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ROVIDITESEK JEGYZEKE

APR: felnéttkori betegség-ellenallosag (adult plant resistance)

BC: visszakeresztezés (back-Cross)

CMS: citoplazmas himsterilitas (cytoplasmic male sterility)

DAPI: 4¢,6°-diamidino-2-fenilindol (kéken fluoreszkal6 kontrasztfesték)
DNS: dezoxiribonukleinsav

FISH: fluoreszcens in situ hibridizacio (repetitiv DNS probakkal)

GISH: genomi in situ hibridizaci6 (teljes genomi DNS a fluoreszcens proba)
MAS: genetikai marker alapt szelekcio (marker-assisted selection)
McGISH: tobbszinii (multicolour) genomi in situ hibridizacio

MQ: Milli-Q viz (a desztillalt viz ultratiszta valtozata)

NOR: nukleolusz-organizald régid

PCR: polimeraz lancreakcid (polymerase chain reaction)

QTL: kvantitativ tulajdonsagot meghatarozo lokusz (quantitative trait locus)
SSC: natrium-citrat és natrium-klorid oldatok megfeleld aranya keveréke (saline sodium citrate)

SSR: egyszerli szekvencia ismétlddés (simple sequence repeats) - mikroszatellit



10.14751/SZIE.2016.005

1 BEVEZETES

A buza (Triticum aestivum L.) korunk legnagyobb teriileten (219 milli6 ha) termesztett
gabonanovénye, mely kozel 700 millié tonnas éves termésmennyisége az emberiség harmadanak
az egyik legalapvetdbb taplalékforrasa. Hazank szantoteriileteinek kozel negyedén (=1,1 millié
ha) termesztik, és éves szinten atlagosan 4-5 millio tonnat takaritanak be beldle. Az egyre
novekvO népesség miatt a bliza termésszintjének és termésbiztonsaganak folyamatos novelésére
van sziikség. Ezt, az agrotechnika fejlesztésével kardltve, leghatékonyabban a novénynemesités
eszkoztarat felhasznalva lehet elérni. A Triticum aestivum fajban rejlé terméspotencial
kiaknazasa mellett fontos a termést csokkentd, abiotikus és biotikus stresszfaktorok ellen is
felvenni a kiizdelmet, melynek az egyik leghatékonyabb modja a btazaval rokon vad fajok
nemesitésben torténd felhasznalasa. E kozeli, vagy tavolabbi rokon fajok értékes genetikai
tartalékot jelentenek a rezisztencianemesités szamara. A vad fajokat 6rz6 €s fenntartdé génbankok
ezért egyre nagyobb jelentdségre tesznek szert a modern buza nemesitésében, mivel annak
beszlikiilt genetikai diverzitdsa hatékonyan leginkdbb az idegen faji keresztezések utjan
novelhetd. A vilag génbankjaiban talalhaté 855 000 Triticum spp. tételnek csupan 4,2%-at teszik
ki e rokon fajok (FAO 2010), melyek koziil a Triticum timopheevii Zhuk. kiilonb6z6 tételei mar
tobb mint fél évszdzada jelentds szerepet toltenek be a rezisztencianemesitésben. Ez a faj
nagymértékben ellenall a buzat fert6zé fontosabb gombabetegségeknek (levél-, sarga- és
szarrozsda, lisztharmat, fuzarium), tovabba egyes genotipusai kiemelkedd technologiai minéségi
tulajdonsagokkal is rendelkeznek. Az idegen faji génatvitel hagyomanyosan, genetikai
transzformaciotol mentesen a fajok ivaros keresztezésével valosithatdo meg. Ez elsGsorban a fajok
kozotti kozvetlen keresztezést jelenti, azonban ugyancsak sikeres génatvitelt tesz lehetévé egy
keresztezési hidként hasznalt szintetikus amfiploid eldallitasa és hasznalata. A hexaploid buzaval
azonos kromoszomaszamu, homolog genomokat is tartalmazo amfiploid eldallitasara a T.
timopheevii-t a diploid alakorral (Triticum monococcum L.) célszerii keresztezni, mivel ez utobbi
is kiemelkedé biotikus ¢€s abiotikus rezisztenciaval, valamint elényds beltartalmi
tulajdonsagokkal rendelkezik. E szintetikus hexaploid bizanemesitésben torténd hasznositasanak
jelentdségét igazolja, hogy a hexaploid bliza szintetikus valtozatai mar évtizedek ota Kiemelt
szerepet toltenek be a genetikai diverzitas sz€lesitésén alapuld bluzanemesitési programokban. E
két fajbol eldallitott szintetikus amfiploid felhaszndldsa a buzanemesitésben egyuttal lehetévé
teszi, hogy nemcsak a T. timopheevii, hanem az alakor hasznos tulajdonsagait is beépithessiik a

buzaba. Napjainkig mar mindkét fajbol tobb rezisztenciagént is sikeresen épitettek be a buza
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genomjaba, azonban a génbankokban Orzott valtozatos tételeik még mindig SOk hasznos gént
hordozhatnak, melyek kiaknazasa a jové egyik kiemelked6 fontossagu feladata.

A T. timopheevii vagy a T. timopheevii x T. monococcum amfiploid buzaval végzett keresztezése
utan az idegen kromatin mennyiségének csokkentése tobb éven at tartd visszakeresztezéssel (BC:
back-cross) érheto el a leghatékonyabban. E folyamat soran a szelekciot nagymértékben segitheti
az idegen kromoszoma vagy kromoszomaszakasz molekularis citogenetikai modszerekkel
torténd nyomonkovetése. Erre a feladatra az egyik leghatékonyabb modszer a DNS
(dezoxiribonukleinsav) in situ hibridizacio, melynek soran ismert szekvencidkat hordozo
repetitiv DNS szakaszokat (FISH: fluoreszcens in situ hibridizacio), vagy az azonositani kivant
genom teljes DNS-ét (GISH: genomi in situ hibridizacio) hasznaljuk probaként. A fluoreszcens
festékkel jelolt probdkat az egyes generaciok ndvényeibdl készitett kromoszoémapreparatumokra
hibridizalva kromoszéma-, illetve genom-specifikus mintazatot detektalhatunk, mely a buza és
az idegen kromoszomak azonositasat teszi lehetévé. Az azonositashoz az ismert buiza FISH
kariotipus mellett sziikséges az idegen kromoszomak kariotipusat is elkésziteni, hogy az

utédnemzedékekben az idegen kromatin kénnyebben azonosithatéva valjon.

