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A paélyazat célja idegen faju kromoszomakat, szegmentumokat hordozd buza
genotipusok eléallitdsa volt, majd azok azonositasa fluoreszcens in situ hibridizacioval
kilonbozo6 repetitiv DNS probak segitségével és molekularis markerekkel. A mar kordbban
létrehozott  interspecifikus  és  intergenerikus  hibridekb6l,  amphidiploidokbdl,
utdédnemzedékekbdl kilénbdzé mddszerekkel megkiséreltik a kromoszémak torését, majd
transzlokaciok létrehozasat, melyek a kromoszoémak fizikai térképezésére is felhasznalhatok.
A transzlokaciok révén a rokon fajok kedvezé tulajdonsagaiért felelés génkomplexumok
épitheték be a buzaba. A palyazati munkaban a kévetkez6 rokon fajokbol torténé génatvitelre
koncentraltunk: az arpa (Hordeum vulgare), egy kecskebuzafaj (Aegilops buncialis) és egy
tarackblzafaj (Agropyron glael). Az 6szi arpabdl annak koraisagat, kedvezé
fehérjedsszetételét, az Ae. biuncialisbol sé- és szarazsagtirést, az A. glaelbdl betegség-
ellenallosagot (levélrozsda) tervezink atvinni a buzéba.

1. Oszi blza/dszi arpa (Mv9 krl/Igri) addiciés vonalak eldéllitasa és azonositasuk
fluoreszcens in situ hibridizacioval (FISH) és SSR markerekkel

Blza és arpa kromoszémak azonositasa fluoreszcens in situ hibridizacioval

A blza kromoszomadk a GAA trinukleotid szekvencia és a pAsl DNS Kklon
alkalmazasaval fluoreszcens in situ hibridizacidval jol azonosithatok, az altalunk hasznalt
Mv9 krl buzagenotipus minden kromoszomajat ezzel a proba kombinacioval jellemeztik. A
buza kromoszomak elemzésére korabban hasznalt pSc119.2—-pAsl préba kombinacio az arpa
kromoszomakon szort jelet ad, megkuldnboztetésiikre nem alkalmas. A GAA trinukleotid
szekvenciaval végzett FISH utan az egyes arpa kromoszomak mintazata egymastal eltér, ezzel
a prébaval elsésorban a 2H és a 4H kromoszémak konnyen felismerhetok. A HvTO01
szubteloméras ismétl6do szekvencia nagy elénye, hogy csak az arpa kromoszémakon ad jelet,
a bazan nem, igy a buza genomban az arpa kromoszomak régton lathaték. A HvTO1 probaval
a 3H arpa kromoszoma jellegzetes mintazatot ad. Az 5H eés a 6H arpa kromoszomak
szatellittel rendelkeznek, igy a pTa71 riboszomalis DNS préba ezeken erds hibridizéacios jelet
ad. Az 1H kromoszoma rovid karjan is lathato egy intersticialis jel a pTa71 probaval, igy ez is
jol kimutathaté. Az Afa family préba a 7H kromoszoma proximdlis régiojaban ad
egyertelmiien felismerheté jelet. A HvTO01, GAA, és az Afa family prébak a teljes genomi
arpa DNS-b6l PCR-rel felszaporithatok, igy barmikor kénnyen el6allithatok. Négy proba
kombinéacidjaval (HvT01-GAA, HvT01-pTa7l, HvTO01-Afa family) az arpa kromoszomak a
buza genom mellett nagy biztonsaggal azonosithatok.

Blza/arpa addicios vonalak azonositasa FISH-sel és SSR markerekkel

Az Mv 9 krl buzatorzs és az Igri 6szi arpafajta keresztezésébol addicios vonalakat
allitottunk el6, melyekben az arpa kromoszémak azonositasat FISH-sel, tébb DNS prdba
hasznélataval és molekularis markerekkel végeztik el. A 4H addiciés vonalat a GAA
trinukleotid szekvencia és a pAsl DNS proba segitségével azonositottuk. A 4H arpa
kromoszdma a GAA szekvencia jellegzetes FISH mintazata alapjan felismerhetd, ezen a
kromoszoman lathatd a legtobb hibridizacids sdv. A 4H kromoszéma GAA mintdzata a
Giemsa festésnél tapasztalt C-savokhoz hasonld, ez a legheterokromatikusabb &rpa
kromoszoma. A 4H arpa kromoszéma jelenlétét a blza genomban genomi in situ
hibridizacioval (GISH) is kimutattuk. A citoldgiai azonositdst a HvM40 és a HvM67
molekularis markerek is megerdésitettek.



