korabbi megfigyelések alapjan feltételeztiik, hogy
sterilitast okoz. Ez a vonal fertilis volt, ezért kizartuk az 1H a kromoszomat. A 7H
kromoszdéman térképezett és tesztelt mikroszatellit markerek koziil egyikkel sem kaptuk a vart
terméket, ezért a kdvetkezd 1épésben ismételten FISH-t végeztiink a HvTO1 és a pTa71 DNS
probak kombinalasaval. A FISH eredményeként megallapitottuk, hogy ebben a vonalban egy
par 1HS izokromoszomapar fordul el6. A pTa7l riboszomalis DNS proba elsésorban a
szatellittel rendelkezd kromoszomak (6H, SH) NOR régidjahoz hibridizal, de gyengébb jelek
két szatellittel rendelkez6 kromoszéma utdn az 1H kromoszoméan figyelhetd meg a
legintenzivebb jel (Leitch és Heslop-Harrison, 1992). A pTa7l préba az addiciondlt arpa
teljesen szimmetrikusan hibridizalt (10. &bra). A pTa71 szignal erdssége megfelelt az 1H
kromoszoma rovid karjan varhatonak. A HvTOl ¢és a pTa7l probakkal végzett FISH
bebizonyitotta, hogy ez a vonal egy 1HS izokromoszémat hordoz diszomas allapotban. Az
IHS kromoszoma jelenlétét az 1HS-en térképezett Bmac02131 marker is megerdsitette. Az
IH kromoszéma hosszt karjan térképezett HVHVAI1 marker viszont feltételezéseinknek
megfeleléen nem adott jelet. Ez a vonal hosszl, laza kalasszal rendelkezik, amelyen
szalkacsokevények lathatok. Ebbdl a vonalbol eddig 3 novényt neveltiink fel fitotronban,
kontrollalt koriilmények kozt. A novények fertilitdsa jo, igy a tovabbiakban vizsgalhaté majd

ennek a vonalnak a stabilitasa, illetve felhasznalhato tovabbi genetikai kisérletekhez.
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9. dbra A 3H Mv9 krl/Igri addiciés vonal szomatikus kromoszémai a HvT01 DNS probaval
végzett fluoreszcens in situ hibridizacio utan. A HvTO1 probat fluororeddel jeloltiik (piros), a
DAPI kontrasztfestés kovetkeztében a kromoszémak kékek. A 3H kromoszéma révid karjan

egy teloméras, a hosszl karjan egy teloméras és két szubteloméras sav lathato.

10. abra. Az 1HS izokromoszémat diszémas allapotban hordoz6 Mv9 krl/Igri addicidés vonal

szomatikus kromoszomai a HvTOl (piros) €s a pTa71 DNS (sargaszold) probakkal végzett

FISH utédn. Az 1HS arpakromoszémak mindkét végén HvTOl jel lathatd, és szimmetrikusan

két gyengébb intersticialis pTa71 jel is megfigyelheto.
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7. tablazat
Az Mv9 krl/lIgri buza/arpa diszoméas addicids vonalak fertilitdsa és morfologiai adatai

(2005, Martonvasar, Tiikros)

Fertilitas ~ Novény- Bokrosodas Fokalasz ~ Kalaszka/  Szem/

Genotipus  (szem/  magassag (kalasz/novény)  hossza fokaldsz  fokalasz
kalaszka) (cm) (db) (cm) (db) (db)

Mv9krl 2,687 79,1 9,4 10,6 21,8 56,5

Igri 0,815 103,8 13,7 9,8 30,2 24,5

2H 1,351**  89,5%* 9,8 11,35% 18,6%* 25,1%*

3H 1,710%*  71,4%* 11,2 8,45%* 17,8%* 30,7%*

4H 2,615 68,4** 6,9% 9,85* 20,3 53,0

* Rk P>(,05 illetve>0,01 szinten szignifikansan kiilonbéznek az Mv9 krl buzatorzstol

4.1.4.2. Asakaze komugi/Manasz addicids vonalak létrehozasa

Az Asakaze komugi x Manasz hibridbol szovettenyészetben regeneralt utdédokon
Asakaze komugi buzafajtaval végzett megporzaskor annak ellenére nem kaptunk egyetlen egy
BC, szemet sem, hogy igen nagyszamu viragot (0sszesen 3150—et) poroztunk meg buzaval.
Az Mv9 krl buzatdrzzsel végzett megporzasbol azonban 3 embriot tudtunk kipreparalni (2.
tablazat). A 3 embri6 koziil egybdl akkora ndvényke fejlédott, amelyet mar talajba
iiltethettiink, az azonban kiiiltetés utdn harom héttel elpusztult. A hibrid fenntartasa miatt a
regeneransok fejlodo kalaszkezdeményeit taptalajon in vitro elkalluszositottuk ¢és két egymast
kovetd ciklusban megismételtiik a hibridek elszaporitdsat szovettenyészetben. Kiilonbozo
buzafajtakkal (Chinese Spring, Martonvasari 9 krl, Asakaze komugi) a regenerans hibridek
tobb ezer viragat megporoztuk, mig végiil a harmadik in vitro szaporitasi ciklusban a Chinese

Spring buzafajtaval 1502 virag megporzasa utan egy darab BC, ndvényt kaptunk (8. tablazat).
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8. tablazat

Az Asakaze komugi x Manasz hibridbdl regeneralt utodok visszakeresztezése buzaval

In  vitro Regeneransok szama Megporzo Megporzott Embrio Novény
nemzedék buzafajta
Kitiltetett felnevelt kalaszok viragok

R, 148 124 A.komugi 114 3248 0 0
Mv9 krl 45 1258 3 1
CO4-1 18 462 0 0
Egyéb (12 41 1128 0 0
fajta)

R, 134 129 A. komugi 44 1540 0 0
Mv9 krl 113 4147 0 0

R; 105 101 A. komugi 60 2191 0 0
Mv9krl 85 2956 1 0
Chinese 45 1502 1 1
Spring

A BC, n6vényt fitotronban felneveltiik és buzaval (Chinese Spring, Asakaze komugi)
végzett ismételt megporzassal azon 26 db BC,F, szemet kaptunk. Koziiliik 20 db BC,F; szem
a Chinese Spring, 6 db BC,F, szem pedig az Asakaze komugi buzafajtaval végzett
visszakeresztezésekbdl szdrmazott. A BC,F, szemeket csirdztattuk ¢és GISH-sel
meghataroztuk, hogy azok hany arpa kromoszémat tartalmaznak. A 26 BC,F, szem koziil 16-
ot tudtunk felnevelni, mert 5 szem nem csirdzott és 5 novény pedig a kiiiltetés utan elpusztult.
GISH-sel kimutattuk, hogy a BC,F, utodok 1-3 egész arpa kromoszOomat tartalmaztak, két
novényben delécidos 4arpa kromoszomat talaltunk, egy novény pedig egy bulza-arpa
transzlokacioés kromoszémat tartalmazott (9. tablazat). A 16 felnevelt BC,F, novénybdl 11
volt fertilis, igy az azokon kapott szemek képezték a kiindulasi alapjat az Asakaze
komugi/Manasz addicids vonalak eldallitasanak, azaz a késdbbiekben a Manasz hatsoros

arpafajtabol torténd génatvitelnek a buzaba.
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9. tablazat
Az Asakaze komugi X Manasz hibrid buzaval kétszeresen visszakeresztezett utddainak

fertilitdsa és az egyes novényekben kimutathaté arpa kromoszémak azonositasa GISH-sel és

mikroszatellit markerekkel.

A mikroszatellit

sorszama ! azonositott gporzaskor)
Szama arpa kromoszomak

03185 nd 1H, 4H, 7H 0
03186 3 4H, 6H, 7TH 24
03187 1 - 112
03188 2 6H, 7H 14
03189 3 1H, 4H 0
03190 2+d 1H, 2H, 3HS 0
03191 2 a névény elpusztult
03192 Itr 3HS 128
03193 3 a névény elpusztult
03194 3 2H, 3H, 6H 76
03198 1 6H 3
03199 1 7H 13
03200 1 3H 10
03201 1 4H 103
03202 3 1H, 2H 0
03205%* 1 a ndvény elpusztult
03206** 1 4H 52
03207%** 3 a novény elpusztult
03208** 2 6H, 7H 25
03209** 3+d 1H, 2H, 4H, 5HS 0
03210** 1 a névény elpusztult

*Az elsd és a masodik visszakeresztezés is a Chinese Spring blizafajtaval tortént, kivéve a

**_gal jelolt 03205-03210 szamu BC,F, novényeket, ahol a masodik visszakeresztezést az

Asakaze komugi buzafajtaval végeztiik.
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Az Asakaze komugi < Manasz hibridek szovettenyészetben, tobb egymast koveto ciklusban

regeneralt utodainak meiozis elemzese GISH-sel

Az Asakaze komugi X Manasz hibrid harom ciklusban regeneralt utodainak genom-
Osszetételét részletesen elemeztiik a meiodzis 1. metatazisdban GISH-sel. Azt vizsgaltuk, hogy
a tobb ciklusban, tobb éven at tartd in vitro szaporitas soran a hibridbdl eliminalédnak-e az
arpa kromoszomak, torténnek-e atrendezddések a két genom kromoszomai kozt, illetve
milyen egyéb rendellenességek, kromoszématorések jonnek létre. Megéllapitottuk, hogy a
harom egymast kdveto in vitro szaporitasi ciklus utan is a legtobb sejtben jelen volt még mind
a hét arpa kromoszoma, habar rendellenességek eléfordultak (10. tablazat). A kromoszomakar
assszociaciok szama a harmadik in vifro szaporitdsi ciklus utdn megnétt.
Kromoszématoréseket figyeltiink meg, az arpa telocentrikus kromoszomak szdma a harmadik
ciklus utan szignifikdnsan megnott. A harmadik ciklus utan 7 db amfidiploid sejtet figyeltiink
meg, melyek kromoszomaszama 56 lett, de ezeket kihagytuk a 10. tablazat adatai koziil, mert
az atlagértékeket erdsen eltorzitottdk volna. A harmadik in vitro ciklus utdn az egyik
hibridben egy reciprok buza-arpa transzlokaciot figyeltiink meg (11.a, b abra).

A kromoszdémakar asszociaciok tobbsége a bliza kromoszémak kozt jott 1étre (72,2-
84,7%-a az Osszesnek) (11. tablazat). A buza-d4rpa kromoszomakar asszociacidk szama
megndtt a masodik és a harmadik in vitro ciklus utan (az Osszes kiazma 16,3 és 13,8%-at
tették ki). A buza-arpa transzlokacids kromoszoma ¢és egy bliza kromoszoéma kozt megfigyelt
parosodas esetében a két bliza kromoszémakar kozt jott 1étre parosodas, igy ez nem novelte a

buza-arpa kromoszdémakarok kozti parosodasok szamat.

76



10. tablazat
Az Asakaze komugi x Manasz hibrid szovettenyészetben, harom egymast kovetd ciklusban (R;, R,, R;) regeneralt utddainak sejtenkénti atlagos

kromoszdma-parosodasa (a sz€Is6 értékek zarojelben talalhatok) a meiodzis 1. metafazisdban genomikus in sifu hibridizacidval elemezve.

Vizsgalt Buza kromoszémak Arpa kromoszomak Buza-arpa Sejtenkénti
Regeneralt sejtek/ Telo- Telo- Transz-  kromoszéma-
nemzedéek ngvények Univalens Bivalens Trivalens centrikus Univalens Bivalens centrikus Bivalens  lokacio kar
szama nyilt zart asszociaciok
R, 52/4 18.5 0.99 0.06 0.09 0.03 5.98 0.06 0.96 0.13 0.03 1.63
(12-21)  (0-4)  (0-2) (0-1) (0-2) (1-7) (0-1) (0-8) (0-1) (0-1) (0-8)
R, 107/6 18.8 0.76  0.19% 0.04 0.06 6.19 0.12% 0.93 0.27+ 0.0 1.65
(7-21)  (0-4)  (0-5) (0-1) (0-4) (0-7) (0-1) (0-14) (0-3) (0) (0-12)
R; 95/6 18.1 0.82  0.29% 0.03 0.06 5.16F 0.17* 1.93% 0.25+ 0.26F 1.89
(7-21)  (0-4)  (0-6) (0-1) (0-6) (1-7) (0-2) (0-14) (0-3) (0-2) (0-13)
SzDsy, 0.8325 0.4434 0.0550 0.1282  0.0729 0.0162  0.0239 0.1051  0.0878 0.0019 0.549

+,* szignifikdnsan kiillonbozik az R, generaciotdl P= 0.1 és P= 0.05 szinten
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Az arpa kromoszomdk azonositisa a BC, nemzedékben

A masodik visszakeresztezés utan az Asakaze komugi X Manasz hibrid utddaiban
GISH-sel vizsgaltuk, hogy azok hany arpa kromoszomat tartalmaznak. Két ndvény a teljes
arpakromoszomak mellett delécidos kromoszomakat is tartalmazott (11.f-h abra). Mindkét
esetben a delécios toréspont a centromérahoz kozel helyezkedett el. Az egyik novényben a
delécios toréspont egy szatellites arpa kromoszéma hosszi karjan volt megfigyelhetd, amely
az 5H vagy a 6H. Egy méasik ndvényben egy dicentrikus buza-arpa transzlokaciét mutattunk
ki (11.1 &bra).

Az arpa kromoszomakat mikroszatellit markerek segitségével azonositottuk.
Vizsgalatainkban 20 mikroszatellit markert hasznaltunk, amelyeket kordbban a 7 arpa
kromoszéma rovid és hosszil karjan lokalizéltak (Ramsay és mtsai, 2000). A GISH-sel
kimutatott arpa kromoszémak szama tobbnyire megegyezett a mikroszatellit markerekkel
azonositott arpa kromoszéméak szamaval, kivéve harom ndévényt. A 03187 sorszamu
novényben GISH-sel egy arpa kromoszéma volt lathatd, azonban a vizsgalt mikroszatellit
markerek egyike sem adott jelet. Két masik névényben (03189, 03202) GISH-sel harom arpa
kromoszomat mutattunk ki, azonban mikroszatellit markerekkel csak kettd jelenlétét tudtuk
detektalni. A buza-arpa dicentrikus transzlokaciét hordozo (03192) és az egyik delécids
kromoszémat tartalmaz6 névényben (03190) a 3HS kromoszomakaron lokalizalt HvLTPPB
marker a vart PCR terméket adta (12. &bra), viszont a 3HL kromoszémakaron lokalizalt
Bmag0013 nem adott jelet. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy mindkét novényben a 3HS
kromoszomakar jelen van, de a 3HL hosszl kar nagy része hianyzik. A delécios téréspont és a
transzlokacios toréspont is a két kromoszomaban a hosszl karon a + 0,3 frakci6 hosszsagnal
helyezkedett el.

A 03209 sorszamu ndvényben a deléciés kromoszomat a Bmac0306 SHS marker
segitségével SH-nak hataroztuk meg. A kromoszomatorés ebben a novényben az SH
kromoszdéma hosszl karjan a+ 0,3 frakcid hosszusagnal ment végbe. A vizsgalt mikroszatellit
markerek koziil az SH hosszi karon a Bmag0337 talalhaté legkozelebb a centromérahoz (D.
Nagy ¢és mtsai, 2002). Az 5SH hossza karon lokalizalt Bmag0337, Bmag(0394, Bmag0323,
Bmac 0096 és az Ebmac0824 markereket vizsgaltuk, hogy a delécidos kromoszomat hordozo
novényben kimutathatok-e. Egyik markerrel sem kaptunk arpa specifikus terméket, amelybdl
arra kovetkeztethetlink, hogy ezek a markerek a delécios torésponttol disztalis irdnyban, a

kromoszoma végén helyezkednek el.
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11. &bra Genomikus in situ hibridizacié az Asakaze komugi x Manasz hibrid mei6zisanak I.
metafizisaban (a-e) és a BC, utddok szomatikus kromoszomain mitozisban (f-1). Probaként
Fluorogreen-nel jelolt teljes arpa genomikus DNS-t hasznaltunk, igy az arpa kromoszémak
sargaszoldek, a DAPI kontrasztfestés kovetkeztében a bluza kromoszémak kékek.

a, Hat arpa univalens (ketté miszdivizioval kettévalt, nyilheggyel jeldlve), két buza-arpa

transzlok4ciés univalens kromoszéma (nyilakkal jeldlve). b, Ot arpa univalens (harom
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miszdivizioval kettévalt, nyilhegyekkel jelolve), két arpa telocentrikus kromoszoma
(vonalakkal jelolve), egy buza-arpa transzlokacios kromoszéoma és egy buza kromoszoma
parosodasa kovetkeztében 1étrejott nyilt bivalens (nyillal jelolve), egy blza-arpa
transzlokacids univalens (nyillal jeldlve). ¢, Egy buza-arpa nyilt bivalens (nyillal jeldlve). d,
Két buza-arpa bivalens (egy masik sejtbdl kiemelt részlet). e, Egy arpa nyilt bivalens (nyillal
jeldlve), harom buza nyilt bivalens (nyilhegyekkel jeldlve). f, Harom teljes €s egy delécios
(nyillal jelolve) arpa kromoszoma egy BC, ndvény mitotikus sejtjében. g, Terminalis delécio
egy szatellittel rendelkezd arpa kromoszéma hosszl karjan egy BC, novényben. h, Két egész
¢s egy delécios (nyillal jeldlve) arpa kromoszoma egy masik BC, ndvény mitdzisaban. i, Egy

dicentrikus buza-arpa transzlokacio egy BC, novényben.

A 16 BC, ndvényben mikroszatellit markerekkel Osszesen 30 4&rpa kromoszomat
(szegmentumot) mutattunk ki. Hat névényben volt jelen a 4H kromoszoma, 6tben az 1H, 6H
¢s a 7H. Négy novényben detektaltuk a 2H és a 3H kromoszémat, illetve az utobbinak egy
szegmentumat. Sajnos egy novényben sem tudtuk kimutatni a teljes SH kromoszémat, csak
egy SH delécios kromoszomat talaltunk egy ndvényben, amely steril lett. Az 1H kromoszémat
hordozé novények mind sterilek lettek, igy Osszesen 11 BC, ndvényen kaptunk

ontermékenyitéssel szemeket.

11. tablazat
A sejtenkénti atlagos kromoszdmakar asszocidciok szdma a harom egymast kovetd ciklusban
in vitro regeneralt Asakaze komugi X Manasz hibridek pollenanyasejtjeiben, genomikus in

situ hibridizacioval végezve a kromoszomak azonositasat.

In vitro . .
Buza-buza Buza-arpa Arpa-arpa Osszes
nemzedék

R, 1.38 0.13 0.12 1.69
(84.7%) (7.9%) (7.4%) (100%)

R, 1.26 0.27 0.12 1.65
(76.4%) (16.3%) (7.3%) (100%)

Rs 1.46 0.26 0.17 1.89
(72.2%) (13.8%) (9.0%) (100%)
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12. dbra A 3HS kromoszomakaron lokalizalt, HVLTPPB d4rpa mikroszatellit marker
eléforduldsa az Asakaze komugi x Manasz buza-arpa hibridek BC, utddaiban és a

sziilOpartnerekben.

A BC; névények ontermékenyitett utodai koziil kivalogatott diszomas és monoszomas addiciok

Az Asakaze komugi x Manasz buzaval visszakeresztezett utodai koziil a dicentrikus
transzlokaciot hordozé novény mellett a 4H monoszémas addicion kaptuk ontermékenyités
utan a legtébb szemet. A 4H monoszémas addicion (03201) kapott szemeket csiraztattuk és
GISH-sel elemeztiik, hogy az utddszemekbe hany arpa kromoszéma adoddott at. A szemek
jelentds részébol kiesett az arpa kromoszdoma, de nagyon sok ndvényben tjra detektalhatéd volt
az egy arpa kromoszéma. A monoszémds addiciok utodait ismét felnevelve, végiil 130
vizsgalt utddszem koziil 3 db diszomas addiciot tudtunk kivalogatni. A 4H diszémas addicid
kaldsza (13. abra) hasonlé a 4H Mv9kr1/Igri kaldszahoz, de annal sokkal hosszabb szalkakkal
rendelkezik. A kalasz felsé harmada tomottebb, a kalasz als6 harmada lazdbb. A ndvények
atlagos magassaga 68,3 cm lett. A ndvények hosszt kaldszokkal rendelkeztek, a fokalasz
hossza atlagosan 13,6 cm volt, amelyeken 23 kalaszka helyezkedett el és azokon 70,6 szem

volt.
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13. abra Asakaze komugi/Manasz 4H diszomas addici6 kalasza

A 3H, 6H ¢és a 7H arpa kromoszémat tartalmazé BC, ndvényeken kapott szemeket
csirdztatva eddig az utdodok kozt nem taldltunk diszomés addiciokat, de mindegyik névényen
kaptunk olyan szemeket, amelyek az egy arpa kromoszomat tovabbra is tartalmaztak, igy
azok nem vesztek el. Ezekbdl a vonalakbol tobb monoszomas addicioval rendelkezve a
kovetkezd generacidoban nagyobb az esély a diszomas addiciok megtalalasara.