1.1 Célkitiizések

Kutatomunkank célja a T. timopheevii vad rokon buizafaj hasznos tulajdonsagainak kiaknazasa a

buzanemesitésben, amit a kovetkez6 feladatok kidolgozasaval kivantunk megvaldsitani:

e Az MTA Agrartudomanyi Kutatokdzponthoz (MTA ATK) tartoz6 Martonvasar Gabona
Génbankban tarolt T. timopheevii tételek jellemzését kovetSen kivalasztani azt a genotipust,
amivel egy tobbirany biza elénemesitési programot indithatunk, mely soran vizsgaljuk a
hibridek ellenallosagat is a buza f6bb gombakorokozoival szemben,

e E kivalasztott T. timopheevii genotipus és a martonvasari MTA ATK Mezogazdasagi
Intézetében korabban nemesitett alakor torzs felhasznalasaval uj T. timopheevii x T.
monococcum amfiploid 1étrehozésa, részletes morfoldgiai, agrondémiai €s molekularis
citogenetikai jellemzése, valamint a buza elénemesitési programba torténd bevezetése,

e A martonvasari intézetben korabban eldallitott, T. timopheevii kromoszomat hordoz6 addicios
buza genetikai anyag Iétrehozasat eredményez6 elénemesitési program folytatasa,

e Az ecldnemesitési program soran a buzaba beépiilt T. timopheevii és T. monococcum
kromoszomak, kromoszoémaszakaszok nyomonkdvetésére alkalmas molekularis citogenetikai
modszerek (FISH, GISH) fejlesztése €s optimalizalasa, tovabbd, az idegen kromoszomak

azonosithatosaganak megkonnyitésére a T. timopheevii FISH Kariotipusanak elkészitése.
8
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2 TRODALMI ATTEKINTES
2.1 Az 6szi buza evolucioja és génforrasai

2.1.1 Szarmazas

A buza (Triticum aestivum L.) a Poaceae (perjefélék) csalad Pooideae (perjeformak) alcsalad
Triticeae nemzetségcsoportjanak Triticum nemzetségébe tartozo novényfaj. E 26 nemzetségbdl
allo, gazdasagilag jelent6és fajokat (pl. buza, rozs, arpa, tritikale) is tartalmazod csoportba kozel
100 egyéves és négyszer annyi éveld fifajt sorolunk, melyek nagyban hozzajarultak az emberi
civilizacio, életminéség és élelmezésbiztonsag fejlodéséhez (Wang és Lu 2014). A Triticeae
fajok tobbsége az emberi civilizacio bolcs6jének szamitod, a Tigris és Eufratesz folyok, valamint
a Foldkozi-tenger Kozel-Keleti partvidéke altal hatarolt teriiletr6l szarmazik, melyet ,, Termékeny
Félhold” néven is ismeriink (Salamini et al. 2002).

A blza evolicidoja koriilbelil 3 millio évvel ezelott kezdddott, amikor a Triticeae
nemzetségcsoport fajainak kozos 6sébol kialakultak a kiilonbozd nemzetségek (melyekre
altalanosan jellemz6 az azonos alapkromoszomaszam: n=1x=7), koztik a Triticum és az
Aegilops els6 diploid fajai (Sakamura 1918, Gill et al. 2007). A hexaploid (2n=6x=42) btiza 3
genomjat e 2 nemzetséghez tartozo diploid (2n=2x=14) fajok adtak, melyek korilbeliil 1 millio
éve alakultak ki. Ekkor jott létre a T. monococcum L. (A"A™) és a T. urartu Tumanian ex
Gandilyan (A"A"), valamint az Aegilops tauschii Coss. és az Aegilops Sitopsis szekcidjaba
tartozo fajok, melyek természetes hibridizacioja kovetkeztében alakultak ki késébb a magasabb
ploidszintti Triticum fajok (Gill et al. 2007). Az els6 vad tetraploid fajok 0,1-0,5 millio évvel
ezeldtt alakultak ki a B illetve G genomok 0Osi donorfaja(i) és a T. urartu keresztez6désébol
(Huang et al. 2002). Szamos korabbi kutatas igazolta, hogy mind a B, mind a G genom az Ae.
speltoides Tausch faj S genomjaval mutatja a legnagyobb hasonlosagot (pl. Sarkar és Stebbins
1956, Dvorak és Zhang 1990, Tsunewaki 2009), azonban hibridek vizsgalataval e megallapitast
nem lehetett aldtdmasztani, ugyanis a szintetikus durum nem tudott fertilis utédot létrehozni
durumbtiza (T. turgidum subsp. durum (Desf.) Husnot) keresztezési partnerével (Dvorak 1972).
Kloroplasztisz genomikai vizsgalata alapjan (Golovnina et al. 2007), illetve alacsony
kopiaszamu kromoszomaspecifikus, nem kodold DNS szekvenciak vizsgalata alapjan (Liu et al.
2003) késébb megallapitottak, hogy a B és a G genom feltehetden eltéré Aegilops
genotipusokbdl szarmazik, azonban mind a vad tonke (T. turgidum subsp. dicoccoides Korn. ex
Asch. & Graebn.), mind a vad T. timopheevii (T. timopheevii subsp. armeniacum (Jakubz.)

MacKey (syn. Triticum araraticum Jakubz.)) kialakulasaban a rendkiviil variabilis Ae. speltoides
9
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kiilonb6z6 valtozatai vehettek részt. E variabilitas kérdését tovabb fokozzak evolucids genomikai
vizsgalatok eredményei, melyek alapjan mind az Aegilops Sitopsis szekcidjaba tartozo fajok,
mind pedig az 0si tetraploid fajok egy kozds 0si B genomot hordozé diploid fajbol alakulhattak
ki (Rai et al. 2012).

Az irodalomban leginkabb elterjedt genomfelirasi forma (pl. AABBDD, AABB vagy AAGG)
helyett informativabb a citoplazmat adé genomdonor genomjanak elobbre sorolasaval alkotott
képlet, mert igy az adott tetra- vagy hexaploid faj kialakulasdnak torténetét is tiikrozi a
genomszerkezet (Kilian et al. 2007).

Van Slageren (1994) besorolasa alapjan, a buza (BBA"A'DD) mellett a Triticum nemzetség
hexaploid faja még a T. zhukovskyi Men. et Ericz. (GGA'A'A™A™), mig a diploid Triticum fajok
korét a T. urartu (A"A") és az alakor, a T. monococcum (A™A™) alkotjak. A vad alakor (T.
monococcum L. subsp. aegilopoides (Link) Thell.) 12 000 évvel ezelotti termesztésbe vonasa
kovetkeztében alakult ki az emberiség elsé kalaszos gabonaja, a termesztett alakor (T.
monococcum L. subsp. monococcum). A tetraploid (2n=4x=28) Triticum fajok ko6zé a BBA"A"
genommal rendelkez6 — tobbek kozott a durumbuza és a termesztett tonke (T. turgidum. subsp.
dicoccum (Schrank ex Schiibler) Thell.) 6seként ismert — vad tonke (T. turgidum subsp.
dicoccoides), valamint a GGA'A' genomszerkezetii T. timopheevii tartozik. Ez utobbi fajnak is
van vad (T. timopheevii subsp. armeniacum) és termesztett (T. timopheevii subsp. timopheevii
Zhuk.) alfaja, valamint ez utobbinak egy csupasz szemil mutacidja is, melyet eldszor kiilon
fajként (T. militinae Zhuk. et Migusch.) irtak le, majd 1979-ben botanikai fajta (T. timopheevii
var. militinae Zhuk. et Migusch.) besorolast kapott (Hammer et al. 2011).