A 2H addiciés vonalat szintén a GAA-pAsl DNS proba kombinacioval, majd a HvTO1
szubteloméras ismétlod6 szekvencia felhasznalaséval azonositottuk. A 2H kromoszoma
jelenlétét egymast koveté FISH és GISH analizissel is megerésitettik. A 2H arpa
kromoszdma mindkét karjan a GAA prdba két szimmetrikus FISH jelet ad. A HvTO1
probaval a 2H-nak csak a révid karjan figyelhet6 meg szubtelomeras jel. A t6bbi arpa
kromoszoméanak mindkét karjan lathatd HvTO1 jel, kivéve az 5H kromoszomat, az azonban a
szatellit alapjan a 2H-tol jol elkllonithets. A citologiai azonositast a HYM36 molekularis
marker is aldtdmasztotta.

A 3H addicios vonal a GAA és a pAsl probak kombinalasaval nem volt egyértelmien
azonosithatd, ezért ennek a vonalnak a meghatarozasaban a HvTOl prdba dont6 szerepet
jatszott. A HvTO1 prébaval a 3H kromoszoma hosszu karjan egy erés szubteloméras es két
intersticialis sav lathato. Ez az egyetlen &rpa kromoszdma, amelynek a hosszu karjan a HvTO1
prébaval tobb hibridizacios sav is megjelenik. A 3H kromoszoma jelenlétét ebben a vonalban
a HYM60 és a HYM®62 arpa mikroszatellit markerek is megerésitették.

A negyedik addicios vonalban a GAA és a HvTOl probak FISH hibridizaciés mintazata
alapjan feltehet6 volt, hogy ez a vonal a 7H arpa kromoszomat tartalmazza, de a 7H-an
kordbban térképezett arpa mikroszatellit markerek (Bmag0120, HvID) nem adtak megfelel6
jelet. A HVTOL1 és a pTa71l DNS probékkal végzett FISH egyértelmiivé tette, hogy ez a vonal
az 1HS izokromoszomat tartalmazza diszomas allapotban. A pTa7l prébaval két teljesen
szimmetrikus intersticidlis sdv jelent meg a kromoszéma két karjan, amely az 1HS karra
jellemzé. A citogenetikai azonositast Bmac0213 marker (1HS) termékének megjelenése és a
HvHVAL (1HL) marker termékének hianya is megeroésitette.

A diszémas addicios vonalak mellett az Mv9 krl x Igri hibridek blazaval visszakeresztezett
utédai kdzll azonositottunk egy 7H monoszémas vonalat. A 7H kromoszoma azonositasat az
Afa family és a HvTO1 proba kombinacidjaval végeztik. Az Afa family a 7H centroméra
kordli régidjaban intenziv jelet ad. A harom darab 7H monoszomés ndvényen 6sszesen 406
szemet kaptunk. Az eddig vizsgalt 60 utodszembdl eddig még nem talaltunk diszomas
addiciot, ezért folytatjuk azok keresését.

Az addicios vonalak morfoldgiai jellemzése

A 2H, 3H, 4H addicios vonalakat tenyészkertben felszaporitottuk, és morfoldgiailag
is részletesen jellemeztik. A 2H Mv9 krl/Igri diszomas addicids vonal hosszu, laza kalasszal
rendelkezik. Fertilitasa elmarad az Mv9 krl buza szul6partnerétl. A névények magasabbak
mint a buza szilépartner.

A 3H diszomés addicios vonal kalaszai rovidek, nagyon tomottek, szalkacsonkokkal
rendelkeznek. A ndévények alacsonyak, de fertilitasuk jo.

A 4H addiciés vonal kalaszai hasonlitanak leginkabb az Mv9 krl kaldszahoz, nagyon jo a
fertilitdsuk. A ndvények alacsonyabbak mint a buza szulépartner, és bokrosodasi képességik
is elmarad az Mv9 kr1-tél.

Az 1HS izokromoszoméat diszomas allapotban tartalmazé hérom névényt fitotronban
felneveltiik és azokon Osszesen 254 szemet kaptunk. Az 1HS diszdmas addicios vonalak
fitotronban az Mv9 krl x Igri keresztezésbol szarmazd tobbi utédnévénynél toébb nappal
kordbban kalaszoltak, ezért célszeriinek tiinik koraisagukat kesébb pontosan beallitott kisérleti
korilmények kozt vizsgalni. A kalaszok a 2H addicidhoz hasonldan hosszuak, fertilitasuk jo.
Az 1HS kromoszomakaron t6bb agrondmiai szempontbdl is fontos gén talalhatd, pl. hordein
gének, Hor 1, 2, 3, 4, 5, és a magas endospermium lizin (Lys 4). Ez a vonal alkalmas lehet a
felsorolt gének vizsgalatara buza genom hattérben, hiszen azok ebben a vonalban 4-szeres
doézisban vannak jelen.