A Manasz hatsoros 6szi ukran arpafajtaval eldallitott hibrid utédai koziil eddig a 4H
arpa kromoszoémat diszémas addicio, a 3H, 6H és 7H kromoszémakat pedig monoszémas
addicio formajaban hordozé novényeket valogattunk ki.

A 2H kromoszdéma kivalogatasat a 03194 sorszdmu névénybdl tervezziik, amely a 2H
arpa kromoszoéma mellett hordozza a 3H és a 6H kromoszomakat. Ezen a ndvényen 76 szemet
kaptunk, igy van esélyiink arra, hogy az utdodok kozt esetleg akar diszomas addiciokat is
talaljunk.

Az 1H arpa kromoszomat és az egyetlen SHS deléciés kromoszomét hordozo

novények sterilek lettek, igy ezek a kromoszomak nem adodtak 4t utddokba.
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4.1.5. Buza/arpa transzlokacios vonalak létrehozasa

Az 0Oszi buza x 0Oszi arpa hibridek eldallitasa eldtt, kezdetben a mar ismerten
keresztezhetd Chinese Spring tavaszi buzafajta és a Betzes tavaszi arpafajtaval hoztunk létre
hibridet (Molnar-Lang és Sutka, 1994), amelyet az el6z6ekhez hasonldan szdvettenyészetben
elszaporitottunk. Az eredeti Chinese Spring x Betzes hibridbdl 122 regenerans hibrid utdédot
neveltiink fel. A felnevelt regenerans hibridek koziil 12 ndovényen Osszesen 384 virdgot
poroztunk meg az Mv9 krl bulzatorzzsel és két szemet kaptunk. A két buzaval
visszakeresztezett utddon Mv9 krl buzatdrzzsel végzett ismételt megporzas soran 47
BC,Fiszemet kaptunk. A BC,F, novényeken Onmegporzassal kapott szemeket elemeztiik
GISH-sel. Osszesen 51 szemet vizsgaltunk, melyek kozt 12-ben tudtunk bliza-arpa
transzlokacidkat kimutatni (12. tablazat).

Az egyik BCF, ndvényen 4 szemet kaptunk, melyek mindegyike tartalmazott buza-
arpa transzlokaciot. A négy utodban kétféle transzlokaciot figyeltink meg. Az egyik
transzlokacioban egy arpa kromoszoma-szegmentum atépiilését figyeltik meg egy buza
kromoszémara. A transzlokacids toréspont a + 0,50 frakcid hosszusagnal talalhatd (TT). (14.b
abra). A masodik transzlokécioban egy buza kromoszdéma-szegmentum épiilt at egy szatellites
arpa kromoszémara (14.a abra). Az 5H és a 6H arpa kromoszémak rendelkeznek szatellittel,
igy a transzlokacids toréspont az SH vagy a 6H kromoszdéma hosszu karjan a + 0,20 frakcid
hosszlisagnal jott 1étre. Az atépiilt buza kromoszoma-szegmentum rovidebb mint a hianyzo
arpa kromoszoma szakasz. Ezt a transzlokacidés kromoszoméat hordozo novények a kiiiltetés
utan rovidesen elpusztultak. A bokrosodasi fazisig a novények fejlodtek, majd a fejlodésiik
megallt, a ndvények elsargultak és elpusztultak. A négy szembdl egyet tudtunk felnevelni. Ez
a novény a transzlokacié mellett két egész és egy telocentrikus arpa kromoszomat tartalmazott
(14.b abra). A transzlokacios novényen 111 szemet kaptunk ontermékenyitéssel.

Tovabbi négy BC,F, ndvényen kapott szemek kozt talaltunk buza-arpa transzlokaciot
hordozo utddokat. Két kiillonboz6 BC,F, novényen kapott szemek kozt taldltunk centrikus
faziot (14.c abra). A kromoszdéma rovid karja az arpabdl, a hosszu karja a bizabol szarmazott.
A transzlokacio mellett mas arpa kromoszomak is eléfordultak. A centrikus fiziot tartalmazo
novények fertilitasa jo volt, a négy ndovényen Osszesen 409 (80, 121, 109, 99 szem/ndovény)

szemet kaptunk.
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12. tablazat
A buza-arpa transzlokaciokat hordozd egyedek szama a szovettenyészetben elszaporitott

Chinese Spring x Betzes hibridek BC,F, utodai kozt

BC,F, novény® GISH-sel vizsgalt A blza-arpa A transzlokacio tipusa
sorszama BC,F, transzlokaciokat hordozé  (Novények szama) ©

ndvények szama egyedek szama

1/33
1/25
1/31
1/5
1/8
1/28
2/2
2/4
2/6
2/10
2/13
2/17
2/19
2/21
2/23
2/26 -
227 1 TT**(1)

* Az 1/5-33 jelti BC,F, novények az elsé BC,, a 2/2-27 jelli ndvények viszont a masodik BC,

novényrdl szarmaztak.

> TT: egy arpa kromoszoma-szegmentum atépiilése egy bliza kromoszomara, a transzlokacios

toréspont a + 0,50 frakciohosszusagnal (FL) talalhato

TS: egy buza kromoszoma-szegmentum atépiilése egy arpa kromoszémadra, a transzlokacios

toréspont egy szatellites arpa kromoszéma hosszii karjan a + 0,20 frakcidhossziasagnal

talalhato

CF: centrikus fuzid

TT* egy szatellites arpa kromoszéma-szegmentumanak atépiilése egy buza kromoszoémara, a

transzlokacids toréspont + 0,50 frakcidhosszisagnal 1athato

TT** egy arpa kromoszoma-szegmentum atépiilése egy buza kromoszomara, a transzlokacios

toréspont a kromoszdmakaron a +0,80 frakcidhosszusagnal 1athatd

4 TT(4);_ TS(2)

3 TT’_“(3)

3 CF_(3)

1 CF_(l)

WhWhANPR,WDDOUVREAR—~, OV~ BN
1
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14. dbra Genomikus in situ hibridizacio az in vitro regeneralt Chinese Spring % Betzes hibrid
Martonvésari 9krl buzatorzzsel visszakeresztezett utddainak szomatikus kromoszoémadin
mitézisban. Teljes genomikus arpa DNS-t hasznéltunk probaként, melyet Fluorogreennel
jeloltiink, igy az arpa kromoszomak (szegmentumok) sargaszoldek. A buza kromoszoémak

kontrasztfestését propidium jodiddal (piros-a,b) és DAPI-val (kék-c,d,e) végeztiik. a, Két
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kiilonb6zé buza-arpa transzlokacids kromoszoéma (nyilakkal jeldlve), egy egész és egy
telocentrikus arpa kromoszoma egy BC,F, ndvényben. b, Egy buza-arpa transzlokacios
kromoszoma (nyillal jelolve), két egész €s egy telocentrikus arpa kromoszoma egy masik
BC,F, ndovényben. ¢, Homozigéta buza-arpa centrikus fuzié (nyilakkal jeldlve) egy BC,F;
ndvényben. d, Homozigéta buza-arpa transzlokacid (nyilakkal jeldlve) egy masik BC,F;
novényben, mellette egy egész €s két telocentrikus drpa kromoszoma. e, Homozigbta bliza-
arpa transzlokacid (nyilakkal jelolve) és két arpa kromoszéoma egy BC,F; ndovényben. A

transzlokalodott arpa kromoszoma-szegmentumok szatellites kromoszémakbdl szarmaznak.

A kovetkezd transzlokacioban egy szatellites arpa kromoszoma rovid karjanak kb.
50%-a szarmazott az arpabol (14.e abra) Ugy tiint, hogy a kromoszoma masik karjanak egy
jelentés darabja letdrt és elveszett. Ez a transzlokdci6 hirom utéd ndévényben volt
megfigyelhetd, melyek koziil egy steril lett, de a masik kettdn osszesen 174 szemet kaptunk.
Az 6todik tipusu transzlokacioban egy kisméretli arpa kromoszoma-szegmentum ¢épiilt at egy
bluza kromoszoémara (14.d abra). A transzlokacids toréspont a + 0,80 frakcié hosszusagnal

volt megfigyelhetd. Ezen a ndvényen 183 szemet kaptunk.

Homozigota buza-arpa transzlokaciokat hordozo utodok kivalogatasa

A BC,F; generdcioban homozigdta buza-arpa transzlokaciokat hordozé egyedeket
valogattunk ki (13. tabldzat). A homozigota transzlokéiciokat tartalmazd novények
eléfordulasi gyakorisdga a vartnal kisebb volt, de a transzlokécios kromoszoma atadodasi
gyakorisdga még igy is viszonylag nagy volt. Négy kiilonbozd transzlokacios vonalbdl 1-3
homozigédta transzlokacidt tartalmazd novényt talaltunk. Az egyik tipusu transzlokéciot
hordozd ndvény elpusztult (TS: egy buza kromoszoma-szegmentum atépiilése egy arpa
kromoszomara, a transzlokacids toréspont egy szatellites arpa kromoszoma hosszu karjan a *
0,20 frakcidhossziisdgnal taldlhatd), igy ebbdl nem kaptunk utdédokat. A tobbi négy
homozig6ta buza-arpa transzlokéaciot hordozé novény a transzlokacié mellett még maés arpa
kromoszomakat is tartalmazott. Mindegyik homozigota transzlokacidés vonalon kaptunk
ontermékenyitéssel szemeket, igy a kovetkezd generacidkban lehetségessé valt olyan utddok

kivalogatasa, amelyek a transzlokéaciok mellett mar nem tartalmaztak mas arpa kromoszomat.
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13. tdblazat
Homozigo6ta buza-arpa transzlokéacidkat tartalmazod egyedek kivalogatdsa a heterozigota
transzlokaciokat hordozo (Chinese Spring x Betzes) x Mv9 krl BC,F, ndvények

ontermékenyitett utodai koziil

BC2F2 A VlZSgélt
. L Transzlokaciot  Heterozigota Homozigota
noveény - transzlokacio BGE nem tartalmazo transzlokaciot hordozo
sorszama tipusa novények novények szama
szdma

10 TT 12 2 7 3

24 TT* 46 26 18 2

40 CF 16 9 6 1

41 CF 3 1 - 2

70 TT** 24 13 10 1

TT: egy arpa kromoszdéma-szegmentum atépiilése egy buza kromoszoémara, a transzlokacios
toréspont a 0,50 frakcidhosszusagnal (FL) talalhato

CF: centrikus fuzi6

TT* egy szatellites arpa kromoszoma-szegmentumdanak atépiilése egy buza kromoszémara, a

transzlokacios toréspont +0,50 frakcidhossziisagnal lathato

TT** egy arpa kromoszoma-szegmentum atépiilése egy buza kromoszémara, a transzlokacios

toréspont a kromoszomakaron a +0,80 frakciohosszusagnal lathatd
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Buza/arpa transzlokaciok azonositisa FISH-sel repetitiv DNS probakkal és mikroszatellit

markerekkel

A buza kromoszomadk (szegmentumok) azonositisa egymdast koveté GISH-sel és FISH-sel, a

pScll9.2 és a pAsl DNS probdkkal

A Chinese Spring x Betzes hibrid in vitro regeneralt utodain Mv9 krl buzatorzzsel
végzett kétszeres visszakeresztezésbdl a BC,F; nemzedékben négyféle homozigota
transzlokaciét hordoz6 vonalat valogattunk ki (13. tablazat). A négyféle homozigota
transzlokacioé mellett az Mv9 krl X Igri hibrid szovettenyészetben regeneralt, majd Mv9 krl
buzatorzzsel visszakeresztezett utdodai kozt is taldltunk egy transzlokacidt, amelybdl a
kovetkezd generacidoban egy homozigdta transzlokaciot hordozé ndvényt sikeriilt kiemelniink.
Az Gsszesen 0t homozigota transzlokacidt tartalmazd vonalban egymast kovetd GISH-sel és
repetitiv. DNS probak (pScl119.2, pAsl) felhasznalasaval végzett FISH-sel azonositottuk a
bluza kromoszomakat, az arpa kromoszOéma-szegmentum eredetét pedig mikroszatellit
markerek segitségével hatdroztuk meg. Mind az Ot transzlokacids vonalban az arpa
kromoszoma-szegmentum termindlisan kapcsolodott egy biiza kromoszémahoz.

Az elso transzlokacios buza vonal (TL1) kromoszémaszama 42 volt. A transzlokécios
toréspont 0,5 frakcidhosszusdgnal helyezkedett el (TT). Egymast kéveté GISH és FISH
segitségével megallapitottuk, hogy a transzlokaciés toréspont a 2D bliza kromoszéma hosszl
karjan talalhato (15.a,b 4bra). A 2D kromoszoma jol felismerheté a rovid kar végén
elhelyezkedd erds termindlis pSc119.2, egy pAsl szubterminalis jel, tovabba a centroméranal
¢és a hosszu karon intersticialisan elhelyezkedd pAsl jelek alapjan. A hossza karon a két pAsl
savot tartalmazd buza kromoszéma-szegmentum eliminalodott. Az atépiilt arpa kromoszéma-
szegmentum végeén is lathatd egy terminalis pAsl jel. Ez a transzlokacid stabilan 6roklodott
¢s tobb generacion keresztiil homozigoéta allapotban kimutathaté volt.

A masodik transzlokdciés vonal (TL2) egy buza-arpa centrikus fuziot (CF)
tartalmazott és szintén 42 kromoszoémaszamu volt. A két repetitiv DNS probaval végzett
FISH-sel, szamos novény vizsgalatat kovetden sem tudtuk a teljes 3B kromoszomat
azonositani, holott ezen a kromoszoéman a pSc119.2 DNS klonnal végzett hibridizacio utan a
rovid karon harom jellegzetes sav lathatd. Feltételeztiik, hogy a hianyz6 3B kromoszomabol
szarmazhat a transzlokécié hossza karja. Ezt a feltételezést megerdsitette a transzlokécios

kromoszoma hosszii karjan lathatd szubterminalis pAsl jel is, amely a 3B kromoszoéma
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hosszl karjara jellemz6 (15.c,d abra). Ennek a transzlokacidonak az 6roklédése stabil volt,
tobb generdcion keresztiil vizsgalt utodokban is jelen volt.

A harmadik buza-arpa transzlokacios vonal (TL3) 44 kromoszémaszamu. A 42 buza
kromoszéma mellett ez a vonal még egy buza-arpa transzlokdciés kromoszémapart is
tartalmaz (TT**). A transzlokécios kromoszomaban résztvevd bliza kromoszéma szatellittel
rendelkezik, igy az vagy a 6B vagy az 1B kromoszoma. A pAsl DNS probaval két
hibridizacids jel talalhaté ennek a kromoszomanak a rovid karjan, ennek alapjan
megallapithatd, hogy az a 6B blza kromoszoma. A transzlokicios toréspont a 6B buza
kromoszéma hosszu karjan, 0,8 frakcidhosszusagnal talalhatd (15.g,h 4bra). A transzlokaciod
oroklédése stabilnak bizonyult, 25 utdéd GISH-sel végzett elemzése soran mind a 25
novényben kimutathato volt ez a transzlokacio.

A negyedik transzlokacids vonal (TL4) szintén 44 kromoszémaszdmu. A buza-arpa
transzlokacidval egyiitt fellelheté 42 kromoszoma mellett ez a vonal még egy par arpa
kromoszomat is tartalmaz (16.a,b,c abra). A FISH soran egyik buza kromoszéma sem
hasonlitott a 4D kromoszoémara, holott ez a kromoszoéma a jellegzetes és intenziv pAsl FISH
hibridizacids mintazat alapjan jol felismerhetd. A transzlokacidés kromoszémén a centroméra
kozelében egy er6s pAsl jel volt lathato, amelynek alapjan felteheté, hogy a buza
kromoszoma-szegmentum a 4D kromoszomabol szdrmazik. A transzlokacids kromoszoéma
hosszi karjanak egy jelentds része letort, elveszett, amely megneheziti ennek a
kromoszémanak az azonositasat. A GISH-sel elemzett utodok 90%-4ban ez a transzlokéacio
homozigota allapotban kimutathato volt.

Az 6todik transzlokacios vonal (TLS) az Mv9 krl x Igri hibridb6l szarmazott és 42
kromoszomaszamu volt. Egyik teljes bliza kromoszdma sem hasonlitott a 7D kromoszomara,
annak ellenére, hogy ez a kromoszdma a jellegzetes intenziv terminalis és szubterminalis
pAsl hibridizacids jelek alapjan jol felismerhetd. A transzlokacios kromoszoma rovid karjan
egy erds terminalis €s két gyengébb szubterminalis pAs1 hibridizacids jel volt lathato. A
hosszu karon, kozvetleniil az arpa kromoszoma-szegmentum alatt két gyengébb pAsl
hibridizacios jel fordult el6. A FISH hibridizacids mintazat alapjan a transzlokacios
kromoszémaban a bliza kromoszoma-szegmentum a 7D kromoszomabol eredt (15.e,f dbra).
A TL4 ¢és a TLS vonalakban a beépiilt arpa kromoszoma-szegmentumokon terminalis pAs1
jelek fedezhetdk fel. A TL4 és a TL5 vonalakban a beépiilt arpa kromoszoma-szegmentumok
szatellittel rendelkeztek, azaz azok vagy az SH vagy a 6H arpa kromoszoémak révid karjabol

szarmaznak.
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15. abra Fluoreszcens in situ hibridizacidé (FISH) a TL1 (A,B), a TL2 (C,D), a TL3 (G,H) és a
TL5 (E,F) buza/arpa transzlokaciés vonalak szomatikus kromoszomain mitoézisban. A

pScl19.2 (z6ld) és a pAsl (piros) DNS probakkal azonositott buza kromoszémakat a




megfeleld szammal és betiivel jeldltiik, a transzlokaciokba (TR) beépiilt buza kromoszéma-
szegmentumokat is. A transzlokacidos kromoszoma GISH és azt kdvetd FISH utan lathat6 az
egész sejtet abrazold képek bal sarkaban, TL1 (B), TL2 (D), TL3 (H), TL5 (F). A GISH utan
az arpa kromoszoma-szegmentum sargaszold, a biza kromoszémak a DAPI kontrasztfestés

kovetkeztében kékek.

16. abra Egymast kdvetd genomikus in situ hibridizacido (GISH) (A) és fluoreszcens in situ

hibridizacié (FISH) (B) ugyanazon a sejten a TL4 buza-arpa transzlokacios vonal szomatikus
kromoszémain mitézisban. A GISH soran a teljes arpa genomikus DNS-t fluorogreennel
jeloltiik, igy az arpa kromoszoémak sargaszoldek. A transzlokacios kromoszémak mellett még
egy addicionalt arpa kromoszomapar is lathatd (A). A kromoszomak azonositasat FISH-sel a
pSc119.2 (zold) és a pAsl (piros) DNS probaval végeztiik (B). A transzlokacids kromoszéma
egymast kovetd GISH és FISH utan a kép bal sarkéban (C) lathato.

Az arpa kromoszoma-szegmentumok azonositasa mikroszatellit markerekkel

Osszesen 45 arpa mikroszatellit markert hasznaltunk fel a buza-arpa transzlokaciokban
az arpa kromoszoma-szegmentumok eredetének meghatarozasiara. Ot transzlokacios
vonalban, a sziildpartnerekben, a két biiza genotipusban (Chinese Spring, Mv9 krl) és a két
arpa fajtaban (Betzes, Igri) vizsgaltuk ezeknek a markereknek a jelenlétét illetve a hianyat. A
vizsgalt markerek koziil 13 egyértelmiien polimorfnak bizonyult a két arpafajta kozt.

A TL1 transzlokacids vonalban a GMS021 ¢és a Bmac0213 markerek a vart PCR

terméket adtak, ezzel bizonyitva, hogy ebben a vonalban az 1HS kromoszéma teloméras
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szegmentje van jelen. Igy ebben a vonalban a transzlokacios kromoszomat 2DS.2DL-1HS-
ként hataroztuk meg. A kromoszomatorés kb. az 1HS kromoszomakar felénél ment végbe, a
Bmac0213 és a Bmac0032 markerek kozt.

A masodik transzlokacids vonalban (TL2) a 3H kromoszéma rovid karjan korabban
lokalizalt HVLTPBB, Bmag0136 és Bmac0067 marker kimutathat6 volt. Ennek alapjan a
centrikus fuziot 3HS.3BL-ként azonositottuk, azaz ebben az esetben egy kompenzald
transzlokacio jott 1étre.