2.1.2 Kialakulas

A vad tonke és a vad T. timopheevii kialakulasdhoz vezet6 elsé hibridizacio soran feltehet6en a
szliléket képviseld 2 diploid faj utddjaiban redukalatlan ivarsejtek alakultak ki, melyek késébb
duplazodott genomu tetraploid utédokat eredményeztek (Jauhar 2003). A vad tonkét (az
vontak termesztésbe kozel 10 000 évvel ezelott (Salamini et al. 2002). A kovetkez6 hibridizacios
1épés koriilbeliil 8 000 évvel ezelott kdvetkezett be, amikor a vad tonke egyik termesztett alfajat,
legnagyobb valosziniiséggel a csupasz szemi durum buzat, a diploid kecskebtiza, az Aegilops
tauschii (2n=2x=14, DD) termékenyitette meg, és a tetraploidok kialakulasahoz hasonléan a
triploid hibridekben 1étrejott redukalatlan nd- és himivarsejtek hexaploid utodot eredményeztek

(Matsuoka és Nasuda 2004). A hibridizaciét kovetdéen az 0j amfiploidban a nem kodolo,
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kromoszoéma- vagy genomspecifikus DNS szekvencidk mar az elsé néhany generacioban
eliminalodnak, mig a természetben nem fellelheté amfiploidok esetében ez a folyamat lassabban
jatszodik le (Ozkan et al. 2001). Az eliminaldédasi folyamat eredményeként a homeolog
genomok kozotti genetikai hasonlosag csokken, mely elésegiti ezekben az allopoliploid fajokban
a diploidokra jellemz6 homolog kromoszomaparosodast (Feldman et al. 1997). Az
allopoliploidizaci6 soran az 10j hibrid génmuikddésének harmonizacidja is bekdvetkezik
(géneliminacid, neofunkcionalizacid, géncsendesités, génaktivalas), mely eredményeként az
amfiploid (pl. az allohexaploid buza) teljes értékil, stabil, genetikai értelemben vett diploid
fajként tud a természetben meghonosodni (Feldman és Levy 2009). Az allopoliploid névények
altal hordozott kiilonb6z6 genomok kozotti transzlokdciok kialakulasa a faj evoltcids fejlodését
segitik eld (Feldman ¢és Levy 2005). Ezek a transzlokaciok gyakran megtaldlhatok az
allopoliploid Triticum és Aegilops fajokban, melyet citogenetikai vizsgalatokkal is tobben
igazoltak (pl. Linc et al. 1999, Badaeva et al. 2007, Molnar et al. 2011).

Az elsd kaldszos gabondk tudatos termesztése kovetkeztében a nem torékeny kaldszorsoju,
mutans egyedek (br allél) aranya fokozatosan nétt, mig végiil a populacidban mar nem volt
fellelhet6 a vad tipusokra jellemz6 torékeny kalaszorsoja, Br allélt hordozo egyed. Ezzel a nem
tudatos szelekcioval alakulhatott ki a vad alakor, a vad tonke és a vad T. timopheevii termesztett
valtozata. A tonke pelyvalevél- (Tg allél) és kalaszalak-mutacidja (q allél) kovetkeztében alakult
ki a csupasz szemi (tg allél), tomott kalasza (Q allél), nagyobb szemméretii, jol csépelhetd
durumbtiza (brbrtgtgQQ), majd a hexaploid kenyérbtiza (Doebley et al. 2006, Li és Gill 2006,
Gill et al. 2007, Charmet 2011, Sormacheva et al. 2015). A domesztikaciot leginkabb a Q gén
mutacidja tette lehetévé, mivel ennek nemcsak a kaldszalakra van hatdsa, hanem egyféle
els6dleges génként a tobbi agronodmiailag fontos tulajdonsagot (csépelhetdség, nem torékeny
kalaszorsod, novénymagassag, kalaszolasi erély) szabalyozo gén miikodését is befolyasolja (Faris
et al. 2003, Sormacheva et al. 2015). A buzatermesztés teriileti terjeszkedésével, a hidegebb
éghajlatokhoz adaptalodott populaciokban megjelentek a vernalizacios (Vrnl, Vrn2 és Vrn3) és
nappalhossz (Ppd) érzékenységet mérsékl vagy megsziinteté génmutaciok, emiatt alakulhatott
ki a buza tavaszi tipusa, amely vernalizaciotol és nappalhossztol fliggetleniil is képes generativ

fazisba 1épni (Peng et al. 2011).

2.1.3 A buza génforrasai

A novényfajokba gazdasagi €s nemesitési szempontbdl elényds, 11j tulajdonsagok épithetok be

azok rokonsagi korébe tartoz6 mas fajokkal torténd keresztezés utjan (Heszky 1970). Ezeket a
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rokon fajokat ezért génforrasnak nevezziik, melyek a bliza esetében harom csoportba sorolhatok
genomszerkezetiik alapjan (Friebe et al. 1996):

e A buza els6dleges génforrasai az alfajai (pl. T. aestivum subsp. spelta (L.) Thell.
(tonkoly), T. aestivum subsp. compactum (Host) MacKey, T. aestivum subsp. macha
(Dekapr. & Menabde) MacKey) mellett a vele homolog genomot (B, A, D) hordozo di-
¢s tetraploid fajok vad és termesztett valtozatai, melyekbdl a génatvitel elsdsorban
kozvetlen keresztezés, homoldg rekombinacio, visszakeresztezés, valamint szelekcid
egymast kovetd elvégzésén alapszik. Ide soroljuk az A genommal rendelkez6 T. urartu és
T. monococcum fajt, a BA" genommal rendelkez6 tonkét és durumbizat, valamint a T.
turgidum L. faj tobbi alfajat, tovabba a D genom donorjat, az Ae. tauschii fajt, melyekbdl
mar tobb, biotikus rezisztenciat javitd gént sikeriilt beépiteni a buzaba (Friebe et al.
1996).

e A buza masodlagos génforrasai k6z¢é soroljuk azokat a fajokat, amelyeknek legalabb egy
genomja homoldg, illetve kozel azonos a buzaéval. Ebbe a csoportba tartoznak az
Aegilops nemzetség Sitopsis szekcigjat alkotod diploid fajok (Ae. speltoides, Ae. searsii
Feldman & Kislev ex K. Hammer, Ae. bicornis (Forsskédl) Jaub. & Spach és Ae.
longissima (Schweinf. & Muschl. in Muschl.) Eig), melyek a B genom 0Osének
feltételezett S genom kiilonb6z6 evolicios variansaival rendelkeznek. Masodlagos
génforras még a B genommal szintén kozel homolog G genomot hordozo tetraploid T.
timopheevii vad és termesztett alfaja és a hexaploid T. zhukovskyi is, mely fajok A'
genomja, az alakor A™ genomjihoz hasonldan, szoros hasonlésagot mutatnak a buza A"
genomjaval, de nem azonosak vele. Itt jegyezném meg, hogy Friebe et al. (1996) logikaja
szerinti felosztas a T. monococcum masodlagos génforrasok kozé sorolasat indokolna. Az
els6dleges génforrasokhoz hasonléan e fajokbol is tobb hasznos rezisztenciagén
szarmazik, melyeket homoldg rekombinacié utjan tudtak hasznositani a buzanemesitok
(Mclintosh 1983).

e A buiza harmadlagos génforrasai kozé a vele nem homolog genomot hordozo6 Triticeae
nemzetségcsoport fajai tartoznak, mint példaul a Hordeum (arpa), a Secale (rozs) vagy az
Agropyron (tarackbuza) nemzetség tagjai. A nem homoldg genomok kozotti
rekombinacié hianya miatt a kromoszoma-parosodast mesterségesen kell indukalni. A
buzaval vald keresztezés utdn kialakuld embrié altaldban életképtelen, ezért
embridkultarat is sziikséges alkalmazni, amely megneheziti e fajok elénemesitésben valo
felhasznalasat.
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2.2 Triticum timopheevii

2.2.1 Szarmazasa, jellemz0i

rom

A vad T. timopheevii feltehetéen késobb alakulhatott ki, mint a vad tonke, és a ,, Termékeny
Félhold” keleti él6helyeit, valamint észak felé htizodva a Kaukazus hegység vidékét foglalta el

(1. abra) (Zohary 1999, Zohary et al. 2012).