Publikacio: Szakacs, E., Molnar-Lang, M. 2007. Development and molecular cytogenetic
identification of new winter wheat/winter barley (Martonvésari 9 krl/Igri) disomic addition
lines. Genome, in press

2. Buza/arpa transzlokaciok elgallitasa genetikai médszerekkel
Idegen faju transzlokacidk elsallitasa genetikai moszerekkel

A buza és az arpa kromoszomak kozt transzlokaciokat kivantunk létrehozni a
homeol6g kromoszémak parosodasat gatldé Ph gén mikodésének elnyomasaval, illetve
kiiktatasaval. Ennek érdekében a Martonvasaron korabban el6allitott bldza/arpa diszomas
addiciés vonalakat (2H, 6H), a 4H(4D) szubsztituciét, a centrikus faziot (3HS.3HL) és két
terminalis transzlokéciét (2DS.2DL-1HS, 6BS.6BL-4HL) az Aegilops speltoides Ph
szupresszor génjét (Ph') hordozé6 CO-4 vonallal és a Chinese Spring ph mutanssal
megporoztuk 2002 majusaban, F; szemeket allitottunk el6. Az F; szemek jelentés hanyadat
2002 6szén tenyeszkertben elvetettiik, azonban 2002/2003-ban a hideg tél miatt kipusztultak,
miutan a keresztezések egyik szuléje a Chinese Spring tavaszi buza genotipus (annak ph
mutansa, illetve ebbe a fajtaba épitették be az Aegilops speltoidesbél a Ph szupresszor gént
is). Az F; szemek biztonsagos felnevelésének érdekében 2003 6szén az F; hibrid szemeket
laboratériumban csiraztattuk, majd a névényeket részben liveghazban - részben fitotronban
neveltik fel. Az F, szemeket 2004 majusaban arattuk le.

Kromoszoma atrendezédések létrehozasa 4H(4D) szubsztituciobdl az Aegilops speltoideshdl
szarmaz6 Ph' szuppresszor gén segitségével

A 4H(4D) szubsztitlciot Martonvasaron Allitottuk el6 szdvettenyészetben elszaporitott
Chinese Spring x Betzes blza x arpa hibridbél, Mv9 krl vonallal valo kétszeri
visszakeresztezéssel majd ontermékenyitéssel. Az utédok citogenetikai analizise soran
megallapitottuk, hogy ez a vonal 42 kromoszomaszamu, de két arpa kromoszomat tartalmaz,
amelyeket GISH-sel detektaltunk. A szubsztiticio spontdn médon jott 1étre. FISH-sel a GAA
és a pAsl probak kombinaciojaval demonstraltuk, hogy a 4H arpa kromoszéma épult be a 4D
kromoszoma helyére. A 4H és a 4D kromoszomak is jol felismerhetok a pAsl és a GAA
probak kombinaciojaval. A szubsztiticios vonalban vizsgaltuk a 4H kromoszéma hataséat a
novenyek morfoldgiai tulajdonsagaira illetve szérazsagtirésére. A szubsztitGciés vonal
szarazsagtiirése a buza szllopartnernél kedvezobb lett, az arpa sziléhéz hasonléan.
Feltehetém, hogy a 4H arpa kromoszoman szarazsagtirésért felelés gének lokalizaltak.

Molnar, I., Linc, G., Dulai, S., D. Nagy, E., Molnar-Lang, M. 2006. Ability of chromosome
4H to compensate for 4D in response to drought stress in a newly developed and identified
wheat-barley 4H(4D) disomic substitution line. Plant Breeding (in press)

A Ph' szuppresszor gént tartalmazé CO-4 vonallal valé keresztezéssel megkiséreltiik a 4H
kromoszoma egyes szegmentumait beépiteni a blzaba. A 4H(4D) blza/arpa szubsztitlcid x
CO-4 keresztezésbdl szarmazo F, szemek GISH vizsgalatatat végeztilk el. Osszesen 150 F;
szemet csiraztattunk genomikus in situ hibridizaciéra (GISH) alkalmas kromoszéma
preparatumok készitéséhez. Altalaban 10-10 szemet csiraztattunk minden egyes fitotronban
felnevelt F; novényrol, kivéve két novényt, amelyekrol dsszesen 20-20 szemet inditottunk
citologiai vizsgalatra. GISH-sel 3 db F, novényben figyeltink meg bulza-arpa
transzlokaciokat.