A TL3 transzlokacids vonalban a beépiilt arpa kromoszéma-szegmentum viszonylag
kicsi. Egyediil a Bmac0030 markert tudtuk kimutatni ebben a vonalban. Ezt a markert
Chinese Spring/Betzes diteloszomas addicios vonal felhasznaldsaval megallapitottuk, hogy ez
a marker a hosszii karon taldlhatd. Vizsgalataink alapjan Osszegezhetd, hogy a 4H arpa
kromoszdéma hosszi karjanak egy interkaldris szegmense épiilt 4t a 6B kromoszdéma hosszi
karjara. A transzlokacios kromoszomat igy 6BS.6BL-4HL-nek azonositottuk.

A TL4 transzlokacios vonal egy egész arpa kromoszOmapart is tartalmazott a
transzlokacid mellett. A 4H arpa kromoszoma mindkét karjat reprezentdld 6t marker pozitiv

jelet adott ezen a vonalon, ezzel bizonyitva, hogy az addicionalt kromoszomapar a 4H.

Fizikai térképezés

Az 5H arpa kromoszoman lokalizalt markerek koziil tiz markert vizsgaltunk a buza-
arpa transzlokdcios vonalakon. A 5H kromoszoéma rovid karjanak a telomérdjatdl kezdve a
Bmac0303, Bmac 0306, Bmac0387, Bmag0337, Bmac0113, Bmac0096, Bmag0223, HvLOX
¢s Ebmac0824. A Chinese Spring/Betzes addicios vonalak segitségével megallapitottuk, hogy
a centroméra a Bmag0387 és a Bmag0337 markerek kozt helyezkedik el. Az elsé négy
marker taldlhato a révid karon. A markerek koziil a Bmag0387 a TL4 és a TL5 vonalban is
kimutathat6 volt. Ez a marker polimorf az Igri és a Betzes arpafajtdkban. A megfeleld allél a
transzlokacidés vonalakban kimutathaté volt. A harom disztalisan elhelyezkeddé marker
(Bmac0163, Bmac0303, Bmac0306) egyike sem jelent meg egyik transzlokaciés vonalban
sem annak ellenére, hogy az arpa sziil6 fajtakban hatarozott jelet adtak. Az 1H kromoszéman
a telomérdhoz legkdzelebb esé marker, az Ebmac0783 viszont mindkét transzlokacios
vonalban egyértelmiien kimutathat6 volt. Az SH Chinese Spring /Betzes addicios vonalban a

Bmag0387 ¢s az Ebmac0783 marker jelen volt, de a Bmac0163, a Bmac0303 ¢s a Bmac0306
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marker viszont hianyzott. Ennek alapjan feltehetd, hogy ezekben az arpafajtdkban, vagy
inkabb ezeknek egy kozos dsében valamikor egy kromoszoma-atrendezd6dés mehetett végbe,
melynek kovetkeztében az SHS karon ennek a harom markernek a delécidja kovetkezett be.
Ez a kromoszoématdrés a szatellit régioban mehetett végbe, miutdn a masodlagos befliz6dés
nem tint el, s6t mindkét transzlokacidés vonalban (TL4, TLS) jol lathato. Az SH Chinese
Spring/Betzes addicidos vonalban is jol lathatd6 még egy szatellittel rendelkezd
kromoszomapar. Tehat a héarom disztalis marker eredetileg a szatellit régidban
helyezkedhetett el.

A TL4 és a TL5 transzlokacids vonalakban a transzlokacios toréspont a Bmag0387 ¢és
a Bmag0337 marker kozt helyezkedik el (17. dbra). A genetikai térképen a két marker kozti
Icm hosszusagu szakasz a fizikai térképen az SHS kromoszoma proximalis fele.

A TL4 transzlokacids vonalban a 4D kromoszéma centroméra koriili régioja és az SHS
arpa kromoszdmakar disztalis szakasza alkotja a transzlokacios kromoszomat, 4D-5HS.

A TLS5 transzlokdcios vonalban az Igri arpafajta SHS kromoszomakarjanak az
el6z6hoz hasonld méretli szakasza épiilt at a buza 7D kromoszomajara. A transzlokacios

kromoszéma ebben a vonalban 7DL.7DS-5HS.
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17. abra Az 1H (A) és az 5SH (B) kromoszéma genetikai és fizikai térképén a mikroszatellit
markerek elhelyezkedésének Osszehasonlitisa. Ramsay ¢és munkatarsai (2000) genetikai
térképét abrazolja az Aa és a Ba sematikus abra, amelyeken a markerek sorrendje és a
genetikai tavolsagok (cm) lathatok.. Az Ab és a Bb dbran az 1H és az SH kromoszéman
megfigyelt fizikai hatarjelzéket tlintettiik fel. Az 1H (TL1) és az SH (TL5) kromoszéma-
szegmentumokat tartalmazo bliza-arpa transzlokacidos kromoszomakat GISH utadn az Ac és a
Bc abran lathatjuk. A vastagbetiivel szedett markereket teszteltiik a transzlokéacids vonalakon.
Az 1H kromoszéman a buza-arpa transzlokacios toréspont (TB) a Bmac0213 és a Bmac0032
marker kozott helyezkedik el. Az SH kromoszéma rovid karjan a buza-arpa transzlokacios
toréspont a Bmag0387 ¢s a Bmag0337 marker kézti 1cm hosszusagu szakaszon helyezkedik
el (Ba), itt talalhat6 a centroméra is. Az intragenomikus transzlokaciés toréspont (Tba) a
masodlagos befliz6déstdl disztalis pozicioban jott 1étre, felette négy marker taldlhatd. Az
Ebmac(0783 marker a Betzes és az Igri arpafajtdkban az 5SHS kromoszoma terminalis
szegmentumokat zolddel jeloltiik, az 1H és az SH kromoszémak lilaval jelolt szakaszai nem

épiiltek be a transzlokaciokba.
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14. tadblazat Az Ot transzlokéaciés vonalon vizsgalt mikroszatellit markerek, amelyek
kromoszomalis lokalizacidjat eredetileg Ramsay és munkatarsai hatdroztdk meg (2000). A
Betzes és az Igri arpa fajta kozt talalt polimorfizmust is feltiintettiik (p-polimorf, np-nem
polimorf). Az utolsé oszlopban azoknak a transzlokacids vonalaknak a jele 1athato, amelyek
az adott markert tartalmaztak.
Az adott marker
Marker kromoszomalis lokalizacidjaa  Kontroll Transzlokécios vonal
kapcsoltsag alapjan

GMS021 IH np TL1
Bmac0213 IH p TL1
Bmac0032 IH np -
Bmag0211 IH p -
Bmag0382 1H np -
HVHVAI IH np -
WMCIES IH np -
Bmag0579 IH p -

EBmac0783 IH np TL4, TLS

HVM36 2H p -
Bmag0378 2H np -
Bmac0093 2H np -
Bmag0125 2H p -

EBmac0415 2H np -
Bmag(0749 2H p -
HvLTPPB 3H np TL2
Bmag0136 3H np TL2
Bmac0067 3H np TL2
Bmag0013 3H np -

HVM70 3H np -

HVM40 4H p TL4
Bmag0353 4H np TL4
Bmac0030 4H p TL4, TL3
Bmag0384 4H np TL4

HVM67 4H np TL4
Bmac0163 SH np -
Bmac0303 S5H np -
Bmac0306 SH np -
Bmag0387 SH p TL4, TLS
Bmag0337 SH np -
Bmac0113 SH p -
Bmac0096 SH np -
Bmag0223 SH p -

HvLOX SH np -

EBmac0824 SH np -
Bmac0316 6H np -
Bmag0500 6H p -
Bmac0018 6H np -
Bmag0009 6H np -

EBmac0806 6H np -
Bmac0040 6H np -

HVM4 TH np -
Bmag0369 TH np -
Bmag0120 TH np -

HvID 7H p -
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A buza-arpa transzlokacios vonalak fertilitasai és morfologiai tulajdonsdagai

TL1

Ebben a vonalban egy 2DS.2DL-1HS transzlokacids kromoszoémapart azonositottunk
FISH-sel és arpa mikroszatellit markerekkel. Ezek a ndvények szignifikdnsan alacsonyabbak,
mint az Mv9 krl buzatoérzs (15. tablazat). Martonvasaron, tenyészkertben (Tikros), 2004
nyaran 10 vizsgalt ndvény magassaga atlagosan 45,1 cm volt, az Mv9 krl 79,1 cm-es
magassagaval szemben. A kaldszok szignifikansan rovidebbek voltak, mint az Mv9 krl
szlildpartner kaldszai és rovid szalkédkkal rendelkeztek. A fertilitds is elmaradt a buza
sziilOpartnerétl, a fokaldszon kapott szemek szadma fele az Mv9 krl fékaldszan

megfigyeltekének.

15. tablazat
A buza-arpa transzlokacios vonalak fertilitdsa és morfologiai adatai

(2004, Martonvasar, Tiikros)

Novény- , Kalasz-  Kalaszka/ Fertilitas
Genotipus magassag Bokrosodas hossz fokaléasz (szem/
(cm) (cm) kalaszka

TL2, 3HS.3BL 114,9%* 10,5 8,1%** 19,5%* 2,25%
TL1, 2DS.2DL-1HS =~ 45,1%* 5,7%* 7,55%%* 16,2%* 141%*
TL3, 6BS.6BL-4HL  101,0** 8,3 8,1%** 17,7%* 2,18%
TL5,7DS.7DL-5HS 64,4%%* 11,6 8,85%* 18,6%* 2,16*
TL4, 4D-5HS+ 4H 64,7%* 11,7 5,8%%* 16,5%* 0,57**
Mv9krl 79,1 9,4 10,6 21,8 2,59
Igri 103,8 13,7 9,7 29,9 0,81
Betzes 104,4 15,6 11,15 31,4 0,89
CS! 110,8 7,9 8 21 2,60

* ok P>0,05 illetve>0,01 szinten szignifikansan kiilonbdznek az Mv9 krl buzatorzstol

'CS = Chinese Spring

TL2

A 3HS.3HL centrikus fuziot hordozo transzlokécids vonal kaldszai jellegzetes
alakuak, a kalasz fels6 harmada tomott, kiszélesedd, az als6 harmadon a kalaszkak lazabban
helyezkednek el (18. 4bra). A novények szignifikdnsan magasabbak, mint az Mv9 krl
sziillépartner (15. tablazat). Ennek a vonalnak a fertilitisa alig maradt el az Mv9 krl
buzatorzsétol. A novények az Mv9 krl-hez hasonléan bokrosodtak.
TL3

A harmadik buza-arpa transzlokécios vonal (TL3) 44 kromoszémaszamu. A 42 buza

kromoszéma mellett ez a vonal még egy buza-arpa transzlokacidés kromoszémapart is
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tartalmaz, amelyet 6BS.6BL-4HL—ként azonositottunk. Ennek a vonalnak j6 a fertilitasa, csak
kismértékben tér el az Mv9 krl buzatorzstdl. A kaldszok viszonylag hosszuak, a kaldszkak

lazan helyezkednek el rajtuk, a kalasz csucsan rovid szalkak lathatok.

TL4

Ez a transzlokacios vonal szintén 44 kromoszomaszamu, a 4D-5HS transzlokacios
kromoszomapar mellett még egy par arpa kromoszémat (4H) is tartalmaz. Ennek a vonalnak a
legkisebb a fertilitdsa, a fOkaldszon atlagosan 9,7 szemet kaptunk. A kaldszok rendkiviil
rovidek (5,8 cm), azokon a kaldszkdk viszonylag siirlin iilnek. A ndvények szignifikdnsan

alacsonyabbak, mint az Mv9 kr1 buzatorzs.

TLS

A transzlokacids kromoszoma ebben a vonalban 7DS.7DL-5HS. Ennek a vonalnak
egyik jellegzetessége, hogy magassaga elmarad a btza sziilOpartnerétdl, az Mv9 krl-tél. A
vonal viszonylag hosszu (8,85 cm), laza fokalasszal rendelkezik, amelynek jo a fertilitasa

(2,16 szem/kalaszka).

18. abra Bliza-arpa transzlokacidkat hordoz6 vonalak kaldszai (balrol jobbra): TL2, TL3, TL1,
TLS5, TL4. A kalaszok mellett a képek jobb alsé sarkdban a kiilonb6z6 vonalakban kimutatott
transzlokaciés kromoszomak lathatok GISH utdn. Az arpa kromoszéma-szegmentum

sargaszold, a buza kromoszéma kék.
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4.2. Buza X rozs hibridek, amfidiploidok, rekombinansok eléallitasa

4.2.1. Buza x rozs hibridek, amfidiploidok létrehozasa

Az Mv9 krlbuzatorzs és a Lovaszpatonai rozsfajta keresztezésekor atlagosan 68,4%-
os szemkotést kaptunk (16. tablazat), amely Lein (1943) osztalyozdsdnak megfeleléen a

krlkrlkr2kr2 homozigbta recessziv génkonfiguracionak felel meg.

16. tablazat

Az Mv9 krl buzatérzs szemkotése a Lovaszpatonai rozsfajtaval torténd keresztezéskor

(Martonvasar, iiveghéaz, 1994)

Mv9 krl Megporzott , Szemkotés
A novény Viréggok Szem/kaldsz %
sorszama szama

1 28 18 64,2

2 30 28 93,3

3 30 2 6,6

4 34 29 85,3

5 34 26 76,5

6 34 26 76,5

7 32 23 71,8
Osszes 222 152

Atlag 31,7 21,7 68,4
St. hiba 10,7

Az F, nemzedékben 19 ndvényt kolchicinnel kezeltiink, amelyeken 6nmegporzassal
Osszesen 38, novényenként atlagosan két szemet kaptunk (17. tdblazat). Ezekbdl a szemekbdl
21 F, (C)) novényt neveltiink fel. Az Mv9 krl buzatdrzzsel megporzott 18 ndvényen Osszesen
80 BC, szemet kaptunk, azaz a szemkotés atlagosan 8,5% volt (St. Hiba 2,06). Az elsd
visszakeresztezés soran tehat a szemkotés 1ényegesen kisebb lett, mint a hibrid eléallitasakor.
Az Ontermékenyiilt kalaszokon 6sszesen 861 F; (C,) szem fejlodott, az atlagos szemszam 41
lett (17. tablazat). A fertilitds a C, nemzedékben jelentdsen megnétt az elsd kolchicinkezelt
(Co) generaciohoz képest. A kapott F; utdodok koziil 55-nek vizsgéltuk a kromoszdémaszamat
mitoézisban Feulgen moddszerrel (18. tablazat). A vizsgalt szemek kozel felébdl (47,3%)
késziilt kromoszoéma-preparatumokban a vartnak megfelelden 56 kromoszémat szamoltunk,

de az utdédok tobb mint felében megkezdddott a kromoszoémaszam redukalodasa.
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17. tablazat
A kolchicinnel kezelt Mv9krl x Lovaszpatonai hibridek (C,), oktoploid tritikale (C;)
fertilitdsa (Martonvasar, iveghaz, 1995-96)

Ontermékenyiilt Ontermékenyiilt ~ Osszes  Szem/ndvény  St. hiba

Generacid novények kaldszok szdma szemszam
szama
Co 19 40 38 2 1,00
Ci 21 40 861 41 6,55

18. tablazat

Az Mv9 krl x Lovaszpatonai oktoploid tritikalé¢ F; (C,) nemzedékének kromoszoémaszama

mitozisban
Vizsgalt 56 55 54 53 52 51
Generacio novények
kromoszomaszamu novények szama
szama
G 55 26 9 15 0 4 1

19. dbra Az Mv9krl x Lovészpatonai amfidiploid (C,) kalasza
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4.2.2. Rozs kromoszomak Kimutatasa GISH-sel

Az Mv9 krl x Lovaszpatonai amfidiploidokban GISH-sel mutattuk ki a rozs
kromoszdémakat (20. abra). A teljes genomi rozs DNS-t haszndlva probaként mind a 14 rozs
kromoszéma kimutathaté volt az amfidiploidokban. A fluorogreennel végzett jelolés
eredményeként a rozs kromoszomak sargaszolden jelolddtek, a buza kromoszomak a DAPI
festés eredményeként kékek lettek. A rozs kromoszomak végén a C-savozashoz hasonloan
¢lénkebb jelolddés tapasztalhatd, ami azzal magyarazhatd, hogy a repetitiv szekvencidk
els6sorban a heterokromatikus régidban helyezkednek el, igy ehhez a szakaszhoz tobb DNS
kotodik.

20. abra Az Mv9 krl x Lovéaszpatonai amfidiploidokban a rozs kromoszoémak kimutatasa
genomikus in situ hibridizacioval. Teljes genomi rozs DNS-t jeldltiink Fluorogreennel,
amelynek kovetkeztében a rozs kromoszomak élénk sargaszolden jelolodtek, a buza
kromoszémak jeloletlenek, halvanyzoldek. A képen 14 rozs kromoszoma lathatd. Egy rozs

kromoszoma telocentrikus, a kromoszoma egyik karja hianyzik.
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4.2.3. Buza/rozs rekombinansok eloallitasa

Az Mv9 krl x Lovaszpatonai oktoploid tritikalét megporoztuk az 1BL.1IRS
transzlokaciot hordoz6é Matador buzafajtaval. A kisérlet célja rekombindcid létrehozéasa volt
az 1RS kromoszomakarban az eredeti Petkus német rozsfajta és a Lovaszpatonai magyar
rozsfajta kromoszomakarja kozt. A Matador buzafajtdval huszonot oktoploid tritikalé ndvényt
poroztunk meg. EbbdI a keresztezésbdl 6sszesen 97 szemet kaptunk, a szemkotés 11,2% volt.
Az F| novények genomosszetétele AABB*'1B/IRDDR lett.

Osszesen 79 pollenanyasejtben vizsgaltuk az 1B.1R kromoszoma parosodasat a tobbi bliza

illetve rozs kromoszoémaval.

19. tablazat

Az Mv9 krl x Lovaszpatonai oktoploid tritikalé és az 1B/1R transzlokéciot hordoz6 Matador
buzafajta keresztez€sébdl eldallitott F, hibrid meidzisdnak I metafdzisdban megfigyelt
kromoszoma-konfiguraciok. A rozs kromoszoémak kimutatdsa meiozisban GISH-sel tortént,

ahol teljes genomi rozs DNS-t alkalmaztunk probaként.

Univalens  Nyilt bivalens  Trivalens Quadrivalens Osszes

1B/1R 1B/IR 1R 1B/IR-1R  1B/IR-1R
Sejtek szama 4 49 4 218 1 79
Gyakorisag % 5,0 62,0 5,0 26,6 1,2 100

A rozs kromoszémakat a buzatol meidzisban GISH-sel a fluoreszcens jelolddés alapjan jol
meg tudtuk kiilonboztetni (21. abra). Az 1B/IR transzlokdciés kromoszoma és a buza
kromoszomak kozt létrejott bivalensekben, trivalensekben feltételeztiik, hogy elssorban az
1B kromoszéma parosodik a transzlokacidban az 1B hossza karjaval, de miutdn lehetséges
mas buza kromoszémaval vald parosodas is, ezért a tablazatban csak bliza kromoszémat
jeloltink meg. A rozs homeoldég kromoszomak kozti parosodas esélye minimalis, igy
feltételeztiik, hogy a rozzsal val6 parosodas az 1R kromoszémaval tortént.

A megfigyelt sejtek 32,8%-aban jott létre parosodds a Matador buzafajta 1B/IR
transzlokacids kromoszomaja és a Lovaszpatonai rozs 1R kromoszémaja kozt. Tehat varhato,

hogy a sejtek egy harmadaban rekombinacié johet 1étre a Lovaszpatonai és a Petkus rozs kozt.
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21. abra Az Mv9 krl x Lovaszpatonai oktoploid tritikalé és az 1B/IR transzlokéciot hordozo
Matador buzafajta keresztezésébdl eldallitott F, hibrid meidzisdnak 1. metafazisaban
megfigyelt trivalens. A rozs kromoszoémak kimutatisa GISH-sel tortént, ahol teljes genomi
rozs DNS-t alkalmaztunk probaként. A rozs kromoszoma(kar) a képen ¢€lénk sargaszold, a
buza kromoszoma(kar) halvanyzold. A képen lathatd trivalens egy buza, egy 1B/IR

transzlokacid és egy rozs kromoszdéma kozt jott 1étre.

Buza-rozs rekombinansok kimutatasa

Az Mv9 krl x Lovészpatonai ampfiploidok egyes vonalainak szekalin mintazata
Iényegesen eltért a Petkus rozst tartalmazo 1BL.1RS transzlokéciot hordozé fajtakétol, igy a
szekalin mint4zat alkalmasnak bizonyult a tovabbiakban a Lovaszpatonai rozs jelenlétének
kovetésére.