-g‘ﬁa'ﬂra n
e

1. abra A Triticum turgidum subsp. dicoccoides (piros) és a Triticum timopheevii subsp. armeniacum

(z61d) génbanki tételeinek f6bb gyljtési helye a Triticum fajok bolcsdjeként ismert, Kozel-keleti
Termékeny Félhold (kék szaggatott) teriiletén és az azt Gvezd régidban. A di- és tetraploid Triticum fajok
domesztikaciojanak helyét a KD jelzés (Karacadag hegység) mutatja (Zohary 1999 nyoman, miitholdkép
forrasa: Google Earth 2015)

Az Aegilops speltoides és a Triticum urartu hibridizacidja a vad tonke kialakulasahoz hasonléan,

rom

am néhany szazezer évvel késobb zajlott le, ezért az ezt kovetd DNS szekvencia-eliminalodasi és
génharmonizacios folyamat eredményeként 1étrejott tetraploid faj mar kissé eltéré genomokkal
(GGA'A"Y) rendelkezett, mint a vad tonke (BBA'A"). A tonke- és durumtermesztés folyamatos
térnyerése elérte a Kaukdzus hegység vidékét is, ahol a helyi flora tagjaként a tonkefoldeken

gyomként volt jelen a vad T. timopheevii, amely igy bekeriilhetett a termesztési korforgasba, és a
13
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tonke szemekkel valdo kozos kezelése és szelekcidja kovetkeztében megtorténhetett a spontan
domesztikacidja (Nesbitt és Samuel 1996). A termesztett tonkében €s alakorban bekdvetkezett
génmutaciok a T. timopheevii fajban is lejatszodtak a spontan domesztikacioja soran, igy alakult
ki a mai Nyugat-Gruzia teriiletén a termesztett T. timopheevii (mas néven zanduri btza), majd
ezt kdvetéen annak az alakorral alkotott természetes hibridje a T. zhukovskyi (Kilian et al. 2009).
Egy masik elképzelés szerint a vad és a termesztett alfaj kialakulasa két kiilonb6zd hibridizacios
folyamat eredménye, melyet Takahashi et al. (2010) evolicios genomikai vizsgalattal igazoltak.
Eszerint a termesztett alfaj, a vad alfajtol eltéréen, nem az Ae. speltoides fajbol alakult ki, hanem
a Sitopsis szekcié masik harom fajanak egyikébdl.

A T. timopheevii-t el6szor Zhukovsky (1923) irta le, am akkor még a vad tonke egyik
valtozatanak tartotta. Azonban a kaldszain, levelein és szarain megfigyelhetd dus szérozottsége,
valamint a szalkas kaldszok lapos, deltoid forméja miatt 6t évvel késébb mar uj fajként ismertette

(2. abra) (Zhukovsky 1928).

2. abra A Triticum timopheevii vad (subsp. armeniacum, balra) és termesztett (subsp.

timopheevii, jobbra) alfajanak kalaszai viragzas utani (z6ld) és érett (barna) allapotban
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Ez az Gjonnan leirt faj hamar felkeltette a rezisztenciakutatok és a buzanemesitok érdeklddését
is, mivel kimagaslo -ellenallosdgot mutatott a buzat fertéz6 fobb gombabetegségekkel
(lisztharmat, levélrozsda, szarrozsda) szemben (Pridham 1939, Shands 1941, Hart 1943), mely
munkaval egyidejlileg egy 0j genom, a G genom tanulmanyozasat is elkezdték (Allard 1949).

Mivel a T. timopheevii termesztési korzete csak a Kaukazus hegység vidékét foglalja magaba,
ezért morfoldgiai és genetikai kiilonbségek is csak kis mértékben alakulhattak ki az egyes
valtozatai kozott (Badaeva et al. 1994a, Brown-Guedira et al. 1996). Ezzel szemben a vad 6se
(T. timopheevii subsp. armeniacum) nagyobb elterjedési teriilettel (1. abra) és diverzebb
genetikai hattérrel rendelkezik (Badaeva et al. 1994b, Brown-Guedira et al. 1996), azonban
felhasznaldsa a nemesitésben nehézkes, mivel a buzéaval alkotott hibridjei kevésbé fertilisek

(Shands 1941).

2.2.2 Kialakuldsanak folyamata

A T. timopheevii kialakulasat eleinte a tonke kialakulasaval azonos folyamatnak vélték
(monofiletikus elmélet), melynek csak a végén valt el egymdastdl a 2 faj a kiilonbozo
kromoszéma-atrendezddések kovetkeztében (Gill és Chen 1987). Azonban a difiletikus
kialakulédst, azaz a kiilonallo hibridzizacidés utat tadmasztjdk ald a 2 fajban 1évo eltérd,
fajspecifikus transzlokaciok, illetve a heterokromatin-eloszlasban megfigyelt kiilonbségek (Jiang
¢és Gill 19944, Salina et al. 2006, Badaeva et al. 2010). Tobb filogenetikai kutatas is igazolta,
hogy a T. timopheevii G genomja az Aegilops speltoides S genomjabol szarmazik (Feldman
1966, Shands és Kimber 1973, Dvorak és Appels 1982, Nath et al. 1983, Dvorak és Zhang 1990,
Jiang és Gill 1994b, Salina et al. 2006, Takahashi et al. 2010). Kloroplasztisz DNS (cpDNS)
vizsgalatok nemcsak azt igazoltak, hogy a T. timopheevii cpDNS-¢ hasonlé az Aegilops
speltoides fajéhoz (mig a tonkéé ezektdl eltérd), hanem egyben azt is, hogy nagy valdszintiséggel
az Ae. speltoides anyai sziildpartnerként, mig a T. urartu pollenadoként vett részt a T.
timopheevii kialakulasaban (Ogihara és Tsunewaki 1988, Jiang és Gill 1994b). Emellett
molekularis vizsgalatokkal is alatamasztottak a tonke és a T. timopheevii kiilonb6z6 eredetét,
mely kdvetkeztében genomjaik kariotipusa is eltéré (Badaeva et al. 1986, Shcherban et al. 2004,
Salina et al. 2006). Citologiai kutatasok soran a 2 tetraploid faj kromoszomain végzett N- és C-
savozas, valamint fluoreszcens in situ hibridizaci6 (FISH) eredményeként kialakitott
kariotipusok is kiilonbozonek bizonyultak (Salina et al. 2006). Dobrovolskaya et al. (2009)
kimutattak, hogy a vad tonke és a vad T. timopheevii kialakulasa kozott eltelt kozel 200 ezer év

soran az A genom donor T. urartu dsét ért mutacids valtozasok, valamint az ) amfiploidizacio
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eltéré lefolyasa eredményeként johettek 1étre az egyes A" és A homeolog kromoszomak kozotti
kiilonbségek. A T. timopheevii G kromoszomainak vizsgalata soran megallapitottak, hogy azok a
biza B kromoszomaktdl heterokromatikus szerkezetiikben illetve a rajtuk talalhato
transzlokacios helyekben kiilonboznek (Hutchinson és Miller 1982). Tébb kutatas is ravilagitott
a T. timopheevii kromoszoémain megtalalhato fajspecifikus transzlokaciokra, melyek populaciotol
fliggetlentil vannak jelen, és 6roklédnek tovabb (Jiang és Gill 1994a, Salina et al. 2006, Badaeva
et al. 2010).