Az els6 vizsgalt F, névenyben (04668) egy dicentrikus transzlokacids kromoszomat talaltunk,
amelynek egyik karja az arpabdl, masik karja a buzabdl szarmazott, és a két centroméra kozt
még egy buza kromoszomaszakasz volt lathato. A masodik F, (04748) ndvenyben egy
akrocentrikus kromoszomat figyeltiink meg, amelynek egyik karja az arpabdl, a masik nagyon
rovid kromoszomakarja a buzabol szarmazott. Ugyanebben a névényben megfigyelheté volt
egy masik tipust transzlokaciés kromoszéma is, amely szintén dicentrikus volt, de a két
centromera kozti szakasz hosszabb volt az el6zénél. Felteheté, hogy az akrocentrikus
kromoszoma mar ebbdl a dicentrikus kromoszomabol képzédott. A harmadik F
(04731)ndvényben centrikus fuziot figyeltink meg az arpa és a blza kromoszémak kozt. A
vizsgalt szemekben megfigyelt arpa kromoszdémak (karok) szamat tablazatban tuntettik fel (1.
tablazat).

1. tdblazat A 4H(4D) blza/arpa szubsztiticio x CO-4 keresztezésbol szarmazo F, szemek kozt
a kilonbdz6 szamu arpa kromoszomakat és buza-arpa transzlokaciokat hordozé egyedek
szama

Az F, szemekben kimutatott | A kiilénb6z6 szamu arpa Gyakorisag
arpa kromoszomak (karok) kromoszomat hordozo %
szdma novények szdma

1 arpa 26 22,2
1 telocentrikus arpa 21 18,0
kromoszoma

1 arpa és 1 telocentrikus arpa |13 11,1
kromoszoma

2 arpa 10 8,5
2 telocentrikus arpa 2 1,7
kromoszoma

Nincs benne &rpa 42 35,9
kromoszoma

Buza-arpa transzlokéacio 3 2,6
Osszesen 117 100

A buza-arpa transzlokaciokat hordoz6 F, novények kozul a 04668 szamd ndvény
killtetés utan elpusztult, de a masik két transzlokaciot hordozé F, (04731 és 04748) ndvényt
fitotronban felneveltiik. A 04731-es szami névényen 0sszesen 108, a 04748 szamu névényen
157 szemet kaptunk, amelyek csiraztatasa utan megkezdtilk az F; generacioban a homozigéta
transzlokaciok keresését. A két novényen kapott szemek kozul eddig 58-at elemeztiink GISH-
sel. Sajnos az eddig vizsgalt egyedekben nem talaltunk bdza-arpa transzlokacios
kromoszomat. A GISH-sel elemzett 58 darab F3 szem kozil 15-ben 1 vagy 2 éarpa
kromoszomat, 31-ben pedig legalabb egy telocentrikus arpa kromoszoméat mutattunk ki. A
tovabbi 12 szemben egyaltalan nem volt arpa kromoszoma. Valo6szintleg a buza/arpa
transzlokacios kromoszomak meidzisban eliminalodtak.

2002 majusaban csak a CO-4 vonallal tudtuk megporozni a 4H(4D) szubsztitdciot,
mert csak néhany CS ph mutéans névény maradt meg a tenyészkertben, ezért 2004 méjuséban
a megporzasokat a CS ph mutanssal is elvégeztik, és ebbdl a kombinacidbdl 342 F; szemet
allitottunk el6. Ezekbdl 50-et 2004 Gszen tenyészkertben elvetettik. Az F; névényeken 47
kalaszt izolaltunk, amelyeken 6sszesen tébb mint 2000 F, szemet kaptunk. Eddigiek soran 50
F, szembdl készitettlink kromoszéma prepardtumokat GISH-re. A vizsgalt preparatunokon
még egy egyedben sem mutattunk ki buza-arpa transzlokaciot. Tervezziik az utédokban a ph




recessziv gent homozigéta formaban hordozo6 egyedek kimutatasat molekularis markerekkel,
mert ezeknek az utddaiban varhatd nagy valdsziniiséggel transzlokéciok létrejotte. A ph gén
nyomonkdvetésehez a megfelel6 markert beszereztiik, igy lehetséges az F, utodok kozil
molekularis markerrel a ph recessziv homozig6ta egyedek kivalogatasa. A tovabbiakban csak
a recessziv homozigota ph gént hordozo F, névények F; szemein fogunk GISH-t végezni. Az
eredmények 0sszegzése utan osszehasonlitiuk a CS ph mutans és a CO4-1 vonal
alkalmazasanak eredményességét a transzlokaciok indukcidjara.