Osszesen 254 ndvény szekalin vizsgalatat végeztiik el azzal a céllal, hogy az [(Mv9krl
x Lovaszpatonai) x Matador] 0* BC,F; nemzedékben fellépett-e a Sec-1 tartalékfehérje gént
érintdé rekombinacio a Lovaszpatonai rozs 1RS és a Matadorban meglévd Petkus rozs 1RS
kromoszomakarja kozt. Osszesen 26 rekombinans genotipust vélogattunk ki a szekalin
mintazat alapjan (22. 4bra).

A Lovaszpatonai rozs kromatint tartalmazé 1BL.1RS rekombinansok egy részét
fitotronban, egy részét pedig tenyészkertben elszaporitottuk. Kordbban két ndvényben

mutattunk ki rekombinaciét a Lovéaszpatonai és a Petkus rozs kromoszémakar k6zott, az Mv9

102



krl X Lovaszpatonai oktoploid tritikdlé Matador buzafajtaval megporzott, majd
ontermékenyitett utdodai kozt. A rekombindnsok szekalin mintdzata a Lovaszpatonai rozséra
hasonlitott €s eltért a Petkus rozst hordoz6 1BL.1RS transzlokacidt hordozoé fajtakétol. A két
rekombindns ndvényt fitotronban neveltik fel, az egyiken 194, a masikon 198 szemet
kaptunk, amelyekbdl 20-20 szemet csirdztattunk, majd fitotronban felneveltik. Az elsd
rekombinansrol szarmazd 20 ndvényen Osszesen 1278, a masik rekombindns ndvényrol
szarmaz6 20 novényen Osszesen 751 szemet kaptunk. Miutan a két novényrél mar elegendo
szdmu szem allt rendelkezésiinkre, az utdodokat 2004 &szén tenyészkertben elvetettiik.
Mindkét rekombindnsrél 10-10 sort vetettiink (az 1 m hosszi sorba 10-10 szemet vetve) és
azokon 2005 nyaran megfigyeléseket végeztiink. A 2005-6s évben tenyészkertiinkben
altalaban nagyon erds levélrozsda fert6zés volt tapasztalhatd, tobbek kozt azért, mert az itt
szaporitott Mv9 krl buzatorzs a levélrozsdara nagyon fogékony. Sajnos a rekombindnsokon is
tapasztaltunk levélrozsdat, tehat megallapithatjuk, hogy ezekbe a rekombinans novényekbe
nem ¢épiiltek be 0 hatékony levélrozsda rezisztencia gének. A sziilopartner Lovaszpatonai
rozsfajtan viszont csak nagyon kis mértékben fordult eld levélrozsda fertézés a
tenyészkertben. Az 1RS kromoszémakaron a NOR régio felett helyezkedik el a szekalin gén,
majd felette a disztalis régioban talalhatok a rezisztenciagének (Lr26, Sr3i, Yr9, PmS). A
szekalinra nézve rekombinans egyedeken feltehetd a rezisztenciagének rekombinacidja is.
Ebben az esetben valdszinii, hogy a Lovaszpatonai rozsbol beépiilt szakaszon nem talalhatok
Uj hatékony rezisztencia gének a levélrozsdaval szemben. A tovabbiakban vizsgélni kivanjuk
ezeknek a rekombinansoknak a mindségét is. Elképzelhetd, hogy az 1j rekombindnsokban a
Lovészpatonai rozs szekalin tartalma kevésbé befolydsolja majd a biza minds€gét. A mindség
vizsgélatokhoz megfeleld mennyiségli minta sziikséges, ezért a 2004 6szén 20 sorban elvetett
Osszesen 200 ndvény szemtermését 2005-ben learattuk, majd feldolgoztuk. Miutan a
levélrozsda fert6zottség tekintetében az egyes sorok kozt kiillonbségeket tapasztaltunk, igy a
kevésbé fert6zott sorokrol szarmazo szemek koziil 290 szemet, 29 sorba (10 szem/1 m sor)
2005 6szén tenyészkertben elvetettiink. 2006-ban ismét vizsgalni kivanjuk a rekombindnsok

levélrozsda fert6zottségét.
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22. édbra Az Mv9 krl x Lovaszpatonai amfidiploid (8x tritikal¢), a Petkus rozs 1RS

kromoszdmakarjat hordozé6 Matador buzafajta, és az [(Mv9krl x Lovaszpatonai) x Matador]
0% BC,F; szemek szekalin mintazata. A Matador és a Mv9 krl x Lovaszpatonai amfidiploid
szekalin mintdzata jol lathatoan eltér egymastol. Egyes F; utdédok a Petkus (1., 5. oszlop),

masok a Lovaszpatonai mintazathoz (2., 3., 4.) hasonlitanak.

A késobbiek sordn az Mv9 krl X Lovaszpatonai oktoploid tritikalé Matador
buzafajtaval megporzott, majd ontermékenyitett utddai koziil még 24 db rekombinans szemet
valogattunk ki a szekalin mintazat alapjan. Ezekbdl a szemekbdl az endospermium egyik
felét hasznaltuk fel tartalékfehérje elektroforézishez a rekombindcidk kimutatdsdra. A
maradék fél szemeket csiraztattuk, amelyek koziil 13-bol tudtunk novényeket felnevelni, a
tobbi vagy nem csirazott, vagy a fejlodé novényke elpusztult. A felnevelt 13 ndvénybdl 3
steril lett, igy a maradék tiz rekombindns ndvényen Osszesen 418 szemet kaptunk. A 418
szembdl Osszesen 135-6t 2005 Oszén tenyészkertben elvetettiink (23. abra). A 135 szem
Osszesen 7 kiilonbozé rekombinans ndvényrdl szdrmazott, miutan harom rekombinans
novényen alig kaptunk szemet (12, 19, 8 szem). Amelyik ndvényrdl csak nagyon kevés
szemmel rendelkeziink, azokat ismét fitotronban kivanjuk szaporitani. A rekombinans

novényeken kapott utodok betegségrezisztencidjanak vizsgalata 2006 nyaran varhatd. A 135
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novényen feltehetden eld tudunk allitani majd olyan mennyiségii utdédszemet, amelyeken a

késObbiekben mindségvizsgalatok is elvégezhetdk.

23. abra Az (Mv9 krl x Lovaszpatonai) x Matador keresztezésbol eléallitott 1RS
kromoszdmakarban a Petkus rozs és a Lovaszpatonai rozs kozt rekombindns ndvény kaldsza a
sziil6partnerek mellett. Balrdl jobbra: Mv9 krl, Lovaszpatonai rozs, Matador buzafajta,

rekombinans noévény.
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4.3. Buza x Aegilops biuncialis hibridek, addiciok
4.3.1. Buza x Aegilops biuncialis hibridek, amfidiploidok eléallitasa

Az Mv9 krl buzatorzset az MvGB642 jelli Aegilops biuncialis vonallal 1995 nyaran
tenyészkertben megporoztuk. Osszesen 575 virdgot poroztunk meg, amelyeken 215 szemet
kaptunk, tehat a szemkotés 37,4% volt. Az F, hibridek kozil 55-nek ellendriztik a
kromoszomaszdmat mitézisban, amely a vartnak megfeleléen 35 lett (ABDUM). Az F,

hibridekben a kromoszomak péarosodasat 105 sejtben ellendriztiik (20. tablazat).

20. tablazat
Az Mv9 krl X Aegilops biuncialis F, hibridek meiozisdnak 1. metafazisdban megfigyelt

kromoszdma-konfiguraciok. A sejtenkénti sz€élsdértékek az atlag alatt zarojelben talalhatok

Vizsgalt A Meiotikus konfigurdciok Sejtenkénti
sejtek kromoszomak Univalens Blvalens" Trivalens Kiazmék
. . Nyilt Zart Osszes .
szama szama szama
105 35 33,14 0,81 0,09 091 0,009 1,02

(27-35)  (0-5) (0-2) (0-5) (0-1)  (0-5)

24. abra Az MvV9 krl X Aegilops biuncialis F, hibrid meiozisanak I. metafazisa. A
kromoszéma-preparatumot Feulgen mddszerrel festettiik. Két szétvald nyilt bivalens és 31

univalens.
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Az F, hibridekben a kromoszomak tobbsége nem parosodott egymassal, univalenseket
alkottak (33,14 univalens/sejt) (24. abra). A megfigyelt bivalensek szama (0,91/sejt) akar a
homeolég buza kromoszomak parosodasabol is fakadhat. igy megallapithatjuk, hogy a buiza
ABD ¢és az Ae. biuncialis U és M kromoszoémai alapvetéen nem parosodnak egymadssal, ami

megneheziti a késébbiekben a génatvitelt ebbdl a fajbol a buzaba.

25. dbra Mv9 krl x Aegilops biuncialis F, hibrid kaldsza

Az F, hibridek morfologiailag atmeneti jelleglick voltak a buza és az Ae. biuncialis
sziilOpartner kozt (25. abra), jol bokrosodtak, a kaldszok érés eldtt antocidnos elszinezddést
mutattak. A levelek szOr6zottsége, a pelyvalevelek keménysége az Aegilops sziilére utalt. Az
F, hibrid kaldszai teljes himsterilitdst mutattak.

Az F, hibridek koziil 25 novényt kolchicinnel kezeltiink a kromoszomaszam
megduplazasanak céljaval. A kaldszok egy részét izolaltuk, hogy Ontermékenyiilés
kovetkezhessen be, mas kalaszokat biizdval megporoztunk. Onmegporzasbol sszesen 17
szemet kaptunk, ezekben a kromoszémaszam 70 lett, tehat megkett6z6dott (26. dbra). A 417
buzaval megporzott viraghol 10 db BC, szem fejlédott. A kapott szemekbdl nyolc az Mv25
buzafajtaval valé megporzasbol fejlodott, ezeket az utddokat hasznaltuk fel a tovabbi

génatviteli munkaban.




26. abra A kolchicinnel kezelt Mv9 krl x Aegilops biuncialis amfidiploid szomatikus
kromoszémai mitozisban (2n =10 x = 70, AABBDDUUMM).

A Mv9 krl x Adegilops biuncialis hibridek bizdval visszakeresztezett utdédait az Mv9
krl buzatorzzsel ismételten visszakereszteztiik, igy BC,, majd BC; utdédokat hoztunk létre,
amelyek mar fertilisek lettek. Ezeknek a novényeknek ontermékenyitett utddai koziil Feulgen
modszerrel 43 kromoszémaszdmi monoszoémds addiciokat valogattunk ki. A monoszdmas
addiciok ontermékenyitett utddai koziil kivalogattuk a 44 kromoszomaszamu egyedeket.
Meiozisban ellendriztiik a kromoszémak parosodasat, és a 22 bivalens konfiguraciot mutatod
novényekrol feltételeztiik, hogy azok diszomas addiciok. A kovetkezd feladat volt az egyes

addicios vonalakban az Aegilops biuncialis kromoszémak azonositésa.

4.3.2. Buza/Aegilops biuncialis addiciés vonalak azonositasa FISH-sel

A bulza és az Aegilops biuncialis kromoszémak azonositasara a pSc119.2 és a pAsl
DNS probat hasznaltuk fel. Bliza kromoszomak azonositasara ezt a két probat mar korabban
is sikeresen alkalmaztuk laboratériumunkban (Molnar-Lang és mtsai, 2002). Az egyes
Aegilops biuncialis kromoszémak meghatdrozasdnak érdekében részletesen elemeztik a
diploid 6sok FISH hibridizaciés mintdzatit és az egyes fajokon belill eléfordulo

polimorfizmust. Osszesen négy Ae. umbellulata, négy Ae. comosa és harom Ae. biuncialis
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vonal FISH hibridizaciés mintdzatat elemeztiik, amelynek alapjan kidolgoztuk az egyes U ¢és
M kromoszomaék idiogramjat (Schneider és mtsai, 2005).

Osszesen hat kiilonbozd, 44 kromoszoémaszamu diszomas buza/degilops biuncialis
addicios vonalat allitottunk elé. Az elsé vonalban (jele: 76.010130.) a MvGB642 szamu Ae.
biuncialis sziilépartner FISH mintdzata alapjan a 3U kromoszéma jelenlétét mutattuk ki
(27.a,b 4bra). A 3U kromoszdémara jellemzd, hogy mindkét kar végén erds pSc119.2 FISH jel
lathat6. Kararanyai alapjan a 2U kromoszomatol megkiilonboztethetd, szubmetacentrikus
kromoszéma. A masodik vonalban (jele: 629.020905.) egy szatellites Aegilops kromoszdéma
volt jelen, amelyet 5U-ként azonositottunk (27.c,d abra). A szatelliten egy erds pSc119.2 jel, a
NOR régio alatt pedig egy pAsl jel lathato. A szatellit jelenlétét a pTa7l DNS probaval is
megerdsitettiilk. A harmadik vonalban (jele: 80.010130.) a 2M kromoszémapar volt lathatéd a
bluza kromoszomak mellett (27.g,h abra). A 2M kromoszoma révid karjan egy terminalis,
hosszl karjan két szubterminalis pAs] jel lathato. A negyedik vonalban (jele: 77.001102.) a
3M  kromoszomat tudtuk azonositani, amely hasonlit a 2M-re, de anndl kevésbé
szubmetacentrikus. Az 06tddik vonalban (jele: 63.010130.) a 7M kromoszomapart
azonositottuk. A 7M kromoszoma rovid karjdn két szubtermindlis, hosszu karjdn egy
szubtermindlis pAs] jel lathato, amelyek mellett a hosszl karon pSc119.2 szubterminalis jel is
van (27.e,f abra). Az Ae. biuncialisban eléforduld két metacentrikus kromoszéma egyike a

7M, a masik a 4U, de annak mintazata ettdl jelentdsen eltér.
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27. abra Kiilonbozé buza/degilops biuncialis diszémés addiciés vonalak szomatikus
kromoszomai mitoézisban genomikus in situ hibridizacido (GISH) és fluoreszcens in situ
hibridizacié (FISH) utdn. A GISH képeken (a, c, e, g, 1) az Ae. biuncialis kromoszomak
vorosen jelolodtek, a biiza kromoszomak jeldletlenek, halvany vordsek. A FISH képeken (b,
d, f, h, j) a pSc119.2 jelek sargaszoldek, a pAsl jelek vordsek, a kontraszttfestést DAPI-val
végeztiik, igy a kromoszomak jeldletlen szakaszai kékek. A FISH képek also jobb sarkaban az
Ae. biuncialis kromoszomat kinagyitottuk.

a, b, A 3U addiciés vonal GISH (a) és FISH (b) mintazata. c,d, Az 5U addicios vonal GISH
(c) és FISH (d) mintdzata. A kép als6 jobb sarkdban az 5U kromoszéma pTa71 (voros), majd
pSc119.2 és pAs] mintazata. e,f, A 7M addiciés vonal GISH (e) és FISH (f) mintazata. g,h, A
2M addiciés vonal GISH (g) és FISH (h) mintdzata. i,j, A 3M addicids vonal GISH (i) és
FISH (j) mintazata. k, A buza/Ae. biuncialis addiciés vonalak és a sziilopartnerek kalaszai.

Balrdl jobbra: Ae. biuncialis, Mv9 krl, 2M, 3M, 7M, 3U, 5U addicios vonalak.

A hatodik vonalban az addicionalt Aegilops kromoszomat nem tudtuk azonositani,
miutan azon nem kaptunk jellegzetes FISH mintazatot. A teljes Ade. comosa DNS-sel végzett
GISH azonban kimutatta, hogy ebben a vonalban egy par M genomhoz tartozé

kromoszomapar van jelen.

4.3.3. Buza/Aegilops biuncialis addicios vonalak morfologiai jellemz6i

A kivalogatott buza/Adegilops biuncialis addicids vonalakat kezdetben fitotronban,
kontrollalt kortilmények kozott neveltiik fel, majd tenyészkertben szaporitottuk.

A 3U addiciés vonalak szignifikansan alacsonyabbak, mint a buza sziilépartner (Mv9
krl). A kaladszok laza szerkezetlick, a buza sziilénél révidebbek (27.k abra). Fertilitdsuk
elmaradt nemcsak a buza sziilopartnerétdl, de a 2M, 3M addicios vonalétdl is. A ndovények
szara gyengébb, mint a tobbi addiciés vonalé, a levelek sargaszoldek. 2004-ben
tenyészkertben ezen a vonalon lisztharmatot nem figyeltink meg, de Helminthosporium
foltok eléfordultak.

Az 5U addicidés vonal kaldsza tar, fels0 harmada tomottebb és érés eldtt erdsen
antocianos elszinezddést mutat az Ae. biuncialis sziil6partnerhez hasonléoan. A ndvények

alacsonyabbak, mint a buza sziilépartner. Ennek a vonalnak a legkisebb a fertilitasa.
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A 2M addiciés vonal kaldsza tomott, szalkacsokevényekkel rendelkezik. Ezeknek a
novényeknek a legszélesebbek a levelei. A fokalaszonkénti szemszdm ezen a vonalon a
legnagyobb, fertilitdsa csak kismértékben marad el a buzatdl. Szara hamvaszold szint.
Tenyészkertben 2004-ben lisztharmattal és Helminthosporim-mal kismértékben fertézodott.

A 3M addiciéos vonal kaldsza jellegzetes formdju: tomott, kozépen jelentdsen
kiszélesedod, felfele elkeskenyedd. A kalaszon szdlkacsokevények lathatok. A kalaszkak alatt
csokevényes, masodlagos kalaszkak lathatok. A 2M utan a masik legfertilisebb addicio. A
novények lisztharmattal és Helminthosporium-mal is fertdzddtek, a betegségekkel szemben a
legfogékonyabbnak tiintek.

A 7M addici6s vonal hosszu, laza kalaszokkal rendelkezik, amelynek a csucsi részén
rovid szalkacsonkok lathatok. A novények hamvaszdldek. Tenyészkertben 2004-ben az 6sszes
addicios vonal kozt a legegészségesebbek voltak, se lisztharmat, sem Hel/minthosporium nem
volt rajtuk.

Az 0Osszes vonal 2004-ben ¢és 2005-ben is Martonvasaron tenyészkertben
levélrozsdaval fert6z6dott, ezért az Ae. biuncialis levélrozsda rezisztencigja feltehetéen nem a
3U, 5U, 2M, 3M és 7M kromoszoémakon lokalizalt.