2.2.3 Triticum timopheevii és szarmazékai a génbankokban

A buza B genomjaval viszonylag jol konjugaloddé G genommal rendelkezd génbanki tételek
nagymértékben novelhetik a bizanemesitési bazis genetikai diverzitasat (Feldman 1966), ezért
azok fenntartdsa és nemesitési programba vald beépitése hozzédjarulhat a buzafajtak tovabbi
fejlesztéséhez. A buza rokonsagi korébe tartozé G genomu fajok kiilonboz6 helyekrdl begytijtott
genotipusait, illetve a bel6liik eldallitott szintetikus amfiploidokat (Triticum timococcum Kost.,
nom. nud. GGA'A'ATA™; T. kiharae Dorof. et Migusch., GGA'A'DD; T. miguschovae Zhir,
GGA'A'DD; T. flaksbergeri Navr., GGA'A'BBA'A": T. fungicidum Zhuk. (syn. T. soveticum
subsp. fungicidum Zhebrak), BBA"A"GGA'A"; T. timonovum Heslot et Ferrary, GGA'A'GGA'A")
fenntarté eurdpai génbankok ko6zOs adatbazisa (European Wheat Database) szerint a Magyar
Tudomanyos Akadémia Agrartudomanyi Kutatokozpontjahoz (MTA ATK) tartozéo Martonvasar
Gabona Génbank rendelkezik a legtobb G genomot tartalmazd génbanki tétellel (110 tétel: az
adatbazis G genomu tételeinek 21%-a), igaz ebbdl 50 tételt a T. timonovum amfiploid
bizonytalan szarmazast torzsei tesznek ki (1. tablazat). A génbank egykori kuratora, Dr. Kovacs
Géza is kiemelt figyelmet forditott a T. timopheevii tételek és a beldliik eléallitott amfiploidok
vizsgalatara €s buzanemesitésben vald hasznosithatdésagara, mely munka jelen kutatdsunkat
alapozta meg. A magyarorszagi G genomu tételek gazdag korét boviti a tapidszelei Novényi
Diverzitas Kozpontban fenntartott 8 T. timopheevii tétel. A martonvasari génbankon kiviil
jelentds gylijtemény talalhatd Németorszagban (95 tétel, IPK, Gatersleben), Oroszorszagban (81
tétel, VIR, Szentpétervar) és Csehorszagban (60 tétel, VURV, Praga).

A szintetikus fajokat figyelmen kiviil hagyva, a G genommal rendelkezd botanikai taxonok (T.
timopheevii subsp. timopheevii, T. timopheevii subsp. armeniacum, T. timopheevii var. militinae,
T. zhukovskyi) tekintetében az MTA ATK a cseh génbankkal (VURV) kozel azonos szamu tételt
tart fenn, mig Oket az IPK (85 tétel) és a VIR (76 tétel) el6zi csak meg ezen a téren.
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1. tablazat A G genomot tartalmazé Triticum fajokat (Triticum timopheevii subsp. timopheevii,
T. timopheevii subsp. armeniacum, T. timopheevii var. militinae, T. zhukovskyi) és amfiploidokat
(T. timococcum, T. kiharae, T. miguschovae, T. flaksbergeri, T. fungicidum, T. timonovum)
fenntartd fobb ecurdpai génbankok a European Wheat Database (EWDB) alapjan (2015).

Sziirkével az MTA ATK jelenlegi tételszama (tételszamok sorrendje a cimben kozolt sorrend

szerint)
, e s Osszes tételszam G - faj G - amfiploid
Genban‘l;;)l:;;llgl:z ;;; l:’t,eoif,:o,()EWDB (sajat génbanki tételszam tételszam
& ¢ tételek aranyaban) | (taxononként) | (taxononként)
A 'rt'\ﬂZA vi | JELENLEGI 118 (0.88%) 29 &2
grartudomany1 ' (35/13/3/4) | (10/1/3/0/0/49)
Kutatékozpont
(MTA ATK),
Martonvasar, EWDB Ok 56 o4
Magyarorszag SZERINTI 110 (13.10%%) | 20/16/6/5) | (0/1/3/0/0/50)
(MVGB)
Novénygenetikai- és Novénytermesztési 85 10
Kutatéintézet (IPK), Gatersleben, 95 (0.33%)
Németorszig (IPK) (15/61/3/6) (0/0/0/0/713)
N.I. Vavilov Novénytudomanyi 76 5
Kutatointézet (VIR), Szentpétervar, 81 (0.22%) (41/32/2/1) (0/0/1/1/2/1)
Oroszorszag (K)
Novénytermesztési Kutatointézet 60 (0.50%) 54 6
(VURYV), Praga, Csehorszag (RICP) ' (5/46/1/2) (0/1/2/1/211)
K. Malkov Novényi Génforrasok 40 (0.31%) 34 6
Intézet (IRGR), Sadovo, Bulgaria (BG) O (22/5/3/4) | (1**/1/0/0/3/1)
Novénynemesitési és 17 1
Novényakklimatizacios Intézet (IHAR), 18 (0.17%)
Radzikow, Lengyelorszag (PL) (15/1/71/0) (0/1/0/0/0/0)
Gabonatermesztési Kisérleti Intézet 16
(CRA), Sant'Angelo Lodigiano, 16 (0.32%) (71210/7) 0
Olaszorszag (ITASAL)
Allami Névénytermesztési 14 1
Kutatokozpont Changins (Agroscope), 15 (0.19%)
Nyon, Svijc (RAC) (9/3/0/2) (0/0/0/0/1/0)

* Blizanemesitési torzsgyljtemény nélkiil

** AT. timococcum tételrdl sajat vizsgalataink kideritették, hogy valéjaban T. monococcum
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Az MTA ATK 110 tételes gylijteménye azonban kisebb valtozason is atesett az adatbazis
(European Wheat Database) feltoltését kovetd tobb mint egy évtized soran, melynek
eredményeként a T. timopheevii termesztett alfajabol hattal tobb, a vad alfajabol és a militinae
valtozatabol 3-3-mal kevesebb, tovabba a T. zhukovskyi tételekbdl eggyel kevesebb és az
amfiploidokbo6l Kilenccel tobb van jelenleg a génbankban, mely utobbi novekedés a jelen
dolgozatban ismertetend6 T. timocococcum torzsek eldallitasanak az eredménye (1. tablazat).
Vilagviszonylatban 37 génbank Osszesen 1901 T. timopheevii génbanki tételt tarol a subsp.
timopheevii (607 tétel) és a subsp. armeniacum (1294 tétel) alfajbol, tovabba 64 tételt a T.
zhukovskyi fajbol. A G genomot tartalmaz6 szintetikus amfiploid genotipusokbol dsszesen 51
tételt Oriznek ezek a génbankok (Kniipffer 2009).