Publikacio: Sepsi, A., Németh, K., Molnar, I., Szakécs, E., Molnar-Lang M. 2006. Induction
of chromosome rearrengements in a 4H(4D) wheat-barley substitution using a wheat line
containing a Ph suppressor gene. Cereal. Res. Commun., 34: 1215-1222.

2004 méjusaban a csoportunkban eléallitott buza/Aegilops biuncialis addicios vonalakat (2M,
3M, 7M, 3U, 5U) is megporoztuk a CS ph mutanssal és nagyszdmu F; szemet allitottunk elé
(255; 349; 230; 301; 214). A kapott F; szemek jelentés hanyadat a tenyeszkertben 2004 6szen
elvetettiik, és a 2005-ben arattuk az F, szemeket. A GISH vizsgéalatokhoz ezekbdl a
kombinacidkbol megfelel6 szamu F, szem rendelkezésre all.

3. Buza/arpa transzlokaciok, deléciok azonositasa és fizikai térképezése szovettenyészetben
elszaporitott blza x arpa (Asakaze komugi x Manasz) hibridek utédaiban

Az ukréan 6szi, hatsoros arpafajtaval létrehozott Asakaze komugi x Manasz hibridet
szOvettenyeszetben tobb cikluson keresztil elszaporitottuk, amig végul bazaval valo
megporzassal sikerllt egy darab BC; ndvényt eléallitani. Vizsgaltuk a regeneralt hibridek
meiodzisaban a kromoszémak parosodasat genomikus in situ hibridizacioval (GISH) harom
egymast koveté in vitro ciklusban. Megfigyeltlik, hogy az in vitro szaporitas folyaman nétt a
buza és az arpa kromoszémak kozti parosodas, nétt a kromoszoma torések, a telocentrikus
arpa kromoszémak és az amphiploid sejtek szama. A meidzis vizsgalatok soran szerzett
megfigyeléseink arra utalnak, hogy a regeneracié utdn né a rekombinansok képzodésének
gyakorisaga. Blza/arpa transzlokaciés kromoszémakat figyeltiink meg a harmadik ciklusban
regenerdlt hibridek meidzisaban. Tovabbi buzaval végzett visszakeresztezes utan 26 BC,
utodot allitottunk el6 ebbdl a kombinaciobdl. GISH-sel megallapitottuk, hogy a BC, utédok
1-3 arpa kromoszomat tartalmaztak. Husz kromoszomaspecifikus arpa mikroszatellit markert
teszteltink a BC, utddokon, amelyek segitségével kimutattuk, hogy azokban mind a hét arpa
kromoszoma fellelhet. Egy ndvényben buza-arpa transzlokaciot, két masik ndvényben két
delécios (5H, 3H) arpa kromoszomat talaltunk, amelyeket felhasznaltunk mikroszatellit
markerek fizikai térképezésére.

Két névenyben (egy buza/arpa transzlokaciot és egy delécids arpa kromoszomat hordozo
egyed) a 3HS kromoszdémakaron lokalizalt HVLTPPB marker az arpara jellemzé PCR
terméket adta, de a 3HL karon lokalizalt Bmag0013 marker nem adott jelet. Ebb6l arra
kovetkeztettiink, hogy mindkét novényben a 3H arpa kromoszéma rovid karja és a 3H
kromoszoma hosszU karjanak egy rovid proximalis szakasza van jelen. A delécios és a
transzlokacios kromoszomaban is a toréspont a 3H kromoszéma hosszU karjan a + 0,3 frakcid
hosszlsagnal fordult el6. Elképzelhetd, hogy a delécids és a transzlokacios kromoszoma
létrejotte is ugyarra a kordbbi kromoszomatorésre vezetheté vissza egy kodzds 6sben,
feltehetéen a szovettenyészetben.