Az addiciés vonalakat tenyészkertben felszaporitottuk, igy mindegyik vonalbdl tobb

ezer szem a rendelkezésiinkre 4ll a tovabbi abiotikus €s biotikus stressz vizsgalatokhoz.
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21. tablazat

A Triticum aestivum/Ae. biuncialis addicidés vonalak és az Mv9 krl buzatorzs fertilitasa és

morfologiai tulajdonséagai (2004, Fitotron, 10-10 novény atlaga)

Genotipus  Fertilitds  Novény- Bokrosodds Fokaldsz ~ Szem/
(szem/ magassag (kaléasz/ hossza  fokalasz
kalaszka) (cm) novény) (cm) (db)
(db) (db)
MvOkri 2,749 60,6 6,3 9,4 53,1
M 2,788 36,7 %  42% * 8,6 55,5
3M 2,411%* 328%* 573 8,4 46,7
™ 2,045% * 46,9* * 51 10,6 *  34,1* *
+3U 2,164* * 48,7 * 59 8,7 40,8% *
5U 0,983* * 404** 55 8,3 16,8* *

*, ™ Szignifikdnsan kiilonbdzik az Mv9krl buzatorzstél P<0,05 és P<0,01 szignifikancia

szinteken

22. tablazat

A Triticum aestivum/Ae. biuncialis addicidos vonalak és a sziilOpartnerek fertilitasa ¢és

morfoldgiai tulajdonsagai (2004, Martonvasar, tenyészkert, 10-10 ndvény atlaga)

Genotipus  Fertilitdas ~ Novény-  Bokrosodds  Foékalasz ~ Szem/
(szem/ magassdg (kaldsz/novény) hossza  fokalasz
kalaszka) (cm) (db) (cm) (db)
(db)
Mv9krl 2,517 79,1 9.4 9,9 56,5
Ae.
1,983 39,5 77,3 3,7 7,0
2M 2,237* 65,6* 79 9,3 52,3
M 2,285% 61,2** 10,1 8,4% * 46,5% *
™ 1,749% * 65,5 * 98 8,8% * 25,9% *
3U 1,920%* * 70,0%* 11,1 8,7* * 33,3* *

", " Szignifikansan kiilonbdzik az Mv9krl buzatdrzstdl P<0,05 és P<0,01 szignifikancia

szinteken
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5. MEGVITATAS

5.1. Buiza x arpa hibridizacio

Keresztezhetoség

Uj 6szi bliza x 8szi arpa hibrideket allitottunk el harom kiilonbozé termesztett Gszi
arpa fajtaval (Igri, Manasz, Osznova). Az Igri egy kétsoros 6szi német arpafajta, a Manasz és
az Osznova pedig hatsoros 6szi ukran arpafajtak, amelyek sokkal kedvezobb tulajdonsagokkal
rendelkeznek, mint a korabbi keresztezésekben felhasznalt genetikai modell Betzes kétsoros
tavaszi arpafajta. Az 0j kombinacidk eldallitasa ezért agrondomiai szempontbol elénydsebb
szarmazékok létrehozasat teszi lehetdvé. Az ukran arpafajtdk a Kozép-eurdpai éghajlati
viszonyoknak megfeleld adaptalodo képességekkel rendelkeznek. Ezekben a kombindcidkban
azonban a szemkotés lényegesen kisebb volt, mint a Chinese Spring buza ¢és a Betzes
arpafajtak keresztezésekor (Islam és mtsai, 1978; Fedak, 1980; Molnar-Lang és Sutka, 1994).
A buza és arpafajtdk keresztezhetdségét mindkét fajban keresztezhetdségi gének (Fedak és
Jui, 1982; Taketa és mtsai, 1995, 1998) hatdrozzdk meg, melynek kovetkeztében az altalunk
hasznalt fajtdk keresztezhetOsége elmaradt a Chinese Spring és a Betzes tavaszi fajtakétol.
Kisérleteinkben 13 arpafajta a buzaval keresztezhetetlennek bizonyult. Ennek elsésorban
genetikai okai lehetnek, de nem kizart, ha tobb viragot poroztunk volna meg, vagy ha a kiilsé
koriilmények kedvezdbbek lettek volna, akkor elérhettink volna szemkotést. A
megporzasokat fitotronban, levagott kaldszokon végeztiik, amely esetleg tovabb csokkentette
a termékenyiilés esélyét. A moddszer alkalmazasara azért volt sziikség, hogy minél tobb
kalaszt porozhassunk meg kontrollalt koriilmények kozt anélkiil, hogy a ndvényeket a
fitotronban neveljiik fel, amely nagyon koltséges lett volna. A hibridek nagyfoki him és
ndsterilitast mutattak, amelynek kdvetkeztében mas szerzokhdz hasonléan (Wojciechowska és
Pudelska, 1993, Jauhar, 1995) nem sikeriilt a kiindulasi hibrideken buzaval valo

megporzaskor szemkotést elérniink.

Szovettenyésztés hatasa a hibridekre, meiozis

A hibrideket szovettenyészetben szaporitottuk el, igy a tovabbi megporzasokhoz nagy
szdmban Aallitottunk eld novényeket. A regenerdns noOvényeken buzaval végzett

megporzasokbol utddokat allitottunk eld, amelyekbdl a tovabbiakban addicidés vonalakat
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hoztunk Iétre. Kordbban is megfigyelték mar, hogy a fajhibridek szdvettenyészetben vald
elszaporitasa utan a fertilitas részleges helyreéllasa fordulhat elé (Bai és Knott, 1993; Pershina
¢s mtsai, 1988). Sharma ¢és munkatarsai (1984), majd Fedak és Grainger (1986) is
beszamoltak arr6l, hogy olyan intergenerikus hibrideket is vissza tudtak keresztezni az in
vitro szaporitds utan, amelyek kordbban teljes him és nésterilitdst mutattak. A kiindulési
hibridhez képest a fertilitas jelentds javulasat figyeltilk meg mar korabbi kisérleteinkben is
néhany arpa x blza regenerans novényen (Molnar-Lang és mtsai, 1991). Részletesen
tanulmanyoztuk a regeneralt hibridek kromoszéma-parosodasat a meiozis I. metafazisaban, és
ennek alapjan a fertilitds megvaltozasai bizonyos mértékig magyarazhatok.

Az Mv9 krl x Igri és az Asakaze komugi x Manasz hibridekben a sejtenkénti
kromoszoma asszociaciok szama (1,59) nem sokkal haladta meg a kordbban a Chinese Spring
x Betzes hibridekben megfigyelt értékeket (Fedak, 1980 — 1,48; Molnar-Lang és Sutka, 1994
- 1,28), de sokkal kisebb lett, mint amennyit Jauhar (1995) a Fukuho komugi x Luther
hibridben megfigyelt (5,08-6,72). A bivalensek szama tobb lett, mint amennyirdl buza x rozs
hibridekben korabban beszamoltak (Miller és Riley, 1972; Mettin és mtsai, 1976; Miller és
mtsai 1994). Nem ismert még, hogy a két nemzetséghibrid parosodasi gyakorisaga kozt
megfigyelt kiilonbség mivel magyarazhat6. Lehetséges, hogy az arpa kromoszomak
jelenlétében a buza homeoldog kromoszoméak kozt a parosodas nagyobb, mint a rozs
jelenlétében, vagy a masik lehetdség, hogy a blza és az arpa kromoszomak kozti parosodas
gyakoribb, mint a buza és a rozs kromoszoémak kozt. Az arpa és a buza kozt a genetikai
tavolsag nagyobb, mint a buza és a rozs kozt, igy ennek alapjan varhato volt, hogy a két
nemzetség kromoszomai kozt a parosodasi gyakorisag kisebb lesz.

A bulza és az arpa kromoszomak parosodasanak vizsgalatara GISH-t alkalmaztunk, a
bluza és a rozs kromoszomak kozti asszociaciok tanulmanyozasdhoz hasonldan (King és
mtsai, 1994; Miller és mtsai, 1994). Vizsgalatainkban a kiinduldsi Mv9 krl X Igri hibridben
pollenanyasejtenként 0,03 buza-arpa bivalenst taldltunk, amely kisebb volt annal, amennyit
Miller és munkatarsai (1994) a blza €s a rozs kromoszémak kozt a Chinese Spring x Petkus
hibridben tapasztaltak, de nagyobb volt anndl, amennyit Mettin és munkatarsai (1976) és
Schlegel és Weryszko (1979) btza x rozs hibridekben C-savozassal kimutattak. A buza-buza
kromoszomakar asszociaciok szdma (az Osszes 85%-a) kicsit tobb volt, mint ahdnyrol Miller
¢s munkatarsai (1994) buza x rozs hibridekben beszamoltak, de kisebb volt annal, mint
ahényat Mettin és munkatarsai (1976) és Schlegel és Weryszko (1979) megfigyeltek. Célszerli
lenne még tobb sejtet bevonni a vizsgalatokba, hogy altalanos érvényli konkliziot vonhassunk

le a buza x arpa hibridekben a kromoszomak kozti parosodas gyakorisagarol, azonban ebben
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a kombindcioban hibridek eldallitisa nagyon nehéz, igy nem bdvithetd lényegesen a
vizsgalatokba bevont novények szama.

A buza X arpa hibrideket szovettenyészetben elszaporitottuk, igy tobb regenerans
hibrid allt rendelkezésre a GISH vizsgalatokhoz. Az in vitro szaporitas utdn a bliza és az arpa
kromoszémak kozti asszociaciok szdma megndtt. Kordbban mar a reciprok, arpa x buiza
hibridek in vitro szaporitasa utan is megfigyeltiikk, hogy ndétt a kromoszéma asszociaciok
szama (Molnar-Lang ¢és mtsai, 1991). Mindkét hibrid kombinacioban (Mv9 krl x Igri,
Asakaze komugi x Manasz) Feulgen festéssel megfigyeltiik, hogy a szovettenyésztés utan
megndtt a kromoszoma asszocidciok szdma. Hasonld megfigyelésre jutott Dahleen (1999) is
arpa x kanadai vad rozs hibridekben szovettenyésztés utan. Kromoszomaszam ¢és
szerkezetbeli megvaltozasokat irtak le mar kordbban is a szdvettenyészetben regeneralt
novényeken (Larkin és Scowcroft, 1981). Ezek az atrendezddések, szdmbeli megvaltozasok
(Lapitan ¢és mtsai, 1984; Fedak és Grainger, 1986). Megfigyeléseink szerint a regenerans
hibridek megndvekedett fertilitdisanak egyik oka lehet meidzisban a helyreéllitott
kromoszdémaszamu sejtmagok (restitution nuclei) nagyobb aranyu eléforduldsa. Ezekben a
sejtmagokban a meidzis metafazis 1. szakaszaban a 28 univalens kromoszéma az equatorialis
sikban marad €s nem megy at az anafazis I. szakaszon, azonban altalaban bekdvetkezik még
egy osztodas. A keletkez6 diadok és tetradok tartalmazzak a hibrid mind a 28 kromoszomajat.

A hibridek in vitro szaporitasa nemcsak arra alkalmas, hogy nagy szdmban hozzunk
létre hibrid novényeket egyes nehezen keresztezhetd kombinaciokban, hanem arra is, hogy
nagyobb ardnyban indukdljunk intergenerikus kromoszoma-parosodasokat, amelynek
eredménye lehet rekombindnsok Iétrejotte. A szovettenyésztéssel a hibridek fertilitasat is
javithatjuk, ezaltal teljesen steril hibrideken allithatunk el6 visszakeresztezéssel utddokat.

A regeneralt buza X arpa hibridek meidzisdban GISH-sel kimutatott buza-arpa
kromoszoma-parosodasok bizonyitjak, hogy lehetséges rekombindnsok eldallitdsa a két
nemzetség kozott. Buza-arpa rekombinansok eldéallitasarol eldszor Islam és Shepherd (1992a)
szamoltak be. A Chinese Spring x Betzes hibrid in vitro szaporitdsa utan 6t kiilonbozd buza-
arpa rekombindns vonalat tudtunk kivalogatni, amelyek a szdvettenyészetben elszaporitott
hibridekben 1étrejott buza-arpa kromoszdéma-parosodasok eredményeként johettek 1étre
(Molnar-Lang és mtsai, 2000a). A buza ¢és az arpa kromoszdma-parosodasok lehetové teszik
rekombinansok eldallitasat, amelynek révén az arpa egyes tulajdonsagai (koraisag, abiotikus

stressz tlirés és mindségi paraméterek) beépithetok a buzaba.
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Buza/arpa addiciok eléallitasa

Kromoszoma azonositas

A buza kromoszomak a pScl19.2 és a pAsl illetve a GAA és a pAsl probak
kombinaciojaval FISH-sel azonosithatok (Mukai és mtsai, 1993b; Pedersen és Langridge,
1997). A pScl19.2 és a pAsl probak kombindcidjaval a 21 bliza kromoszoémabol 19 jol
felismerhet6, a két jeloletlen kromoszéma (3A, 6A) azonban méretiik alapjan is
megkiilonboztethetd. Az altalunk hasznalt Mv9 krl buzavonal hibridizacidés mintdzata
kismértékben eltért a korabban leirt Chinese Springétél. Az Mv9 krl 1B ¢és 6B
kromoszomainak szatellitjén pSc119.2 hibridizaciés jeleket figyeltink meg, amelyek a
Chinese Spring kromoszomain nem jelentek meg (Schneider és mtsai, 2003). A GAA ¢és a
pAsl préba kombinacidjaval minden egyes bliza kromoszoma azonosithatd, azonban a GAA
mintazatanak Osszetettsége miatt az utobbi probaval vald elemzés sokkal nehezebb feladat,
mint a pSc119.2 probaval. A pScl19.2 proba az arpan elszort jelet ad, annak azonositasara
nem alkalmas (Schneider, 2001; Pickering és mtsai, 2006), ezzel szemben a GAA szekvencia
felhasznalhat6 az arpa kromoszomak elkiilonitésére is (Pedersen €s mtsai, 1996).

A GAA trinukleotid szekvencia FISH hibridizaciés mintazata az arpan a C-savokhoz
hasonlo, kiilondsen a 2H és a 4H kromoszomakon. C-savozasnal a legheterokromatikusabb
kromoszoma a 4H (Jensen €s Linde-Laursen, 1992; Linc ¢és Langné Molnar, 2003), és a GAA
probaval végzett FISH utan is a legtobb hibridizacios jelet ezen a kromoszoéman kaptuk. A 2H
arpa kromoszoéman ezzel a probaval szimmetrikus FISH hibridizacids jeleket tapasztaltunk
mindkét kromoszomakaron a kordbban megfigyelt C-sdvokhoz hasonléan. Az 5H és a 6H
arpa kromoszoémak szatellittel rendelkeznek, de kararanyaik eltérok. Az SH ¢és a 6H
kromoszémékon erds hibridizacios jelek figyelhetok meg a centroméra koriil, de a NOR
régioban nem tapasztaltunk FISH jeleket, holott ezen a szakaszon C-savozasnal erds sdvok
lathatok (Linc ¢és Langné Molnéar, 2003). Az 1H, 3H ¢és a 7H kromoszomak
megkiilonboztetése a legnehezebb, mert ezeknek a kromoszémdknak a hibridizacios
mintdzatai nagyon hasonlok. A Pedersen és munkatarsai (1996) altal leirt GAA hibridizacios
jelek egy része a kisérletek zomében nem jelent meg, inkébb csak a kromoszémak proximalis

Az arpa kromoszomak azonositasat a HvTO1 szubteloméras ismétlodo szekvenciaval
¢s a pTa7l probaval végzett FISH-sel is kiegészitettiik. Schubert és munkatarsai (1998)
megfigyelései szerint a 2H ¢és az SH kromoszomak hosszi karjan gyenge HvTOl jelek

lathatok, de ezek a jelek laboratoriumunkban a kisérletek jelentds hanyaddban nem jelennek
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meg. Az 5SH ¢és a 6H kromoszomak megkiilonboztetését lehetdvé teszi, hogy a 6H
kromoszoma karjan hatarozott HvTO1 jel van, mig az SH hosszl karjan gyakorlatilag nincs
jel.

A pTa71 proba, amely a 18S-5.85-26S riboszomalis géneket tartalmazza, 5 par arpa
kromoszéman ad FISH jelet (Leitch és Heslop-Harrison, 1992). Két jelentds hibridizacios jel
az SH és a 6H kromoszomak NOR régidjaban lathat6. Harom kisebb jel az 1H, 2H ¢és a 7H
kromoszomakon lathatd, amelyek koziil a legtobb kopia az 1H kromoszéman van. A pTa7l
proba segitett sajat kisérleteinkben az 1HS kromoszémakar azonositasaban. A HvTO1 proba
elénye, hogy buzan egyaltalan nem ad jelet, igy az addicids vonalakban az arpa kromoszémak
jelenléte rogton megallapithatd, €s a GAA illetve a pTa71 probakkal kombindlva (HvTO1-
GAA, HvT01-pTa7l) az egyes kromoszomak azonosithatok.

Addicios vonalak eloallitasa, morfologiai jellemzése

Mv9 krl/Igri

Az Mv9 krl x Igri hibridbdl eddig négy diszomdas addicids vonalat allitottunk eld,
melyek koziil harom (2H, 3H, 4H) tartalmaz teljes arpa kromoszomaparokat, és egy addicios
vonalban az 1HS izokromoszomapar taladlhatd. Az Mv9 krl x Igri hibrid utdédaiban a 4H
kromoszoma ataddédasa volt a leggyakoribb. Harom kiilonbozé BC, ndvény utddaiban
mutattuk ki a 4H kromoszémat, mig a 2H, 3H ¢és az 1HS izokromoszémat tartalmazo
diszomas addicios vonalak mind ugyanarrol a BC, ndvényrdl szarmaztak. Hasonld
megfigyelésre jutottunk az Asakaze komugi X Manasz hibrid utddainak vizsgélatakor is, itt
hat db BC, novényben tudtuk mikroszatellit markerekkel kimutatni a 4H kromoszomat, a
tobbi kromoszoma kevesebb ndvényben volt jelen. Koba és munkatarsai (1991) szerint is a
4H arpa kromoszéma eliminalédik a legkisebb gyakorisaggal az utdédokbol.

A 2H, 3H ¢és a 4H Mv9krl/Igri addicios vonalak jellegzetes kaldszokkal rendelkeznek
¢s hasonlitanak az Islam ¢és munkatarsai (1981) altal eléallitott Chinese Spring/Betzes
addicioés vonalakra. A 4H addicids vonal kiilonbozik legkevésbé a buzatol. A 2H addicios
vonal hossza, laza kaldszokkal rendelkezik, ezzel szemben a 3H addiciés vonal kalaszai
rovidek és nagyon tomottek. A kiillonbozd arpafajtak (Betzes, Igri) ezek szerint a kaldsz
morfologiat hasonloképpen befolyasoljak.

Az idegen faju addiciés vonalak hasznosak lehetnek a nemesités és az alapkutatas
szdmara egyarant (Gale és Miller, 1987; Chang és de Jong, 2005). Az addicids vonalak

alkalmasak arra, hogy segitségiikkel meghatarozzuk a kiilonb6z6 tulajdonsagokért felelds
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gének kromoszomalis lokalizciojat és kiindulasi anyagai lehetnek transzlokéaciok
eldallitasanak. Az utdbbi években felhasznaljdk az addicidos vonalakat az addicionalt
kromoszomak aramlasos citometridval torténd szétvalogatasara is (Kubalakova és mtsai,
2003). Felhasznalhatok a kromoszémak genetikai és fizikai térképének Osszehasonlitdséra is.
Az Mv9 krl 0szi buzatorzs és az Igri 6szi arpa kombindciojabol eldallitott addicios vonalak
felhasznalhatok lesznek olyan gének térképzésére is, amelyek a tavaszi Chinese Spring/Betzes
kombinacioban nem taldlhatok meg (vernalizacids, fagytiirési gének). Az Mv9 krl/Igri
addicidos vonalak az abiotikus stresszrezisztencia novelésének is kiinduldsi alapanyagai
lehetnek, hiszen az arpafajtdknak altaldban jobb a so- és szarazsagtiirése, mint a buzanak
(Colmer ¢és mtsai, 2006; Molnar és mtsai, 2006; Molnar-Lang ¢és mtsai, 2006).

Az 1H arpakomoszéma a nemesités szempontjabol kiilondsen értékes géneket, tobbek
kozt a Hor 1,2,3,4,5 tartalékfehérje strukturalis géneket (Shewry és mtsai, 1990), a Lys 4
lizintartalmat meghatdroz6 gént, az Ical chymotripszin inhibitor gént, tovabba lisztharmattal,
sarga- €s levél rozsdaval szembeni rezisztenciaért felelos géneket (Wettstein-Knowles, 1990)
hordoz. Els6ként Islam €s munkatarsainak (1981) sikertilt a hét lehetséges buza/arpa diszomas
addiciés vonalbol hatot eldallitania, azaz a Betzes arpa 2H, 3H, 4H, 5H, 6H és 7H
kromoszémaparjat hozzdadnia a Chinese Spring buza genomhoz. Az 1H darpa
kromoszomapart tartalmazo fertilis diszomés addicios vonal elééllitdsa nem sikeriilt, mert az
1H kromoszoma hossza karjan meiotikus rendellenességeket, majd sterilitdst okozd Shw gén
helyezkedik el (Taketa és mtsai, 2002), de az 1H arpa kromoszoéma rdvid karjat tartalmazo
IHS fertilis diteloszomés addicios vonalat sikeriilt 1étrehozni (Islam és Shepherd, 1990).
KésObb egy olyan vonalat allitottak eld, amely a 6H arpa kromoszomapar mellett tartalmazott
egy heteromorf 1H/1HS kromoszomapart is (Islam és Shepherd, 2000) és fertilis lett.

Az 1HS izokromoszémat tartalmaz6 diszomas addicids vonal kiilonb6zd genetikai
vizsgalatokra alkalmas, mert fertilis és az 1H rovid karon talalhatd géneket négy kopidban
tartalmazza. Ez a vonal megfeleld kiindulasi anyag az 1HS karon lokalizalt géneket hordozo
transzlokaciok eldallitasara. Gyakorlati szempontbdl is fontos eredménnyel kecsegtet az 1HS
vonal koraisagéanak atvitele a buzéaba, ezaltal korai kaldszolasti buzafajtak eldallitdsa. Az Mv9
krl x Igri hibrid Mv9krl-el visszakeresztezett utddaibol tobb ezer szemmel rendelkeziink,
amelyek koziil a tovabbiakban tervezziik kivalogatni a hianyz6 (5H, 6H, 7H) addicids

vonalakat.
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Asakaze komugi/Manasz

Az Asakaze komugi x Manasz hibrid buzaval torténd visszakeresztezése még a
szovettenyészetben regeneralt utddokon is rendkiviil nagy nehézségekbe iitk6zott. Harom in
vitro szaporitasi ciklus utdn sikeriilt a regeneralt novényeken Chinese Spring buzafajtaval
végzett megporzassal egy darab visszakeresztezett utodot kapni. Kordbban mar A. Comeau is
megallapitotta (szobeli kozlés), hogy az Asakaze komugi buzafajtaval eldallitott hibrideket
nehezebb visszakeresztezni, mint azokat, amelyet a Chinese Spring buzafajtaval hoztak létre.
Wojciechowska és Pudelska (1993) és Jauhar (1995) is beszdmoltak arrdl, hogy az eldallitott
buza x arpa hibridek teljes him- és ndsterilitast mutattak €s nem sikeriilt azokat buzéaval
visszakereszteznilik. GISH-sel elemeztiik a tobb cikluson keresztiil szdvettenyészetben
fenntartott buiza x arpa hibridek genom konstitliciojat. Megallapitottuk, hogy még a harmadik
in vitro ciklus utdn is a hét arpa kromoszéma a legtdbb sejtben jelen volt. Tehat a nehezen
eldallithato tavoli kombinaciokban érdemes a nemzetséghibrideket szovettenyészetben addig
fenntartani, amig visszakeresztezéssel sikeriil rajtuk utodot kapni.