2.2.4 Szerepe a rezisztencianemesitésben

Hazankban a buza két legelterjedtebb biotrof gombabetegsége a vords, vagy mas néven
levélrozsda (Puccinia triticina Eriks.) és a lisztharmat (Blumeria graminis (DC.) Speer f. sp.
tritici Em. Marchal), melyek az asszimilacios feliilet csokkentése és él6skodo életmodjuk miatt,
jarvanyos években 20-50%-kal is csokkenthetik a termést. Ennél is nagyobb termésveszteséget
okozhat a hazankban ritkan fellépd sargarozsda (Puccinia striiformis West.) jarvany, mely
legutobb 2014-ben pusztitott. A mult szédzad elsé feléig a legjelentdsebb buzakarosito, a
szarrozsda (Puccinia graminis Pers. f. sp. tritici Eriks. & E. Henn.) Magyarorszagon jelenleg
kisebb jelentdségii, de a jarvanyoknak kitett régiokban 100%-os terméskiesést is okozhat. A
nekrotr6f  korokozok (pl. Fusarium spp., Pyrenophora spp., Mycosphaerella spp.)
fitotoxinjaikkal gyengitik a gazdanvényt, ami az asszimilacios feliilet nekrotizalodasat koveten
termésveszteségben (= 40%) is megnyilvanul. A terméskiesés ennél még jelentdsebb is lehet a
kalaszfuzarium (Fusarium graminearum Schwabe, Fusarium culmorum (W.G.Sm.) Sacc.)
esetében, ugyanis a korokozok altal termelt toxinok emberi fogyasztasra alkalmatlanna tehetik a
terményt. A biotrof és nekrotréf koérokozok ellen az egyik leghatasosabb védekezési mod a
rezisztens fajtdk nemesitése, mivel a karositas mértéke a kornyezeti feltételek mellett nagyban
fligg a gazdanovény genetikailag kodolt ellenalld képességétdl is (Szunics és Szunics 2010). A
buzatermesztés gazdasagossaga, biztonsaga és fenntarthatdosaga nagymértékben csak a
rezisztencianemesités folyamatos fenntartasaval biztosithatd, amelyet a kiilonféle gombafajok
ujabb és ijabb virulens rasszainak megjelenése tesz sziikségessé (Lang és Bedd, 2006).

A buzaval rokon fajok felhasznéldsaval eddig mar tobb, rozsdarezisztencidért felelds gént

sikeriilt beépiteni modern buzafajtakba. Napjainkig az Aegilops (Ae. umbellulata Zhuk. — Lr9;
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Ae. speltoides — Lr35, Lr47, Lr51, Lr66, Sr32, Sr39 és Sr47; Ae. tauschii — Lr39, Lr40, Sr33,
Sr45 és Sr46; Ae. kotschyi Boiss. — Lr54; Ae. sharonensis Eig — Lr56; Ae. triuncialis (L.) A.
Love — Lr58; Ae. peregrina (Hackel in J. Fraser) Maire & Weiller — Lr59; Ae. geniculata Roth —
Sr53; Ae. ventricosa Tausch — Sr38; Ae. comosa Sm. in Sibth. & Sm. — Sr38), a Thinopyrum (Th.
ponticum (Podp.) Barkworth & D. R. Dewey — Lr19, Lr24, Lr29, Sr24, Sr25, Sr26, Sr43 és
Sr44), a Secale (S. cereale L. — Lr25, Lr26, Lr45, Sr27, Sr31 és Sr50), valamint a Triticum (T.
turgidum subsp. dicoccoides — Lr53, Lr64 és Sr2; T. monococcum — Lr63, Sr21, Sr22 és Sr35)
nemzetséghez tartozd fajokbol épitettek be levélrozsda (Lr) és  szarrozsda (Sr)
rezisztenciagéneket a bliza genomjaba. A buza sargarozsda ellenallosagat S. cereale (Yr9), T.
turgidum (Yr15), Ae. tauschii (Yr24) és Haynaldia villosa (Yr26) eredetii rezisztenciagénekkel
javitottak (Purnhauser 2006, KOMUGI 2015). Buzalisztharmat rezisztenciaért felelés géneket is
sikerrel épitettek be a buzafajtakba Aegilops fajokbol (Ae. speltoides — Pmi2, Pm32 és Pm53;
Ae. longissima — Pm13; Ae. tauschii — Pm19, Pm34 és Pm35; Ae. geniculata — Pm29), valamint
a S. cereale (Pm7, Pm8, Pm17 és Pm20), a Th. ponticum (Pm40, Pm43 és Pm51), a T. turgidum
(Pm4, Pm5, Pm16, Pm26, Pm31, Pm36, Pm42, Pm49 és Pm50), a T. monococcum (Pm25) és a
Haynaldia villosa (Pm21) fajokbol (Bennett 1984, KOMUGI 2015). Ezek koziil is kiemelkedik a
hazai viszonyok kozott teljes védelmet ado Pm21 gén, melyet a 6AL/6VS transzlokacidval
épitettek be buzaba, ¢és az igy kapott buzatérzsek (pl. T. aestivum ’Nannong-02Y23’)
felhasznalasaval Martonvasaron is folyik egy igéretes rezisztencianemesitési munka (Komaromi
et al. 2014).

A buzanemesitok mar tobb évtizede hasznaljak a T. timopheevii vad és termesztett alfajat a
kiilonb6z6 gombabetegségek elleni kiemelkedden jo ellenalloképességiik miatt, melynek
eredményeként mar tobb, lisztharmat-, levélrozsda- és szarrozsda elleni rezisztenciagént sikertilt
beépiteni a modern buzafajtakba. Ezidaig négy lisztharmat-, négy levélrozsda- és harom
szarrozsda-rezisztenciat kodold, T. timopheevii eredetti gént, valamint néhany nagy hatasu,
kvantitativ tulajdonsagot meghatarozo lokuszt (QTL) irtak le buizaval alkotott hibridekben. A
rezisztencianemesitOk tobbsége elsé Iépésben T. timopheevii kromoszémakat hordozo
szubsztitlicios vonalakat allitott el6 buza hattérben, majd ezeket hasznalva vitt at j
rezisztenciagéneket a bizaba (Brown-Guedira et al. 1996, Badaeva et al. 2000, Gordeeva et al.
2009). Szamos kutatas igazolta, hogy a buza x T. timopheevii hibridekben a lisztharmat-
rezisztenciat foként a 2G és 6G kromoszomdk, vagy azok részeinek beépiilése, mig a
levélrozsdaval szembeni ellenallosagot a 2A", 2G, 5G és 6G kromoszomak jelenléte vagy ezek

meghatarozott szakaszainak transzlokalodasa okozza (pl. Mclntosh és Gyarfas 1971, Mclntosh
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1983, Badaeva et al. 2000, Jarve et al. 2000, Brown-Guedira et al. 2003, Gordeeva et al. 2009,
Leonova et al. 2010). A lisztharmat és rozsdabetegségek mellett a buza kalaszfuzariuma és
egyéb, levélfoltossagot okozod betegségek lekiizdésére is folynak kutatisok a T. timopheevii
felhasznalasaval (Ma és Hughes 1995, Masar et al. 2010).

2.2.4.1 Lisztharmat rezisztencia

A T. timopheevii felhasznalasaval az elsé lisztharmat elleni géneket egy ’lllinois No.1’ x
’Chinese Spring’ populaciobol szelektalt buzatorzsbe épitették be (Allard és Shands 1954),
melyben késébb Jargensen és Jensen (1972) az 5D kromoszomara térképezett Pm2 gén
(McIntosh és Baker 1970) mellett egy 01j gént is azonositott, a 2B kromoszoméan Pm6 néven. A
Pm6 T. timopheevii eredetét tamasztja ala, hogy a korabban T. timopheevii kromatint tartalmazo
nemesitési buzatorzsekben leirt Sr36 szarrozsda-rezisztencia génnel kapcsoltan 6roklédik
(Mclntosh és Gyarfas 1971). Uj, T. timopheevii eredeti, lisztharmat ellenallosagért felelés gént
Jarve et al. (2000) egy Badaeva et al. (1995) altal Iétrehozott, 6G kromatint hordozo
buzatorzsben irtak le Pm27 néven (6B centroméra kozelében). Emellett a buza 7A
kromoszomajara is sikeriilt beépiteni és térképezni két Gjabb T. timopheevii eredetii lisztharmat-
rezisztencia gént, melyek a Pm37 (Perugini et al. 2008), illetve az ideiglenes MIAG12 (Maxwell
et al. 2009) elnevezést kaptak. Csirakori rezisztencia mellett felnéttkori lisztharmat
rezisztenciaért is felel6s nagy hatast QTL-t azonositottak T. timopheevii var. militinae eredetii
transzlokacioban a 4A kromoszoma hosszt karjan egy buza hattérben eldallitott térképezési
populacioban (Jakobson et al. 2006), amelyet késébb QPm.tut-4A néven publikaltak (Jakobson
etal. 2012).