A masik deléciés kromoszomaban a delécios toéréspont az SHL kromoszémakar + 0.3 frakcid
hosszUsaganal volt megfigyelhets. Az 5HS kromoszémakart a Bmac0306 markerrel
azonositottuk Az 5H kromoszoma hosszU karjan a centromérahoz legktzelebb terképezett
Bmag0337, Bmag0394 és a Bmag0323 markerek tesztelése sordn megallapitottuk, hogy azok



a deléciés vonalban nem mutathatok ki, azaz a + 0.3 frakcios hosszusagon tul talalhatok.
Korébbi vizsgalatainkbdl egy 7DS.7DL-5HS Mv9krl/Igri blaza/arpa transzlokacios vonalban
kapott eredményeket (D.Nagy, Molnar-Lang, Linc, Lang, 2002. GENOME, 45, 1238-1247)
Osszevetve a mostani megfigyelésekkel, megallapitottuk, hogy az 5H arpa kromoszoméan az
5HS rovid kar kozepétol a centroméra korili régidoban az 5HL hosszd kar 0.3 frakcid
hosszusagnal levé téréspontjaig nem talalhatd egyetlen mikroszatellit marker sem az eddig
térképezettek kozdil.

A BC,; utodok kozul hatban fordult elé a 4H arpakromoszoma, 6tben az 1H, 6H és a 7H és
négyben a 2H és a 3H kromoszoémak, illetve azoknak egy szegmentuma. A kulénb6zé arpa
kromoszoméakat hordozo egyedek alkalmasak arra, hogy azokbol a Manasz hatsoros ukran
arpa kedvez6 tulajdonsagait a buzaba beépitsuk.

Publikacié: Molnar-Lang, M., Novotny, C., Linc, G., D. Nagy, E. 2005. Changes in the
meiotic pairing behaviour of a winter wheat-winter barley hybrid maintained for a long term
in tissue culture, and tracing the barley chromatin in the progenies using GISH and SSR
markers. Plant Breeding, 124: 247-252.

4. Buza-Aegilops biuncialis transzlokaciok létrehozasa szovettenyészetben és besugarzassal,
majd kimutatasuk GISH-sel

A buza (Mv9 krl) x Aegilops biuncialis amphidiploidok kdzil 11 névényrél, 16 db 2-3 cm-es
fejletlen kaladszkezdeményt helyeztink taptalajra, amelyekbdl kalluszokat indukaltunk. A
kalluszokbol azonban ebben a kombinécidéban nem sikerilt ndvényeket regeneralni, gyokerek
fejlodtek, de hajtdsok nem. A szdvettenyésztés sikertelensége miatt a tovabbiakban a
besugarzasssal kivaltott kromoszomatorésekre koncentraltunk.

®0Co-y-val tortént besugarzassal intergenomikus kromoszéma atrendezédéseket
terveztiink létrehozni a blza és az Ae. biuncialis kdzott, amely kiindulé pontja lehet az Ae.
biuncialis kromoszéma szegmentumok buza genomba torténé beépitésének. A munkank
sordn a tovabbi kérdésekre is valaszt akartunk kapni: (1) A besugarzasi dozisok
novekedésevel valtozik-e az egyes aberracié tipusok egymashoz viszonyitott gyakorisaga? (2)
Van-e kuldnbség az Ae. biuncialis U és M genom kromoszomainak érzékenységében az
alkalmazott y sugarzassal szemben? (3) Mely aberracid tipusok jelennek meg legnagyobb
gyakorisaggal a kdvetkezé nemzedékben?
Kisérletlinkben buza- Ae. biuncialis amphidiploidok (AABBDDMMUU, (2n=10x=70) szaraz
szemeit *°Co-y sugérforrassal besugaroztuk, 5, 50 és 100 Gy dézisok alkalmazasaval. A
spontan és a besugarzas hatasara kialakult intergenomikus kromoszoma atrendezédéseket
multikolor genomi in situ hibridizacié (mcGISH) segitségével mutattuk ki a besugarzott és az
els6 ontermékenyitett utédnemzedékben. Az mcGISH sordn a random primer jel6léssel
eléallitott biotinilalt Ae. comosa (MM, 2n=2x=14) és digoxigeninalt Ae. umbellulata (UU,
2n=2x=14) genomi DNS-ét hasznaltuk M és U genom specifikus probaként annak érdekében,
hogy az amphidiploidokban az Ae. biuncialis U és M genomjanak kromoszomai, valamint a
blza kromoszomak kulonb6z6 szinekkel jeldlodjenek. A blza kromoszomék jel6lodését
pedig T. durum (AB genom) fragmentalt DNS alkalmazasaval akadalyoztuk meg. A
hibridizacios szignal detektalasa FITC-Avidin D-vel és Rhodamine-anti digoxigeninnel
tortént.