A buza x arpa hibridek utddainak genom-9sszetétele a GISH technika és a molekularis
markerek kombindldséval jol megallapithato (D. Nagy és mtsai, 2002; Malysheva és mtsai,
2003). Az Asakaze komugi X Manasz hibridek BC, utddaiban csak egy delécios SH
kromoszomat tudtunk kimutatni. Koba és mtsai (1991) is megfigyelték, hogy az SH
kromoszdéma elimindlodik a legnagyobb gyakorisdggal, ugyanakkor a 4H kromoszoma adodik
at a legtobbszor. Az Asakaze komugi X Manasz hibridek BC, utédai kozt két ndvény
bizonyult 4H monoszémas addicionak, és miutan ezek fertilitdsa is jO volt, elészor a 4H
diszomas addiciot tudtuk kivalogatni. A vizsgalt 130 utddszembdl 3-ba keriilt at mindkét arpa
kromoszoma, azaz a diszomas addicio elofordulasa az utdodokban 2% volt. A tobbi
kromoszémat tartalmazé monoszomas addiciobol a diszomas addiciok kivalogatasat neheziti,
hogy azokon a novényeken sokkal kevesebb szemet kaptunk, ezért a kivalogatashoz tobb
generacio felnevelése sziikséges.

Az 1H érpa kromoszomat tartalmaz6 ndvények sterilek lettek, ami arra utal, hogy a
Betzes arpafajta 1H kromoszoméjanak hossza karjan lokalizalt Shw sterilitasért felelés gén a
Manasz arpafajtaban is megtalalhat6 (Islam és mtsai, 1981; Taketa és mtsai, 2002).

A BGC, utédokban mikroszatellit markerekkel mind a hét arpa kromoszémat ki tudtuk
mutatni, tehat az in vitro regeneralt hibridekbdl buzaval vald visszakeresztezés utan mind a
hét arpa kromoszoma atadodott az utddokba. Sajnos az SH kromoszéméabdol a BC,

novényekben csak egy deléciés kromoszomat talaltunk. Az Asakaze komugi X Manasz
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hibridek buzaval visszakeresztezett utddai, a diszomdas addiciok megfelelé kiindulasi
alapanyagok ahhoz, hogy az ukran hatsoros 0szi Manasz arpafajta kedvez6 tulajdonsagait a

buzaba bevigytik.

Buza/arpa transzlokaciok

A Chinese Spring x Betzes buza x arpa hibrid szovettenyészetben regeneralt utdodain
kapott BC,F, szemek kozt a GISH-sel kimutatott buza/arpa transzlokaciok aranya viszonylag
nagy volt. A vizsgalt anyag tobb mint 20%-a tartalmazott buza/drpa transzlokacios
kromoszomat, 51 szembdl 12-ben mutattunk ki intergenerikus atrendezddést. Az arpa és a
bluza kromoszomak kozt a parosodas ritka, még abban az esetben is, ha a Phl gén hatasat
elnyomjuk. Islam és Shepherd (1988) megfigyelték, hogy még abban az esetben is, ha a
buza/arpa 2HS diteloszomas addicids vonalat az Aegilops speltoides egy jol parosodd
vonalaval keresztezik, az arpa telocentrikus €s egy teljes buza kromoszéma kozt a parosodas
gyakorisdga 4,5%. Kisérletiikket Feulgen kromoszomafestéssel végezték, és a heteromorf
bivalensek el6fordulasa alapjan kovetkeztettek a két nemzetség kozti parosodas
gyakorisdgara. Buza-arpa rekombinansokat a 6HL kromoszémabol 1,4%-os, a 3HL arpa
kromoszomabdl 1,1%-os gyakorisaggal talaltak, amikor ezeket a diteloszomas buiza/arpa
addicids vonalakat a phlb mutans vonallal keresztezték (Islam és Shepherd, 1992a). A
rekombindnsok kivalogatdsa biokémiai markerek, izoenzim vizsgélatok alapjan tortént. A
GISH alkalmas olyan atrendezddések kimutatasara is, amelyek az izoenzim mintdzat alapjan
esetleg nem kovethetok. A GISH olyan kisebb idegen faji kromoszomaszakaszok
kimutatasara is alkalmas, amelyek a vizsgalt izoenzim ldkuszait esetleg nem tartalmazzak,
vagy nem hordoznak jellegzetes C-sdvokat (Jiang és Gill, 1994). Eléfordulhat, hogy a GISH-
sel kimutatott rekombinans gyakorisag nagyobb lesz, mint az izoenzim elemzések szerint.

A Chinese Spring % Betzes buza x arpa hibridbdl a buzéaval visszakeresztezett, majd
ontermékenyitett utdédok koziil homozigota buza/arpa transzlokacidkat hordozd vonalakat
valogattunk ki. A transzlokécios vonalakban a buza kromoszémakat (szegmentumokat) FISH-
sel, a pScll19.2 és a pAsl repetitiv proba segitségével, az arpa kromoszdémakat
(szegmentumokat) molekuléris markerekkel azonositottuk. Harom vonalban (TL1, TL4, TLS)
az arpa kromoszoma-szegmentumon is figyeltiink meg pAsl jelet. A pAsl préba az arpan
elszort jelet ad, de ezek a jelek nem alkalmasak az arpa kromoszoémak azonositasara
(Schneider, 2001; Tsujimoto ¢és mtsai, 1997). Az arpa kromoszdma-szegmentumok

azonositasa a transzlokaciokban molekularis citogenetikai modszerekkel nem volt lehetséges,
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ezért erre a célra PCR alapii molekuldris markereket hasznaltunk. Ramsay és munkatdrsai
2000-ben kozoltek egy nagy felbontast genetikai térképet az arparol, ahol 242 mikroszatellit
marker elhelyezkedését irtak le a kromoszémakon. Ezek koziil 45 markert teszteltiink a
buza/arpa transzlokéacios vonalakon. Néhany marker ugyan halvany savot adott, de mindegyik
markerrel egysavos PCR terméket kaptunk.

Az 6t transzlokacio koziil négy nem homeoldg és egy homeolog kromoszomak kozt
jott létre. Vizsgalataink alatdmasztjak, hogy a szovettenyésztés a besugarzashoz hasonldéan
véletlenszerli kromoszomatoréseket okoz, aminek kovetkeztében a nem homeolog

kromoszdémak kozt jonnek 1étre transzlokaciok (Friebe és mtsai, 1996a).

Fizikai térképezés

Kiinzel és munkatarsai (2000) arpa intragenomikus transzlokaciok segitségével tobb
mint 300 RFLP alapi PCR markert térképeztek fizikailag az arpan. Az Igri X Franka
térképezési populacion Graner és munkatarsai (1991, 1993) altal elkészitett genetikai térképet
hasznaltak fel kiindulédsi alapanyagul. Az 1H kromoszomara térképezett 24 RFLP marker
koziil 7 (29,2%) helyezkedett el az 1H kromoszémakar kdzepén 1€vo transzlokacids toréspont
felett. A centroméra és a transzlokdcios toréspont kozott egy marker sem volt. A
Martonvasaron a Chinese Spring x Betzes hibridbdl buzaval vald visszakeresztezéssel, majd
ontermékenyitéssel 1étrehozott TL1 transzlokdciés vonalban a transzlokacids toréspont
szintén az 1HS kromoszdmakar kozepén talalhatd, a kromoszomakar disztalis fele épiilt be a
buzaba. A transzlokalodott kromoszéma-szegmentumon az 1H arpa kromoszéméan Ramsay ¢€s
munkatarsai (2000) altal térképezett mikroszatellit markereknek csak a 12,7%-a talalhato.

Az 5HS kromoszdmakaron korabban térképezett harom terminalis markert nem tudtuk
kimutatni sem a Betzesbdl, sem az Igri arpafajtabol szarmaz6é6 S5HS kromoszoma-
szegmentumot hordoz6 transzlokacids vonalakban (TL4,TL5). Ezek a markerek nem adtak
megfeleld terméket a Chinese Spring/Betzes SH addicios vonalban sem, annak ellenére, hogy
a kiindulési arpafajtadkban (Betzes, Igri) jelen voltak. A Ramsay és munkatarsai (2000) altal az
IH kromoszoman térképezett EBmac0783 marker viszont az S5H kromoszomat
(szegmentumot) tartalmaz6 vonalakban (TL4, TL5, 5H addicid) megjelent. Megfigyeléseink
alapjan feltehetd, hogy az 1HL ¢és az SHS kromoszomakarok termindlis szakaszai kozt egy
intragenomikus transzlokacid mehetett végbe az Igri és a Betzes arpafajtdkban, vagy inkabb

azoknak egy kozos Osében. A masodlagos befiiz6dés jelenléte a TL4, a TLS és az SH
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diszomas addicids vonalakban arra utal, hogy ez az atrendezddés a szatellit régidban mehetett
végbe.

Osszesen 5 markert térképeztiink fizikailag az SHS kromoszémakaron. A Bmag0387
marker, amely a genetikai térképen a centromérahoz legkozelebb helyezkedett el, a
transzlokacids toréspont felett talalhato, tehat fizikailag a kromoszémakar kozepétdl disztalis
iranyban lokalizalt. Az SHS karr6l eliminalodott markerek (Bmac306, Bmac303, Bmac0163)
csak a szatellit régioban helyezkedhettek el, mert a masodlagos befiizddés az 1HL és az SHS
kozti transzlokdcid utdn megmaradt. Az Ebmac560b, amelyet a Bmac0163 és a Bmac0303
kozott térképeztek, szintén a szatellit régioban lehet. A TL4 és a TLS5 vonalban a buza-arpa
transzlokacids toréspont (TB) ¢€s a szatellit régioban kimutatott arpa intergenomikus téréspont
(Tba) kozott minddssze egy markert (Bmag0387) talaltunk. Nem tudjuk, hogy ez a marker a
szatellit régioban helyezkedik-e el, vagy a masodlagos befliz6déstdl proximadlis irdnyban
talalhat6. Kiinzel és munkatarsai (2000) az SHS kromoszoémakaron négy RFLP markert
térképeztek. Mind a négy marker a szatellit régioban volt, egy markert sem taldltak a
masodlagos befliz6déstdl proximalis iranyban. Sajat kisérleteink ¢és Kiinzel és munkatarsai
(2000) munkdja alapjan is megallapithatd, hogy a genetikai és a fizikai térképek kozott

jelentds eltérések lehetnek.

Delécios kromoszomak felhasznalasa a fizikai téerképezésre

Az Asakaze komugi x Manasz BC, utdédok kozt az egyik novényben egy SH delécios
kromoszoémat mutattunk ki. Az SHL kromoszomakaron lokalizalt 6t vizsgalt marker koziil
egyet sem sikeriilt kimutatni a delécidos vonalban, ami arra utal, hogy ezek a markerek a
delécios torésponttdl disztalis irdnyban helyezkednek el. Az 6tbdl harom marker (Bmag0337,
Bmag0394, Bmag0323) pedig a centromérahoz legkdzelebb térképezett marker volt.

Ha a delécios vonalon kapott eredményeket 0sszevetjiik a Chinese Spring x Betzes,
majd az Mv9 krl x Igri hibridbdl 1étrehozott TL4 és TLS5 buza-arpa transzlokacios vonalakon
kapott eredményekkel, akkor megallapithatjuk, hogy a két fizikai hatarjelzd kozott
(transzlokécios toréspont, delécids toréspont) egy kordbban genetikailag térképezett
mikroszatellit marker sem taldlhat6. A két hatarjelzé kozti szakasz az SH arpa kromoszoma
kb. 40%-at jelenti, ami a genetikai térképen 1 cm-nak felel meg, a teljes SH kromoszéma
pedig 187 cm hosszl (Ramsay és mtsai, 2000). Ezek az eredmények is alatamasztjak, hogy a
rekombinacié az arpa kromoszémak disztilis szakaszan megy végbe, ahogy ezt korabban

Lukaszewski (1995) buza és rozs kromoszomakon is megfigyelte.

124



Buza/arpa transzlokaciok morfologiai tulajdonsagai

A TLI, TL4 ¢és a TLS transzlokacios vonalak ndvénymagassaga szignifikansan
elmaradt az Mv9 krl sziilopartnerétél. Az SHS kromoszoma-szegmentumot tartalmazo
vonalak (TL4, TL5) csokkent novénymagassagat valdsziniileg az SHS kromoszémakaron
lokalizalt, novénymagassagért felelds gének befolyasolhatjak, hiszen a két vonalban két
kiilonbozé buza kromoszéma-szegmentum (4DS, 7DS) helyére épiilt be az arpa. Koba és
munkatarsai (1997) is hasonld megfigyelésre jutottak, amikor az SHS kromoszomakart
épitették be a buzdba. Az 1HS kromoszoéma-szegmentumot tartalmazé TL1 vonal lett a
legalacsonyabb. Ebben az esetben valoszinli, hogy a 2DL kromoszémakar egy
szegmentumanak hidnya miatt lettek a ndvények nagyon alacsonyak, miutdn ismert, hogy
ezen a kromoszomakaron ndvénymagassagot befolyasold gének vannak (Mclntosh, 1988). A
transzlokacids vonalak fertilitasa egy vonal kivételével jo. Mindegyik transzlokacids vonal
jellegzetes kaldszformaval rendelkezik. A transzlokaciok minden esetben stabilan 6roklddtek.
Az 0Ot transzlokécioban négy kiilonbozd arpa kromoszomabdl épiiltek at szegmentumok a
buzaba, az 1H, a 3H, a 4H és az SH kromoszémabol. A négy kiilonbozd arpa kromoszomabol
eredo transzlokacid alapjan feltehetjiik, hogy barmely arpa kromoszoéma stabilan beépiilhet a
bluiza genomba.

A transzlokacios vonalakat tenyészkertben szaporitjuk és tovabb vizsgaljuk, hogy az
egyes arpa kromoszoma-szegmentumokon lokalizalt gének a kiillonb6z6é agrondomiai, mindségi
tulajdonsagokat hogyan befolyasoljak. A buza/arpa transzlokacids vonalak alkalmasak az arpa
kromoszomak fizikai térképezésére, igy az arpa genetikai kutatdsokhoz is kivalo alapanyagul

szolgalnak.
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5.2. Buza x rozs hibridek, amfidiploidok, rekombinansok eldallitasa

Keresztezhetoseg

Az Mv9 krl buzatérzs x Lovaszpatonai rozsfajta keresztezésekor 68,4%-0s
szemkotést tapasztaltunk, amely blza X rozs keresztezésekben kiugréoan magas értéknek
szamit (D. Nagy ¢és mtsai, 1998). Korabbi kisérleteinkben (Langné Molnar és Sutka, 1989) 15
buzafajta rozzsal valdo megporzasakor a magyar buzafajtak koziil a legmagasabb szemkotési
értéket, 15,4%-ot az Mv9 buzafajta adta, amelynek alapjan feltételeztiik, hogy az recessziv
kr2kr2 géneket hordoz. Az egyes genotipusok génkonstrukcidjat Lein (1943) osztalyozéasa
alapjan allapitottuk meg.

23. tablazat

A buzafajtak kr géndsszetétele €s a rozzsal valo szemkotés Osszefiiggése

Genotipus Szemkotés
KriKrlKr2Kr2 kisebb mint 5%
KriKrlkr2kr2 10-30
krlkrl1Kr2Kr2 30-50
krilkrlkr2kr2 tobb mint 50%

Az Mv9 buzafajtival kaptuk a legmagasabb szemkotést rozzsal, ezért a Chinese
Spring buizafajtabol, tobb éven at tartd visszakeresztezésekkel ebbe a genotipusba beépitettiik
a krl gént is, igy a rokon fajokkal egy jol keresztez6d6 buzatorzset allitottunk el (Molnar-
Lang és mtsai, 1996). A késébbiekben, 2005-ben tenyészkertben ismét vizsgaltuk 16 Uj
magyar buzafajta ¢és fajtajelolt (Mv Verbunkos, Mv Walzer, Mv 07-03, Mv12-04, Mv
Petrence, Mv Taltos, Mv Csardas, Mv Marsall, Mv Gorsium, Mv Irma, Mv Béres, Mv
Kemence, Mv Magdaléna, Gk Elet, Gk Zombor, Gk Jaszsag) rozzsal valo keresztezhetdségét,
ahol a maximalis szemkdotési érték 2,6% volt. Megfigyeléseink egybevagnak Falk és Kasha
(1981) adataival, akik megallapitjak, hogy az 5-40% kozotti szemkaotési értéket ado buzafajtak
kozott nem talalhato egyetlen ,,k6zOnséges™ hatteri buzafajta sem. Kivételt képezett a Bankuti
1201 buzafajtabol Kiss (1968) altal kiszelektalt torzs, amely 1953-ban rozzsal vald
megporzaskor kiugréan magas, tobb mint 50%-0s szemkotést mutatott. A rozzsal végzett

megporzasokban 40%-nal nagyobb szemkotést add fajtdk altaldban a Chinese Springre
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vezethetOk vissza. Zeven (1987) szerint a kr allélok Kindban, Japanban, Kelet-Szibéridban és
Irdnban fordulnak eld. Riley és Chapman (1967) szerint a kr allélok azért maradhattak fent
Kelet-Azsidban, mert ott a legutobbi idékig nem fordult elé rozs, igy nem volt sziikség az
idegen fajokkal szembeni védelemre. Europaban, Nyugat-Azsidban sziikséges volt a rozzsal
vald spontan keresztez0dés gatlasa, igy az eurdpai fajtdk kozott rozzsal jol keresztezdod
genotipus nem fordul eld, kivéve a tavoli keresztezések segitségével eldallitott Roazon
buzafajtat, amelynek genotipusa Stefanowska ¢és Cauderon (1983) szerint krlkriKr2Kr2,
illetve a Bankuti 1201-bdl kiszelektalt buzatorzset (Kiss, 1968).

Snape és munkatarsai (1979) kiilonb6zd buzafajtak rozzsal és Hordeum bulbosum-mal
valo keresztezésekor megallapitottak, hogy szoros Osszefliggés van a két kiilonbozo
nemzetséghez tartozo6 fajokkal torténd termékenyiilés kozt. Falk és Kasha (1981) szintén arra
a kovetkeztetésre jutott, hogy elsésorban a Krl ¢és a Kr2 16kuszban 1év6 allélok hatarozzak
meg a buza rozzsal és Hordeum bulbosum-mal vald keresztezhetoségét. Thomas ¢&s
munkatarsai (1980) szerint a rozzsal jol keresztez0dd buzafajtak az Aegilops, Agropyron,
Elymus fajokkal végzett megporzasokban is magasabb szemkotést adnak, mint a rozzsal
gyengén keresztezddd fajtak. Sajat korabbi vizsgalatainkban is a Triticum timopheevii Zhuk.
ssp. araraticum fajjal végzett megporzasokban az Mv9 krl genotipuson 1ényegesen nagyobb
szemkotést kaptunk, mint az Mv 9 fajtan (Farshadfar és mtsai, 1994). Az arpaval végzett
megporzasokban az Mv9 krl buzatérzson kaptunk szemkotést a Chinese Springhez és az
Asakaze komugi jol keresztez6dd fajtadkhoz hasonldan, mas termesztett magyar buzafajtan
egyaltalan nem varhat6 termékenyiilés ebben a kombinacidban.

Az Mv9 krl buzatorzs tehat kivald kiindulasi alapanyagul szolgal buza-rozs idegen

faji génatviteli kisérletekhez, illetve mas idegen faju keresztezésekhez is.