2.2.4.2 Levélrozsda rezisztencia

Tyryshkin et al. (2006) altal vizsgalt 540 Triticum génbanki tétel koziil a T. timopheevii, a T.
zhukovskyi tételek tobbsége, valamint négy vad alakor tétel mutatott nagyfoku csirakori
ellenallosagot a levélrozsdaval szemben. Buza levélrozsddja elleni rezisztenciat kivaltd gént
(Lrl8) eloszor a buza SB kromoszomajaba épitettek be a T. timopheevii felhasznalasaval
(Mclintosh 1983), majd Brown-Guedira et al. (2003) azonositottak egy jabb rezisztencia gént
tObbszordsen visszakeresztezett biza x T. timopheevii hibridekben a 2B kromoszéma hossza
karjan, és Lr50 névvel publikaltak. E két génen kiviil, hasonloan létrehozott introgresszios
torzsekben sikeriilt még 2 0j levélrozsda-rezisztenciat biztositd gént azonositani a 2A (LrTtl) és

az 5B (LrTt2) kromoszoéma hosszu karjan (Leonova et al. 2004, Leonova et al. 2011). T.
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timopheevii eredetii, levélrozsda rezisztenciat javitd kromoszomaszakaszt azonositottak biiza x
T. timopheevii introgresszids vonal 5A kromoszoémajan, ahol a gén térképezése jelenleg is folyik
(Shulembayeva és Tokubayeva 2014). Davoyan és Ternovskaya (1996) egy T. timopheevii var.
militinae és egy Ae. tauschii keresztezésével eldallitott amfiploid (T. miguschovae) segitségével
vitt at levélrozsda ellenallésagot buzaba, és egy 0j 7G eredetii Lr lokuszt azonositottak a
recipiens fajta 7B kromoszomajan monoszomas sorozattal, azonban a gén pontos leirdsa még
nem tortént meg. Magyarorszagon is felkeltette a kutatok érdeklédését a T. timopheevii
gombabetegségek elleni rezisztenciaja, melynek kiaknazasanak egyik elsé eredményeként 2n=70
kromoszomas allopoliploid buza x T. timopheevii novényeket allitottak eld, majd azok
redukalodott, oktoploid (2n=56) utddait levélrozsda-rezisztencia elénemesitési programokban
hasznaltak fel (Belea 1986, Horvathné Uhrin 2013).

2.2.4.3 Szdrrozsda rezisztencia

Allard és Shands (1954) altal vizsgalt 2 buza x T. timopheevii introgresszios torzs (’C112632” és
’Cl12633) kivalo szintli rezisztenciaval rendelkezett a blza szarrozsdajaval szemben. Ehhez
hasonloan az Ausztralidban eldallitott *Timvera’ és az USA-ban nemesitett *Arthur’ (’CI112633’
szarmazek) buzafajtadk és szarmazékaik is a T. timopheevii fajtol 6rokolték szarrozsda-
ellenallosagukat (Watson és Luig 1958, Patterson et al. 1974). Késobb T. timopheevii génbanki
tételek vizsgalata soran azonositottdk ezeket a szarrozsda-ellenallosagért felelds géneket,
melyeket Sr36, valamint Sr37 néven irtak le (Mclntosh és Gyarfas 1971, McIntosh 1988).
Génbanki anyag vizsgalata soran azt is feljegyezték, hogy a termesztett alfaj (subsp. timopheevii)
tételeinek betegség-ellenallosaga nemcsak a szarrozsdaval, hanem a levél- és sargarozsdaval
szemben is jobb volt, mint a vad alfajhoz (subsp. armeniacum) tartozo tételeké (Mclntosh és
Gyarfas 1971, Tomar et al. 1988). A rezisztens buza x T. timopheevii térzsekben az Sr36 a 2B
kromoszéma rovid karjan levélrozsda-rezisztenciat kodolod, durumbuza eredetii Lr23 génnel,
valamint a lisztharmat-rezisztenciaért felelés, T. timopheevii fajbol szarmazé Pm6 génnel
kapcsoltan fordul el6 (Mclntosh és Dyck 1975, Dyck 1992), mig az Sr37 gént a 4G
kromoszoémarol a 4B kromoszomara atépiilt kromoszémaszegmensben lokalizaltdk (MclIntosh és
Gyarfas 1971, Dvorak 1983). Az Sr36 gént hordozd buzatorzsek eleinte rezisztensnek
bizonyultak a legtobb szarrozsda génnel szemben virulensnek mutatkozo, Gijonnan megjelent
’Ug99’° szarrozsda rasszal szemben (Pretorius et al. 2000), azonban néhany éven beliil ez a gén
sem tudott teljeskorli ellenallésagot biztositani e rendkiviil virulens és gyorsan terjedd

patogénnel szemben (Jin et al. 2007). Az Sr37 gént hordozé buza x T. timopheevii introgresszids
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torzsek még teljes mértékben ellenallnak az *Ug99’ eredetli patotipusok fertézésének, azonban
hatranyuk, hogy a gént sok, a buzanemesités szamara hatranyos tulajdonsaggal kapcsoltan
sikertilt csak atvinni a buzaba, ezért az idegen kromatin méretének csokkentése jelenleg az egyik
legfontosabb feladat (Xu et al. 2008). Dyck (1992) 0j Sr gént épitett be buzaba vad T.
timopheevii felhasznalasaval, amelyet a 2B rovid karjara, kozvetleniil az Sr36/Lr23/Pm6
génklaszter kozelébe térképezett, és Sr40 elnevezéssel publikalt. Ez a gén is hatékony védelmet
nyujt az ’Ug99’ szarrozsda rasszal szemben (Xu et al. 2008). A hazankban fellelhet6 szarrozsda-
rezisztens, T. timopheevii eredetii Sr36/Pm6 génklasztert hordozd buzafajtak tobbségének
pedigréjében megtaldlhatd az amerikai ’Arthur’ buzafajtabol szelektalt *Arthur 71° fajta
(Patterson et al. 1975), melyet a szegedi Gabonakutatd nKft. blizanemesitdi nagyobb aranyban

hasznaltak, mint a martonvasari MTA ATK nemesitéi (Purnhauser et al. 2011).