Osszesen 114 névényben 1034 sejtet elemeztiink mcGISH-sel. A mddszer segitségével

baza x Ae. biuncialis amphiploidokban az Ae. biuncialis U és M genomjanak kromoszomait a
buza kromoszomaktol egyértelmaen elkilonitettiik. Intergenomikus kromoszéma atépuiléseket
hoztunk létre a blza és az Ae. biuncialis kromoszomak kozott. A besugarzas hatasaként
kimutattuk dicentrikus kromoszoémak, terminalis és intersticialis transzlokaciok, centrikus



faziok, valamint kromoszoma fragmentek jelenlétét. Megallapitottuk, hogy az Ae. biuncialis
U genomjanak kromoszomai érzékenyebbek voltak a besugéarzasra mint az M genom
kromoszomai. Az U genom kromoszémak a centomérandl, illetve ahhoz kozeli régidkban, az
M genom kromoszOmai inkabb az interkalaris régiokban tortek, amit a terminalis és
intersticialis transzlokaciok nagy szama jelzett. A terminalis transzlokaciok és fragmentek
kismértékben, a dicentrikus kromoszémak egyaltalan nem adodtak & a kovetkezo
nemzedékbe. Az intersticialis transzlokaciok és centrikus faziok gyakorisaga altalaban nétt az
els6 utdédnemzedékben. A buzaval torténé visszakeresztezések révén az eléallitott idegenfaju
transzlokaciok stabilizalédhatnak az utddokban és a kedvezé tulajdonsagokat hordozo
genotipusok bevonhatok a nemesitésbe.

Publikacié: Molnar, 1., Benavente, E., Molnar-Lang, M. (2007) Molecular cytogenetic
characterization of intergenomic chromosome rearrangements in y-irradiated wheat/ Ae.
biuncialis amphiploids. Genome(eldkésziiletben)

5. Szbvettenyésztés felhasznalasa intergenomikus kromoszéma atépiilések indukciojara blza
x Agropyron hibridekben

Az Mv9 krl vonalat az Agropyron glael tarackblza fajjal megporoztuk és nagy
szamban hoztunk létre F, szemeket. Az Agropyron glael az Agropyron glaucum és az
Agropyron elongatum keresztezésébol szarmazo, betegsegekkel (levélrozsda, lisztharmat)
szemben nagyon ellendlld vadfaj. Az F; hibrideken buzaval t6rtén6 megporzaskor
tenyészkertben nem kaptunk szemeket, ezért a hibrideket szovettenyészetben elszaporitottuk.
Célunk volt a szOvettenyészetben intergenomikus atrendezédesek létrehozéasa is. Két
ciklusban inditottunk kalluszkultdrat a hibridek 1-2 cm-es fejletlen kaldszkezdeményeibdl. Az
elsé ciklusban 19 regeneralt novényt dltettlnk ki, amelyek koézil 12 ndévény elpusztult, igy
vegul 7 novényt neveltiink fel. A mésodik ciklusban az F; hibridekbdl in vitro szaporitas utan
0sszesen 9 novenyt tudtunk kidltetés utan felnevelni. Annak ellenére, hogy a regeneransokon
és a kiindulési hibrideken tobb mint 50 kal&szt poroztunk meg buzéval, minddssze két darab
BC: novényt sikerult fitotronban felnevelnink. A két BC; névény kromoszémaszama 49 és
62 volt. A 49 kromoszémaszamu 0566 szamu BC; novény steril lett, de a masik BC, (0567)
névényen onmegporzassal 46 szemet kaptunk. Blzaval vald visszakeresztezéssel a BC;
ndvenyeken dsszesen 30 darab BC, szemet kaptunk.

A 0567 szamu BC; ndvényen ontermékenyitéssel fejlodott szemek kromoszomaszama 54-t6l
62-ig terjedt. Ezeken a novényeken Osszesen 833 szemet kaptunk, amelyekbdl 110 szemet
2006 o6szen tenyészkertben elvetettlink (1-m-es sorokba, soronként 10 szemet vetve).
Vizsgélni kivanjuk, hogy mely ndvények rezisztensek (levélrozsdaval, lisztharmattal
szemben) az Agropyron glael sziilépartnerhez hasonléan. A buza recipiens partner, az Mv9
krl rendkivil fogékony levélrozsdéra, igy az utddok betegség-rezisztencidjukat csak az A.
glael-tol 6rokolhetik.

A 30 darab BC, kromoszomaszama 43-t6l 58-ig valtozott. A BC, ndvényeken
ontermékenyitéssel Osszesen 583 szemet kaptunk, melyek kozul 60 szemet 2006 6szén
tenyészkertbe elvetettink (1-m-es sorokba, soronként 10 szemet vetve). A BC,F, utddok
betegsegellenallosagat 2007 nyaran tenyeszkertben megfigyeljik, kiemeljik az ellenalld
egyedeket. A rezisztens ndvenyek utddaiban FISH-sel kivanjuk elemezni, hogy azokba hany
Agropyron kromoszoma (szegmentuma) épult be, illetve megfelel6 repetitiv probakkal azokat
azonositani is kivanjuk.