Buza x rozs amfidiploidok fertilitasa, rekombinans eloadllitas

Kolchicin kezeléssel sikeriilt az Mv9 krl x Lovaszpatonai hibridbdl részlegesen
fertilis amfidiploidot eldéallitani. A kolchicin kezelés utani els6 nemzedéken (C,) a fertilitas
még nagyon kicsi volt, de a kovetkezé nemzedékekben ez jelentésen megndvekedett, Belea
(1986) megfigyeléseihez hasonloan. Az amfidiploidokat egy 1B/IR transzlokaciot hordozo
buzafajtaval (Matador) megporoztuk azzal a céllal, hogy a Matador fajtaba beépiilt Petkus
kromoszémakart a Lovaszpatonai rozs kromoszomakarra cseréljiik. Vizsgaltuk a
keresztezésbol eldallitott F, hibrideket, hogy eléfordul-e péarosodas a Matador fajtabol

szarmazo6 1B/1R transzlokacidés kromoszoma és az amfidiploidba beépiilt Lovaszpatonai rozs
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kromoszéma kozt (D. Nagy és Molnar-Lang, 2000). A GISH kivald6 médszernek bizonyult
arra, hogy buza-rozs hibridekben a két nemzetség kozti kromoszoma-parosodas gyakorisagat
megallapitsuk (King és mtsai, 1994). Buza-arpa hibridekben is sikerrel alkalmaztuk ezt a
modszert a két faj kozti parosodas eléforduldsanak megallapitdsdra (Molnar-Lang és mtsai,
2000b). Ezzel a mddszerrel vizsgélni tudtuk, hogy a kiilonboz6 rozsfajtakbol szarmazé 1RS
kromoszomakarok kozt varhato-e rekombindcio. Kordbban Singh €és munkatarsai (1990),
majd Marais és munkatarsai (1994) C-savozassal elemezték az 1B/1R és az 1R kromoszomak
kozti parosodasi gyakorisagot. Megallapitottdk, hogy a kromoszoéma-parosodasok szama
meghaladta a késébb kapott rekombindnsok szamat. Homoldg rekombinacidval sikertilt
Marais és munkatéarsainak (1994) a Turkey 77 rozsfajta 1RS kromoszdmakarjat beépiteni a
buzaba. A meiotikus kromoszéma-parosodas gyakorisaga a Petkus 1RS és a Turkey 77 rozs
IR kromoszomaja kozt 32% volt, a rekombinacids gyakorisag viszont csak 13,2% lett.
Kisérleteinkben a Petkus €s a Lovaszpatonai rozs kromoszoémak kozt megfigyelt kromoszéma
asszociaciok (32,8%) és a rekombindnsok el6fordulasi gyakorisaga (10,2%) is nagyon
hasonl¢ lett Marais és munkatarsai (1994) adataihoz.

Az Mv9 krl x Lovészpatonai amfidiploid x Matador buzafajta keresztezésébdl
eléallitott hibridek F; utédnemzedékében 254 vizsgalt szem koziil 26 rekombindns egyedet
talaltunk. A szekalin mintazat kivald biokémiai markernek bizonyult a Lovaszpatonai rozs
nyomon kovetésére, miutan az Mv9 krl X Lovaszpatonai amfidiploidok koziil sikeresen
valogattunk ki olyan vonalakat, amelyeknek szekalin mintdzata Iényegesen eltért a Petkus
rozsétol. A rekombinansokat fitotronban elszaporitottuk, majd tenyészkertben elvetettiik. Az
els6 két rekombindnsbol felszaporitott utédszemek sajnos 2005-ben levélrozsdaval
fert6zodtek, igy ezek a vonalak feltehetden nem tartalmaznak 1j, hatékony levélrozsda
rezisztencia géneket. A kés6bb kivalogatott rekombinansok utddait 2005-ben vetettiik el
tenyészkertben, igy azok részletes agronomiai vizsgalata 2006-ban varhato.

Az 1BL.1RS a vildgon a legnagyobb teriileten termesztett idegen faji transzlokacié
(Bedd és mtsai, 1993; Rajaram ¢és mtsai, 1983), ennek ellenére az 1RS karban eddig
létrehozott genetikai variabilitas rendkiviil kicsi (Marais és mtsai, 1994, Hsam és Zeller, 1997,
Lelley és mtsai, 1999). A legtobb munka elsdsorban az 1RS transzlokacid méretének
csOkkentésére, azaz a szekalin gén ¢€s a rezisztencia gének szétvalasztasara iranyult (Koebner
¢s Shepherd, 1986, Lukaszewski, 2000). A csoportunkban alkalmazott moédszer segitségével
terviink a Lovaszpatonai eredetli rekombinansok mellett mas kiilonb6z6 rozsfajtakbol eredd
rekombinansok eldallitdsa. Ennek érdekében tobb mint 50 kiilonbdz0 rozs genotipust

gyljtottiink be, melyek koziil PCR alapu markerekkel valogatjuk majd ki a Petkustol
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lényegesen eltérd genotipusokat. Ezzel parhuzamosan a kr/ gént beépitjiik egy 1BL.IRS
transzlokacidt hordozo buzafajtdba, hogy igy a rekombinansok eldallitdsahoz egy megfeleld

befogadd genotipust hozzunk 1étre.

5.3. Buza x Aegilops biuncialis hibridek, amfidiploidok, addicios vonalak létrehozasa

Az Aegilops biuncialis buzaval valdo megporzasakor, az Mv9 krl buzatorzzsel 37,4%-
os szemkotést értiink el, ami nagyobb anndl, mint amennyirdl Mustafaev és Piralov (1980)
(30,2%) és Ozgen (1983, 1984) (24,9%) beszamoltak. Feltehetden az Mv9 krl-be beépitett
krl génnek koszonhetden sikeriilt viszonylag nagymértékii szemkdtést elérniink. Sajat
kisérleteink is igazoljak, hogy a rozzsal tobb mint 50%-o0s szemkotést ado bliza genotipusok
az Aegilops fajokkal végzett megporzasokban is viszonylag nagyfoki szemkotést adnak
(Thomas és mtsai, 1980). A hibridek eléallitasakor megfigyelt nagyaranyt szemkdtés viszont
az els® visszakeresztezésnél jelentdsen visszaesett, 2,4% lett (Logojan és Molnar-Lang,
2000). Sok interspecifikus ¢és intergenerikus hibridnél megfigyelték, hogy az F, hibrid buzaval
valé visszakeresztezése a hibrid eldallitisandl sokkal nehezebb feladat (Belea, 1986). A
szemkotés ezutan a masodik, kiilondsen a harmadik visszakeresztezésben jelentdsen
megnovekedett Belea (1986) megfigyeléseihez hasonldan.

Az Aegilops fajok a bliza masodlagos génforrasainak jelentds hanyadat teszik ki. A
masodlagos génforrasok azok a buzaval rokon fajok, melyeknek legalabb egy genomja
homolég a buzaéval (Friebe és mtsai, 1996a). Az Aegilops fajokat a szoros rokonsagi
kapcsolat alapjan tobb szerz6 a Triticum fajokkal egy nemzetségbe sorolta (Bowden, 1959;
Morris és Sears, 1967). Az utobbi idoben inkabb elfogadott az az allaspont, hogy az Aegilops
fajokat kiilon nemzetségként kezeljilk (van Slageren, 1994), ahogy azt kordbban MacKey
(1966) is javasolta.

Az Aegilops fajok koziil az Aegilops biuncialis-sal hoztunk létre buza/Aegilops
addiciés vonalakat. Az Ae. egy tetraploid Aegilops faj, amely UUM°M® genommal
rendelkezik. Diploid Osei az Aegilops umbellulata (UU) és az Aegilops comosa (MM). Bar
eddig szamos btiza/4egilops addicids vonalat hoztak 1étre, ezzel a fajjal még ilyen genetikai
alapanyagokrol nem szamoltak be. Az elsé buza/de. biuncialis addicidés vonalakat
csoportunkban sikeriilt eldallitani (Schneider ¢és mtsai, 2005). Az Ae. biuncialis értékes
génforrds lehet a buzanemesités szamara, szamos kedvezd tulajdonsdga miatt. Az Ae.
biuncialis egyes vonalai nagyon jO szarazsagtiiréssel rendelkeznek, amelyet laboratoriumi

koriilmények kozott is igazoltunk (Molnar és mtsai, 2004). Az Ae. biuncialis altalunk
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felhasznalt MvGB642 vonala szant6foldi koriilmények kozott levélrozsdaval, lisztharmattal,
arpa sarga torpeség virussal szemben rezisztensnek bizonyult azokban az években (2003,
2004, 2005), amikor a tenyészkertben mas buzafajtdkon ¢és buzatdrzseken intenziv fertdzést
tapasztaltunk. Az Ae. biuncialis egyes vonalainak arpa sarga torpeség virussal (Makkouk és
mtsai, 1994), sargarozsdaval (Damania ¢és Pecetti, 1990) ¢és levélrozsdaval szembeni

Az addicidos vonalak kivalé kiindulasi alapanyagai idegen faju transzlokaciok
eléallitasanak, amelyekben mar csak a kivant tulajdonsagokért felelés géneket hordozd
kromoszdmaszakaszokat épitjiik be a buzaba (Gale és Miller, 1987). Az addicids vonalak
alkalmasak az idegen kromoszéma hatasdnak tanulmanyozasidra a buza genomban, a
kiilonbozd gének kromoszomalis lokalizadcidjanak meghatarozasara, felhasznalhatok az egyes
kromoszémak éaramlédsos citometridval torténd szétvalasztasara (Chang és de Jong, 2005;
Kubalakova és mtsai, 2003).

Friebe és mtsai (1999) az Aegilops geniculata-val hoztak 1étre addicidés vonalakat,
amely az Ae. Biuncialis-hoz hasonlo tetraploid faj. Genom Gsszetétele UsUSMEMS, amelyben
az U genom 06se a diploid Ae. umbellulata, az M genom Ose pedig az Ae. comosa. Az addicios
vonalak eléallitasdhoz a Chinese Spring buzafajtat hasznaltak fel, ezzel szemben mi
Martonvasaron az Mv9 krl buzatorzzsel dolgoztunk, annak érdekében, hogy az Aegilops
géneket kozvetleniil egy magyarorszagi éghajlati viszonyokhoz jol adaptalodott genotipusba
épitsiikk be. Elsésorban a kiillonb6z0 genetikai hattér, tovabba az Ae. biuncialis és Ae.
geniculata fajok kozti kiilonbségek magyarazzak az eltéréseket a két fajjal létrehozott
addicios vonalak kozt, de bizonyos foku hasonlosagok is felfedezhetok.

A 2MP buza/de. biuncialis addiciés vonal hasonlit a 2ME& buza/de. geniculata
addicidhoz. A csoportunkban el8allitott 2M" addicios vonal szalkacsokevényekkel
rendelkezik, és a kalasz viszonylag hosszu. A 2M# buza/Ae. geniculata addicids vonal rovid
szalkakkal rendelkezik ¢és a kalasz a buzahoz hasonld. A két fajjal eldallitott 7M addicios
vonalak a kozolt fényképek alapjan eltérnek egymastdl, ennek magyarazatdhoz tovabbi
vizsgalatok sziikségesek. Spanyol TET egyiittmiikodés keretében (Dr. Elena Benavente,
Madridi Egyetem) vizsgélni kivanjuk az Ae. geniculata FISH mintazatat, amely az addicios
vonalakban megfigyelt eltérésekre részben magyarazatot adhat. A 3U és az 5U addicios
vonalakon a Friebe és mtsai (1999) altal eldallitott vonalakban a Chinese Spring jelleg
dominal, igy a két fajjal 1étrehozott vonalak Osszehasonlitasa nehéz. Friebe és mtsai (1999)
nem kozoltek részletes morfoldgiai adatokat az egyes vonalakrol, igy inkabb a fényképekre és

a rovid leirasra tdmaszkodhatunk. A késobbiekben a két faj egyes kromoszomai kozti
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homeologiat tesztkeresztezések utan kivanjuk vizsgalni. Ennek érdekében beszereztik a
bluza/Ae. geniculata addiciokat, amelyeket a kozeljovoben fel fogunk nevelni. A két fajjal
eldallitott addicids vonalakat keresztezve, az F, hibridek meiozisdban vizsgéalhato a kiilonb6zo
Aegilops kromoszomak parosodasa.

Az addiciés vonalak alkalmasak arra, hogy azokbol kromoszoma-szegmentumokat
vigylink at a buzaba. A blza ¢s az Ae. biuncialis kromoszoémai egymassal nem parosodnak,
ezért természetes rekombindcié a hibridek utédaiban nem varhat6. A kromoszéma-atvitelhez
vagy a homeoldg kromoszoma-parosodas indukéldsa vagy a kromoszomdk torésének
elosegitése sziikséges. Csoportunkban mindkét modszerrel megkezdtiik az interspecifikus
kromoszoma atrendezddések indukcidjat az Ae. biuncialis-bol a buazédba. A ph gén
Ae. biuncialis kozt, tovabba besugarzassal kromoszoma atrendezddéseket létrehozni. Az
idegen faju transzlokaciok kimutatasanak egyik kivald eszkoze a GISH (Le ¢és mtsai, 1989;
Schwarzacher ¢s mtsai, 1989), amelyet a buza és az Ae. biuncialis kromoszoémak
megkiilonboztetésére is alkalmazunk (Molnar és mtsai, 2005). A GISH annal nehezebb,
genetikailag minél kozelebb allo fajok genomjat kivanjuk megkiilonboztetni (Schwarzacher és
Iépéseinek modositdsa volt sziikséges (Molnar €s mtsai, 2005). A laboratoriumunkban
kidolgozott és alkalmazott GISH alkalmas arra, hogy a tervezett transzlokéaciokat a buza

hattérben pontosan kimutassuk.
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6. OSSZEFOGLALAS

Kisérleteinkben célul tliztlik ki 0j buza x arpa, bliza x rozs, buza x Aegilops biuncialis
hibridek létrehozasat, majd a hibridekbdl buzaval torténd visszakeresztezésekkel az idegen
fajnak mar csak egy kromoszémajat, vagy csak szegmentumat hordozo addicids vonalak
illetve transzlokaciok létrehozasat. Tervbe vettiik az eldallitott genetikai anyagokban a
kromoszomak azonositdsat molekularis citogenetikai moddszerekkel ¢és molekularis
markerekkel. A létrehozott vonalakat felszaporitottuk és morfologiai, illetve agrondmiai

tulajdonsagaikat részletesen elemeztiik.

6. 1. Biza x arpa hibridizacio

6.1.1. Oszi arpafajtak felhasznalasaval Gj buza x arpa hibrideket allitottunk el harom
kombinacioban (Mv9 krl x Igri, Asakaze komugi x Manasz, Mv9 krl x Osznova). Két
kombinacioban a Martonvasari 9 krl buzatérzs volt az anyai partner. Az Mv9 krl-be a
Chinese Spring kinai tavaszi buzafajtabol épitettiik be a kr/ gént, ezaltal a magyarorszagi
¢ghajlati viszonyoknak megfeleld, rokon fajokkal jol keresztez6do, jol adaptalodod genotipust
hoztunk 1étre. Ezzel a buzatorzzsel kereszteztiik az Igri német 6szi kétsoros arpafajtat €s az
Osznova ukran O6szi hatsoros darpafajtat. A harmadik kombindcioban egy japan jol
keresztez6d6 buizafajta és egy ukran 6szi hatsoros arpafajta keresztezésével sikeriilt hibridet
eléallitanunk. A harom arpafajta a korabban felhasznalt Betzes tavaszi kétsoros arpafajtanal
kedvezObb  agronomiai  tulajdonsagokkal rendelkezik, igy varhato  elénydsebb

tulajdonsagokkal rendelkez6 utddok létrehozasa.

6.1.2. Az eldallitott buza x arpa hibridek teljes him- és ndsterilitast mutattak, ezért azokat a
hibridek fejlodd kaldszkezdeményeibdl in vitro elszaporitottuk. Az Mv9 krl x Igri hibridbdl
92, az Asakaze komugi x Manasz hibridbdl 124 regenerans hibridet neveltiink fel, mindkét
kombinacioban egy-egy kiindulasi hibridb6l. Az Mv9 krl x Osznova hibridet nem tudtuk

szovettenyészetben elszaporitani.

6.1.3. A kiindulasi biza x arpa hibridek és a regeneransok kromoszoma konstituciojat és
parosodasat a meidzis 1. metafazisaban Feulgen moddszerrel ¢és genomikus in  situ
hibridizaciéval (GISH) elemeztiik. Feulgen moddszerrel az Mv9 krl x Igri és az Asakaze

komugi x Manasz hibridben a sejtenkénti kromoszoma asszociaciok szama 1,59 volt. A
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regeneralt hibridekben a kromoszoma asszociaciok szdma 4,72-re és 2,67-re novekedett a két
kiilonb6z6é kombinacioban. GISH-sel a hibridekben egyértelmiien meg tudtuk kiilonboztetni a
buza és az arpa kromoszémakat. A két nemzetség kromoszoémai kozott kromoszdéma-
parosodasokat talaltunk, amelyek a kiindulasi Mv9 krl x Igri hibridben az 0Osszes
kromoszéma asszociaciok 3,6%-at tették ki. A buza-arpa kromoszomakarok kozti
asszociaciok aranya az in vitro regeneralt Mv9 krl x Igri kombinacidéban az 6sszes 16,5%-

ara, az Asakaze komugi x Manasz regeneransokban az dsszes 6,6%-ara novekedett.

6.1.4. Az Asakaze komugi x Manasz hibridet harom egymast kovetd in vitro ciklusban
szaporitottuk, mig végiil sikeresen tudtuk buzaval visszakeresztezni. A harom egymast kovetd
ciklusban regeneralt hibridek meidzisanak I. metafazisdban GISH-sel vizsgaltuk a buza és az
arpa kromoszOémak szamat, a parosodasokat illetve az atrendezddéseket. A regeneransok
tobbségében még a harmadik in vitro ciklus utdn is megfigyelheté volt a hét arpa
kromoszoma, igy a szOvettenyésztés alkalmas a nehezen eldallithatd hibridek hossza idon at
tartd fenntartasara. A harmadik in vitro ciklus utan nott a telocentrikus kromoszémak szama,
nétt a buza-arpa kromoszomakar asszociaciok szdma és buza-arpa transzlokaciokat figyeltiink

meg egyes regeneransokban.

6.1.5. A szovettenyészetben elszaporitott Mv9 krl x Igri és az Asakaze komugi x Manasz
hibrideket buzaval visszakeresztezve BC;, majd BC, nemzedékeket allitottunk eld, melyek
tobbségében fertilisek lettek. A BC, nemzedék ontermékenyitésébdl szarmazo utdodok koziil
43 kromoszémaszamu monoszomas, majd 44 kromoszémaszamu diszomas addicios

vonalakat allitottunk el6.

6.1.6. Az addiciés vonalak azonositdsanak érdekében FISH-sel repetitive DNS probak
segitségével azonositottuk a buza €s az arpa egyes kromoszoémait. A biza kromoszémakat a
pScl19.2 és a pAsl ismétlddé szekvencia, az arpa kromoszomakat a GAA trinukleotid, a
HvTO1 szubteloméras ismétlodé szekvencia és a pTa7l riboszomalis DNS szekvenciat

hordozo préba segitségével azonositottuk.

6.1.7. Az Mv9 krl x Igri hibridb6dl 2H, 3H, 4H és 1HS izokromoszomat hordozé diszomas
addicios vonalakat allitottunk eld. Az addiciés vonalakban a kromoszomakat FISH-sel
azonositottuk, majd azt molekuldris markerekkel is megerdsitettiikk. Az addiciés vonalakat

elszaporitottuk €és azok egyes morfoldgiai és agrondmiai tulajdonsagait jellemeztiik. Az Mv9
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krl x Igri hibrid buzaval visszakeresztezett utddaibol még tobb szdz szemmel rendelkeziink,
melyek koziil tervezziik kivalogatni az 5H, 6H és a 7H kromoszomakat hordoz¢é addicios

vonalakat.

6.1.8. Az Asakaze komugi x Manasz hibrid buizaval kétszeresen visszakeresztezett utddaiban
GISH-sel megallapitottuk az arpa kromoszomak szamat ¢€s molekuldris markerekkel
azonositottuk azokat. A 16 felnevelt BC, novényben mind a 7 arpa kromoszéma kimutathato
volt. A BC, nemzedék ontermékenyitett utddai koziil eddig egy 4H Asakaze komugi/Manasz
diszomas addicids vonalat valogattunk ki. Ebbol a kombinaciobol rendelkeziink 3H, 6H és 7TH
monoszomas addicidkkal, melyekbdl tervezziik diszomas addiciok kivalogatasat. A diszomas
addiciok mar viszonylag stabilan fenntarthatok, fertilisek ¢s megfeleld kiindulasi alapanyagok

transzlokaciok eldallitasahoz.

6.1.9. Az Asakaze komugi x Manasz hibridek buzaval visszakeresztezett BC, nemzedékében
két deléciés kromoszomat (3HS, SHS) és egy buza-arpa transzlokacios kromoszomat
talaltunk. Ezek a kromoszomak felhasznalhatok voltak az arpa mikroszatellit markerek fizikai

térképezésére.