Az Agropyron (szinonima: Thinopyrum) genom a blGza genommal nagyfokl
homeologiat mutat, ezért a ket faj kromoszomainak megkilonboztetesehez a genomikus in
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elemzesére csak azutan kerllhet sor, ha mar nagy biztonsaggal meg tudjuk kilonboztetni a két
nemzetség kromoszémait GISH-sel.

A mddszer kidolgozasahoz kivald alapanyagnak bizonyult az a Martonvasaron korabban
eléallitott buza x Agropyron amphiploid, amelyet a’Bankdti 1201’ buzafajta es a 70
kromoszomés Agropyron elongatum (szinonima: Thinopyrum ponticum) keresztezés Fs
nemzedéekébol valogattak ki (Szalai, 1978). Ez a részleges amphiploid citolégialag viszonylag
stabilnak bizonyult (2n=56). A kiilonb6z6 korokozokkal szembeni ellenallésaga (levélrozsda,
lisztharmat) alapjan a buzanemesités szamara értekes genforrds lehet, tovabba eértékes
tulajdonsaga magas fehérjetartalma is.

A buza es az Agropyron kromoszomak megbizhatd megkulonboztetésének érdekeben a GISH
technika egyes lépéseit modositottuk. Bevezettilk az indirekt jeldlést, amelynek soran
digoxigenint és biotint hasznaltunk, majd a detektalast fluorokrommal jeldlt anti-
digoxigeninnel és sztreptavidinnel végeztik. Kidolgoztuk a bluza-Agropyron kromoszomak
megkulonboztetéséhez sziikséges blokkolo - jeldlt DNS aranyt és meghataroztuk az optimalis
denaturdcids id6t. A hibridizacio hémérsékletet 42 °C-ra allitottuk be és azt egy éjszakéan at
vegeztik, a kordbbi 65°C-on es két oran keresztul végzett hibridizaciéhoz képest.

A BE-1-ben igy 16 Agropyron kromoszomat és 40 buza kromoszomat azonositottunk, ami azt
mutatta, hogy egy par blza kromoszoma hianyzik a vizsgalt amfiploidbdl. Harom Agropyron
kromoszoma pericentromerikus régidjaban idegen faju transzlokaciét detektaltunk.
Meghataroztuk a transzlokacios kromoszoméak toréspontjait. Az els6é transzlokacios
kromoszOéma egy nagy méretii szubmetacentrikus kromoszoéma, melynek transzlokécids
toréspontjai a kiulonbdzo karokon a + 0,2 és + 0,3 frakciohosszusagnal voltak. A méasodik
kromoszoma egy kdzepes méretii, szintén szubmetacentrikus kromoszéma volt, téréspontjai
+ 0,4 és + 0,5 frakcidhosszusagnal helyezkedtek el. A harmadik atrendezédést egy kis méreti
szubmetacentrikus  kromoszoman észleltik, itt a toérespontok + 0,3 és + 04
frakcidhosszusagnal fordultak elé.

Kilonb6z6é repetitive: DNS  Kklonok (pScl19, pTa7l, Afa-family) fluoreszcens in situ
hibridizaciojaval (FISH) az amphidiploidban jelenlévé buza kromoszomakat azonositottuk és
megallapitottuk, hogy a biza 7D kromoszémaparja elimindlodott. Leirtuk a BE-1 Agropyron
kromoszomainak FISH mintazatat a fent emlitett harom repetitiv DNS proba segitsegével.
Megallapitottuk, hogy a 16 Agropyron kromoszoma 8 parba rendezédik, amelyek egymastol
FISH mintazatuk és kar aranyaik figyelembevételével egyértelmien elkilénithetok.

A BE-1 amphiploid elemzése sorén kidolgozott GISH technika lehetévé teszi, hogy az Mv9
krl x A. glael hibridek utddaiban az Agropyron kromoszomaékat illetve a lehetséges
buza/Agropyron kromoszoma atrendezédéseket kimutassuk.

Publikacid: Sepsi, A., Molnér, 1., Szalay, D., Molnar-Lang, M. : Egy levélrozsda rezisztens,
magas fehérjetartalmi blaza - Thinopyrum ponticum (szin. Agropyron elongatum)
amphidiploid, a BE-1 molekularis citogenetikai elemzése multicolor-GISH-el és FISH-el.
(elokészuletben)