6.1.10. A kordbban Martonvasaron eldallitott Chinese Spring x Betzes hibrid
szovettenyészetben regeneralt utddain Mv9 krl buzatdrzzsel végzett megporzasbol kapott
BC; nemzedékében 6tféle bliza-arpa transzlokacios kromoszomat figyeltiink meg. A GISH-sel

vizsgalt 51 szembdl 12-ben mutattunk ki blza-arpa transzlokaciot.

6.1.11. A bulza-arpa transzlokaciokat hordozdé ndvények utddaibol homozigbta
transzlokaciokat hordozé egyedeket valogattunk ki, melyek a transzlokacié mellett mar nem
hordoztak mdas arpa kromoszomat, kivéve a TL1 vonalat, melyben a transzlokacios

kromoszomapar mellett egy 4H kromoszomapar is volt.

6.1.12. A buza-arpa transzlokaciokban a buza kromoszéma-szegmentumokat egymast kovetd
GISH ¢s FISH technika segitségével azonositottuk, az utobbiban a pSc119.2 és a pAsl DNS

probat hasznaltuk fel a kromoszomak azonositasara.

6.1.13. A buza-arpa transzlokéiciokban az arpa kromoszomak eredetét arpa mikroszatellit

markerek segitségével hatdroztuk meg. A transzlokacios toréspont a kromoszoémakon fizikai
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hatarjelzoként szolgalt, igy a kromoszomak fizikai térképezését is lehetévé tette. A
transzlokacids toréspont €s a korabbi delécios toréspont segitségével megallapitottuk, hogy az
S5H kromoszoma kb. 40%-4n egyetlen mikroszatellit marker sem taldlhatdé. Adataink
alatdmasztjak, hogy a genetikai és a fizikai térkép lényegesen eltérhet. A centromérdhoz
genetikailag kozel térképezett markerek fizikailag a centromératél sokkal messzebb

helyezkednek el.

6.1.14. Egymast kovetd GISH és FISH, tovabba SSR markerek segitségével 6t transzlokacios
vonalat azonositottunk: 2DS.2DL-1HS, 3HS.3BL, 6BS.6BL-4HL, 4D-5HS, 7DS.7DL-5HS.
A transzlokéciok koziil csak egy kompenzalo tipusu, a tobbi nem homeolog kromoszémak
kozt ment végbe. Ez is bizonyitja, hogy a szdvettenyésztés hatasara tobbnyire nem homeolog
atrendezddések jonnek létre. A transzlokaciokba az 1H, 3H, 4H ¢és 5H kromoszéma
kiilonb6zé méretli szegmentumai ¢épliltek be, tehat wvaldszinli, hogy barmely arpa

kromoszomabdl lehetséges szegmentumokat beépiteni a bizaba.

6.1.15. A buza-arpa transzlokacios vonalakat tenyészkertben felszaporitottuk és morfologiai
tulajdonsagaikat részletesen jellemeztiik. Vizsgéltuk az egyes kromoszoma-szegmentumok
hatdsat a novény morfoldgiai tulajdonsagaira. Mindegyik vonalbol megfeleld szami szemmel

rendelkeziink a tovabbi vizsgalatokhoz.

6.2. Buiza X rozs hibridek és rekombinansok eloallitasa

6.2.1. Az Mv9 krl buazatorzset a magyar Lovaszpatonai rozsfajtdval megporozva 68,4%-o0s
szemkdtést értiink el, amely biza X rozs keresztezésekben kiugro6 értéknek szamit. A hibridet

kolchicinnel kezelve oktoploid tritikalét allitottunk eld.

6.2.2. Az Mv9 krl x Lovaszpatonai oktoploid tritikdlé kromoszémaszamat Feulgen
modszerrel meghataroztuk, a rozs kromoszoémakat a biza genom mellett GISH-sel mutattuk

ki.

6.2.3. Az Mv9 krl x Lovaszpatonai oktoploid tritikalét az 1BL.1IRS transzlokaciot hordozé
Matador buzafajtaval megporozva F, utddokat hoztunk létre a transzlokacioba beépiilt rozs
kromoszémakar kicserélésének céljaval. Elemeztik az F; hibridekben a kromoszémak

parosodasat GISH-sel. A sejtek tobb mint 30% -aban jott 1étre parosodas a Matador buzafajta
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IBL.1RS kromoszoémadja és a Lovaszpatonai rozs 1R kromoszomaja kozt. Ennek alapjan az

utdédok harminc szazalékaban varhato rekombinacid az 1RS karban.

6.2.4. Az [(Mv9 krl x Lovaszpatonai) x Matador] BC,F; nemzedékében a szekalin mintazat
alapjan 26 rekombinans genotipust valogattunk ki. A kivalogatast az tette lehetdvé, hogy az
Mv 9 krl x Lovészpatonai oktoploid tritikalé szekalin mintazata jol lathatdan eltért a Petkus
rozsbol szdrmazd kromoszomakart hordozéd fajtdkétol. A rekombindnsokat fitotronban és
tenyészkertben felszaporitottuk. A rekombinansokbol eldallitott szemek elegenddk lesznek
ahhoz, hogy azok betegségrezisztencidjat ¢és mindségét a kozeljovoben részletesen

elemezhessiik.

6.3. Buza x Aegilops biuncialis hibridek, amfidiploidok, addiciok létrehozasa

6.3.1. Az Mv9 krl x Ae. biuncialis keresztezésébdl 35 kromoszoémaszamt F, hibrideket
allitottunk el6. Ebben a kombinacioban is érvényesiilt az Mv9 krl rokon fajokkal val6 jo

keresztezhetOsége, a szemkdotés 37,4% volt.

6.3.2. Az F, hibridek mei6zisaban Feulgen mddszerrel tobbségében univalens kromoszémakat
figyeltink meg. Az F, hibridek kolchicin kezelése révén 70 kromoszomaszamu

amfidiploidokat allitottunk eld, melyek mar részleges fertilitast mutattak.

6.3.3. Az amfidiploidok buzéaval végzett kétszeres, esetenként haromszoros visszakeresztezése
majd sorozatos Ontermékenyitése utdn 43 kromoszoémaszami monoszomas, majd 44

kromosz6émaszamu diszomas addicids vonalakat allitottunk el6.

6.3.4. A buza/de. biuncialis addiciés vonalakban a kromoszomakat FISH-sel két repetitiv
DNS proba, a pSc119.2 és a pAsl segitségével azonositottuk. A 2M, 3M, 7M, 3U ¢és az SU
addicids vonalakban tudtuk az egyes Ae. biuncialis kromoszomak eredetét kimutatni FISH-

sel. Egy vonalban az Ae. biuncialis kromoszoéma még nem pontosan meghatarozott.

6.3.5. A 2M, 3M, 7M, 3U és az 5U buza/de. biuncialis addiciés vonalakat fitotronban és
tenyészkertben 1is elszaporitottuk ¢s morfologiai tulajdonsagaikat jellemeztiik. Minden
vonalbdl tobb ezer szem all a rendelkezésiinkre a tovabbi biotikus és abiotikus stressz

vizsgélatokhoz. Az Mv9 krl x Ae. biuncialis hibridek utodaibol még tobb szaz szemmel
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rendelkeziink, melyek koziil varhatd 0j Ae. biuncialis kromoszoémakat hordoz6 monoszémas,

majd diszomas addiciok kivalogatasa.
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7. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Buza % arpa hibridizacio

1. Uj bliza x arpa hibrideket allitottunk el, két 6szi bliza x 6szi arpa (Mv9 krl x Igri, Mv9
krl x Osznova) ¢és egy fakultativ blza x 0Oszi arpa (Asakaze komugi x Manasz)
kombinacioban. A hibridekben (Mv9 krl x Igri, Asakaze komugi x Manasz) genomikus in

situ hibridizacioval (GISH) kimutattuk a blza és az arpa kromoszémak parosodasat.

2. A buza x arpa hibridek szovettenyészetben vald elszaporitasa utdn GISH-sel kimutattuk a
regeneransokban a buza-arpa kromoszoéma-parosodasok szaméanak emelkedését, a
telocentrikus kromoszomak eldéforduldsat, a buza/arpa transzlokaciok Ilétrejottét és az

amfidiploid sejtek keletkezését.

3. Az Mv9 krl x Igri és az Asakaze komugi x Manasz hibridekbdl buzaval vald
visszakeresztezésekkel BC;, majd fertilis BC, utddokat allitottunk eld. Az Mv9 krl x Igri
kombinéciobol 2H, 3H, 4H és 1HS izokromoszomat tartalmazd diszémas, az Asakaze komugi
x Manasz hibridb6l 4H diszomas, illetve 3H, 6H és 7H monoszomas addicidos vonalakat

hoztunk létre és azokat FISH-sel azonositottuk, majd elszaporitottuk.

4. A korabban létrehozott Chinese Spring x Betzes hibrid Mv9 krl buzatdrzzsel végzett
visszakeresztez€sébOl négy, az Mv9 krl x Igri hibridbdl egy homozigdta buza-arpa
transzlokaciot hordozé vonalat allitottunk eld. A transzlokacios kromoszomakat (2DS.2DL-
1HS, 3HS.3BL, 6BS.6BL-4HL, 4D-5HS, 7DS.7DL-5HS) egymast koveté GISH ¢és FISH

technikaval, majd mikroszatellit markerekkel azonositottuk.

5. A szovettenyészetben regeneralt hibridekben I1étrejott transzlokaciok és deléciok

segitségével arpa kromoszomakat (1H, 3H, 5H) fizikailag térképeztiink.

Buza x rozs hibridek és rekombindnsok elodllitdsa

6. Mv9 krl x Lovaszpatonai oktoploid tritikalét allitottunk eld, és abban a rozs
kromoszémakat GISH-sel demonstraltuk. Az Mv9 krl x Lovaszpatonai oktoploid tritikalé és

az 1BL.IRS transzlokéciot hordoz6 Matador buzafajta keresztezésébdl eldallitott F; hibridben
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GISH-sel kimutattuk az 1BL.1RS kromoszomanak a buza és rozs kromoszomakkal torténd

parosodasat.

7. Az Mv9 krl x Lovaszpatonai tritikdlé és a Matador blzafajta keresztezésébdl szarmazo

utddokbol uj buiza-rozs rekombindnsokat valogattunk ki, majd azokat felszaporitottuk.

Buza x Aegilops biuncialis hibridek, amfidiploidok, addiciok elodllitasa

8. Az Mv9 krl x Ae. biuncialis keresztezésbol hibridet, majd amfidiploidot hoztunk létre. A
hibridek buzaval végzett visszakeresztezésébdl, majd dntermékenyitésébdl 2M, 3M, 7M, 3U,
5U és egy azonositatlan kromoszomat hordozé buza/Ae. biuncialis diszomas addicios vonalat
allitottunk eld, majd azokban a kromoszomékat azonositottuk FISH-sel. Az addicios

vonalakat elszaporitottuk és morfoldgiailag jellemeztiik.
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8. KOVETKEZTETESEK

Buza % arpa hibridizacio

Az 1j 6szi buza x 0szi arpa hibridek eldallitdsa lehetové teszi, hogy az Igri, Manasz és
Osznova Oszi arpafajtak kedvezd tulajdonséagait épitsiik be a buzdba a kordbban a
kisérletekben felhasznalt Betzes genetikai modell tavaszi kétsoros arpafajta helyett. Az ukran
Oszi hatsoros arpafajtdk (Manasz, Osznova) a magyarorszagi éghajlati viszonyokhoz jol
adaptalodtak, a Betzesnél kedvezObb agrondmiai tulajdonsagokkal rendelkeznek. Az Igri egy
0szi kétsoros arpafajta, amely a tavaszi Betzes fajtahoz képest mas géneket (pl. vernalizacio)
hordoz.

A hibridek in vitro szaporitasa révén lehetévé valt, hogy a nehezen keresztezddd
kombinaciokbdl egy darab kiindulasi hibrid ndvénybdl tobb szaz regenerans utddot allitsunk
eld, igy sikeresen tudtunk BC, utddokat létrehozni annak ellenére, hogy a kiindulasi hibridek
teljes him- és nOsterilitast mutattak.

A szdvettenyészetben regeneralt buza x arpa hibridek kromoszoéma-dsszetételének és
parosodasanak GISH-sel végzett elemzése utan megallapitottuk, hogy a hibridek
szovettenyészetben hosszi idon at fenntarthatok, a hét arpa kromoszoma a regeneransok
tobbségében még harom egymast kovetd in vitro ciklus utdn is kimutathat6. A
szovettenyésztés eredményként viszont gyakoribbd valnak a kromoszomatorések, né a
telocentrikus kromoszoéméak szama, transzlokéaciok, amfidiploid sejtek jonnek létre. A
szovettenyésztés felhasznalhatd kromoszoma-atrendezddések kivaltasara, transzlokéaciok
eldallitasara is.

Az Mv9 krl/Igri diszoémdas addiciés vonalak eldallitdsa lehetdvé teszi, hogy
meghatarozzuk, hogy az Igri arpa egyes tulajdonsagaiért felelds gének mely kromoszomakon
lokalizaltak. Az addicidés vonalak fertilisek, citologiailag stabilak és alkalmas kiindulési
anyagok ahhoz, hogy az Igri arpa egyes tulajdonsagaiért felelés géneket (komplexumokat) a
termesztett buzaba beépitsiik.

Az Asakaze komugi x Manasz hibridek buzéaval visszakeresztezett utédai megfeleld
alapanyagok ahhoz, hogy azokbdl a hatsoros Oszi ukran arpafajta tulajdonsagait a buzaba
atvigyuk.

A korabban Martonvasaron eldallitott Chinese Spring % Betzes hibrid Martonvasari 9
krl buzatorzzsel visszakeresztezett utddai koziil 6tféle transzlokacios vonalat valogattunk ki.

Ezekbe a transzlokaciokba az 1H, 3H, 4H ¢s az SH kromoszoma kiilonb6z6 szakaszai €piiltek
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be. Megfigyeléseink szerint tehat barmely arpa kromoszémabol lehetséges transzlokaciok
eldallitdsa a termesztett buzaban. Késobb transzlokaciokat allitottunk eld az Mv9krl x Igri €s
az Asakaze komugi x Manasz kombinacidobol is. A transzlokaciok szamanak novelésével
lehetséges lesz a kivant kromoszémaszakaszokat hordozé transzlokéaciok létrehozasa a
buzaban. A transzlokacios vonalak felszaporitdsa utan valik majd lehetségessé az abiotikus
rezisztencia, a mindségi paraméterek vizsgalata, amelyekhez nagy mennyiségli szem
eldallitasa sziikséges. A transzlokdcidos vonalak euploid kromoszémaszamuak, stabilan
fenntarthatok, citoldgiai szempontbdl mar a nemesités szdmara atadhatok.

A buza/arpa transzlokdciok és a szovettenyészetben 1étrejott arpa delécids
kromoszomak a fizikai térképezés megfeleld eszkozei lettek. A transzlokacios és a delécios
toréspont  segitségével sikeresen térképeztink mikroszatellit markereket az arpa
kromoszémakon. A kordbbi tapasztalatokhoz hasonloan megéllapitottuk, hogy a genetikai és

a fizikai térkép kozt jelentds eltérések lehetnek.

Buza x rozs rekombinansok eloallitasa

A Martonvésaron eldallitott Mv9 krl vonal megfeleld partnernek bizonyult buza x
rozs hibridek eldallitasara. Ezzel a buzatorzzsel tobb mint 50%-0s szemkotést értiink el, mig a
termesztett martonvasari buzafajtdkban rozzsal végzett megporzaskor 5%-ndl kisebb
szemkdtést tapasztaltunk.

Az 0j rekombinansok 1étrehozasat a Lovaszpatonai rozsfajtaval végeztiik, miutdn ez a
fajta tobb mint 40 éves termesztési tapasztalat alapjan betegségekkel szemben altaldban
rezisztens, levélrozsdaval csak mérsékelten fertozodik, lisztharmattal szemben ellenallo. Az
Uj, hatékony rezisztenciagének atvitelének érdekében eldszor Mv9 krl x Lovészpatonai
oktoploid tritikalét hoztunk létre, majd azt az 1BL.1RS transzloké4ciot hordoz6 Mv Matador
buzafajtaval kereszteztiik. Az F, hibridben kimutathaté volt GISH-sel a Petkusbdl szarmazo
IRS ¢és a Lovaszpatonai 1R kromoszomaja kozti parosodas, ami igazolja a két rozs genotipus
kozotti rekombinaciok létrejottének valdszinliségét. Ez a modszer alkalmas arra, hogy a
tovabbiakban barmely mas rozs genotipusbdl rekombinacidkat hozzunk létre.

A rekombinansok létrejottét a szekalin mintdzat alapjan bizonyitottuk. A
rekombinansokat tenyészkertben elvetve megkezdtilkk azok betegség-ellenallosaganak
vizsgalatat. Az elsé két rekombinans ndvény utddain levélrozsdaval kismértékli fert6z6dést
tapasztaltunk. A rezisztenciagének a rozsban a szekalint kodolo régiotdl disztalis iranyban

helyezkednek el, igy feltehetd, hogy a rezisztenciagéneket hordozo régidban is végbement
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atrendezddés. A tovabbi rekombindnsok betegség-ellendllosdganak vizsgalata még a
kozeljovoben varhato. Ha a rekombinansok kozott nem lehet levélrozsdaval illetve
lisztharmattal szemben nagymértékben ellenalld genotipusokat taldlni, akkor célszerii a
keresztezésekbe Ujabb rozs genotipusokat bevonni, melyek véarhatéan 10 rezisztenciagéneket
hordoznak. A dolgozatban leirt keresztezések elvégzése utan varhatod ismét 4j rekombinansok
eldallitasa. A rezisztencia mellett célszerli a rekombinansok mindségvizsgalatat is elvégezni,
hiszen az eltérd szekalin mintazat alapjan feltehetd, hogy azok mindségi paraméterei is
eltérhetnek a korabbi Petkus 1RS kart hordozé fajtakétol.

Az 1RS.1BL transzlokici6 a ma termesztett buzafajtakban jelentés mértékben
elterjedt, a vildgban tobb milli6 hektaron jelen van, ezért érdemes erdfeszitéseket tenni az
eddig uniform Petkus rozs kromoszomakar kicserélésére. A rozsfajtak kozt nagy genetikai
valtozékonysag tapasztalhatd, varhatd 0 hatékony rezisztenciagének megtalalasa. A buzaban
az 1RS kar jol kompenzilja a kiesd buza kromoszoémakart, igy érdemes ennek a

kromoszoémakarnak a variabilitasat novelni.

Buza x Aegilops biuncialis hibridek, addicios vonalak eléallitasa

Az Aegilops fajok koziil az Ae. biuncialis-sal eddig még nem hoztak Iétre
buza/Aegilops addicios sorozatot illetve nem allitottak elé ezzel a fajjal hasznos agronomiai
tulajdonsagokért felelds géneket hordozo transzlokacidkat a buzaban. Az Ae. biuncialis egyes
vonalai betegségekkel szemben ellendllok, illetve s6- €s szarazsagtlirOk, ezért célszeriinek
tlinik a blizanemesités szdmara torténd kiaknazasa.

A buza x Ae. biuncialis hibridek, majd fertilis amfidiploidok eldallitdsa az Ae.
biuncialis-bol torténd génatvitel elsd 1épései. A buzaval végzett visszakeresztezésekbdl, majd
ontermékenyitésbdl szarmazé addicids vonalak lehetévé teszik, hogy meghatarozzuk, hogy az
Ae. biuncialis betegség-ellenallosagaért (levélrozsda, széarrozsda, lisztharmat), so- ¢és
szarazsagtiiréséért felelds gének mely kromoszémdkon helyezkednek el. Ezek a vonalak
kivalo kiindulési alapanyagai lehetnek majd transzlokaciok eldallitdsanak. Az Ae. biuncialis
kromoszémak azonositdsa FISH-sel lehetové tette, hogy pontosan megallapitsuk, hogy a
kiilonboz6 szarmazékokba mely Ae. biuncialis kromoszémak épiiltek be. A pontos azonositas
az Ae. biuncialis fajbol torténd tudatos génatvitelt segiti eld. Az Ae. Biuncialis-sal eldallitott
genetikai alapanyagok (hibridek, amfidiploidok, addiciok) lehetévé teszik, hogy ennek az

Aegilops fajnak a kedvezd tulajdonsdgait a buzanemesités szamdra kiaknazzuk. A
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dolgozatban leirt genetikai alapanyagok széles genetikai bazist jelentenek a tovabbi idegen

faja génatviteli munkahoz az arpabol, a rozsbol és az Ae. biuncialis-bol.
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