2.2.4.4 Kalaszfuzarium rezisztencia

A buza kalészfuzariuma vildgszinten jelentds korokozdja a kaldszos gabonaknak. Az ellene valo
védekezést neheziti, hogy a tobbi betegség-ellenallosaggal ellentétben a fuzarium-rezisztencia
nem monogénes tulajdonsdg, hanem tobb genetikai faktor egylittesen hatdrozza meg, melyek
hatdsat a kornyezet is nagymértékben befolyasolhatja (kvantitativ tulajdonsag). A
kalaszfuzarium nemcsak termoképesség csokkenést okozhat, hanem a Fusarium nemzetségbe
tartozd gombafajok altal termelt toxinok (féként trichotecén-vazas ¢és Osztrogénhatasu
vegyiiletek) emberi fogyasztasra alkalmatlanna tehetik a fert6zott termést (Mesterhazy 2006).
Igazan hatékony kémiai védekezés nincs ellene, ezért a legjobb védelmet a fajtak toleranciajanak
novelése jelentheti (Cai et al 2005). Nagyon kevés részlegesen rezisztens tavaszi buzafajta (pl.
’Sumai#3’, ’Nobeokabozu’, ’Frontana’, ’Praag 8’) all a nemesit6k rendelkezésére (Mentewab et
al. 2000, Mesterhazy 2006), ezért az 1980-as évek ota szamos buzaval rokon vad faj
fuzariumellenallosagat vizsgaltak. A kalaszfuzariummal szembeni 1. és II. tipusu rezisztencia,
azaz a fuzarium behatolasanak €s a kaldszorson keresztiili terjedésének mértéke adja a novény
szantofoldi rezisztencidjat, mely tulajdonsag a II. tipusu rezisztencia kiilon értékelésével tovabb
pontosithatd (Puskas 2013). Az adott genotipus ellendllosaganak kialakitdsdban a két
rezisztenciatipus kozel azonos jelentdségli (Bai és Shaner 2004), azonban a II. tipust
rezisztenciaforras az Oszi buzédk korében még a szant6foldi rezisztencianal is korlatozottabb
mértékben all a nemesitok rendelkezésre (Puskds 2013), amely a buza génforrasainak
felhasznalasaval nagymértékben novelhetd. A buza harmadlagos génforrasainak (pl. Agropyron,

Elymus, Secale és Thinopyrum fajok) tobbsége jo szintii ellenallésaggal rendelkezik, azonban a
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rezisztencia buzaba torténd atvitelének nehézségét a tulajdonsag kvantitativ jellege méginkabb
fokozza (Cai et al. 2005). A génatvitel hatékonyabban végezhet6 el a buzaval kozelebbi
rokonsagban allo fajokbol. A Triticum fajok vizsgalata soran megallapitottak, hogy a T.
timopheevii, a T. turgidum ¢és a T. monococcum fajokban azonosithatok kalaszfuzarium-
rezisztens genotipusok, mig az Aegilops fajok koziil az Ae. tauschii volt leginkabb ellenallo
(Fedak et al. 2004, Cai et al. 2005). Ezidaig az idegen faj alapu, fuzariummal szemben rezisztens
fajtacldallitasban leginkdbb a vad tonke genotipusait hasznaltadk fel, azonban egy, a T.
timopheevii-t is a pedigréjében hordoz6 buzafajta (’Stoa’) 2A kromoszémajanak hossza karjan
mérsékelt rezisztenciat okozé QTL-t (QFhs.ndsu-2A) azonositottak, amely a T. timopheevii
fajbol is szarmazhat (Masar et al. 2010). A buza vad rokon fajai, koztiik a T. timopheevii és az
alakor, még hatalmas, kiaknazatlan rezisztenciatartalékokkal rendelkeznek a kalaszfuzariummal

szemben is.

2.2.4.5 Tartos- és felnottkori rezisztencia

Az egygénes (rasszspecifikus) rezisztencia kivalod szintli védettséget biztosithat a korokozo
populacidban megtalalhaté patotipusok kisebb, vagy nagyobb részével szemben, azonban az
ilyen gének, az ezeket hordozo fajtak vetésteriiletének novekedésével rovid idon beliil
elveszithetik hatékonysdgukat, azaz letdrhetnek. EQy blzafajta tartdés rezisztencidjat tobb gén
kombinalasaval (piramidalas) és/vagy nem rasszspecifikus gének beépitésével lehet elérni,
azonban a betegség-ellenallosagot a rezisztenciagének kozotti interakcio is befolyasolhatja
(Komaromi et al. 2006, Kolmer et al. 2009). A rezisztenciagének egy része nemcsak
csirandovénykori, hanem felnéttkori ellenallosagot is biztosit néhany vagy sok patotipussal
szemben, mig néhany gén esetén a rezisztencia csak felndttkorban fejezédik ki, amit felnéttkori
rezisztencianak neveziink (APR: adult plant resistance). A napjainkig a buzaban azonositott
kisszamu, felndttkori rezisztenciaért felelds gén/QTL tobbsége nem rasszspecifikus (horizontalis
rezisztencia), mely hatdsdra a fert6zodés hosszabb latens periddusban, tovabbd enyhébb
tinetekben nyilvanul meg, de tartds rezisztencidt eredményez. Ezt a tlinettipust a
szakirodalomban gyakran lassti rozsdasodasnak, illetve lassi lisztharmat-fertézédésnek is
nevezik. A levélrozsda rezisztencidért felelds DNS szekvencidk koziil ide tartozik a buza 7D
kromoszémajanak rovid karjan 1évé Lr34 gén, az 1B kromoszoma hossza karjara térképezett
Lrd6 gén, valamint egy, az 1B rovid karjan 1évé nagyhatasi QTL (Kolmer et al. 2009). A
lisztharmattal szembeni APR kutatasa soran eddig 1-1 QTL-t azonositottak az 1B (QPm.vt-1B),
2A (QPm.vt-2A) és a 2B (QPm.vt-2B) kromoszoman (Liu et al. 2001), illetve egy tovabbi QTL-t
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az 5D kromoszman, és egy gént (MIRE) a 6A kromoszoéma hosszu karjanak disztalis részén
(Chantret et al. 2000). Az idegen fajok felhasznalasa az APR kutatasban egyre inkabb el6térbe
keriil, melynek egyik kiindulé pontja volt egy Ae. tauschii eredetii levélrozsda APR-ért felelds
gén azonositdsa egy szintetikus hexaploid buzatdrzsben (Dyck és Kerber 1970). A buza rokon
vad fajait célszeri minél szélesebb korben bevonni a levélbetegségekkel szembeni APR
kutatasba, hiszen ezek a fajok jelentds genetikai tartalékokkal rendelkezhetnek ezen a téren is. A
csirandvénykori rezisztenciavizsgalat ¢€s a szantofoldi felvételezések egyiittes kiértékelése
ravilagithat a vizsgalt idegen faj adott kérokozoval szemben mutatott APR tulajdonsagara, mely

késobb célzottan kiaknazhatd lehet az eldnemesités soran.

2.2.4.6 Egyéb biotikus és abiotikus rezisztencia

Az eddig leirt rezisztenciagének mellett még tovabbi, eddig nem azonositott gombabetegség-
rezisztenciat okozd géneket is hordozhat a T. timopheevii (Jarve et al. 2002, Leonova et al.
2011), hiszen példaul a buzéban eddig publikalt tobb mint 6tven szarrozsda gén kozil husznal is
tobb szarmazik valamelyik vad rokon fajbol, amelyek koziil 12 hatékonyan 4all ellen az Ug99
rassznak is, és ezek koziil eddig csupan harmat irtak le T. timopheevii eredetiiként (Xu et al.
2008, KOMUGI 2015). Tovabba a T. timopheewvii felhasznalasival Ma és Hughes (1995)
durumbuza 3A kromoszomajara épitett be és azonositott egy levél- €s pelyvalevélfoltossag
(Phaeosphaeria nodorum (E. Miill.) Hedj., anamorf: Stagonospora nodorum (Berk.) Castell. &
Germano) elleni rezisztenciat okozé gént (SnbTM). Tyryshkin et al. (2006) altal vizsgalt 540
Triticum génbanki tétel koziil csupan 3 T. timopheevii tétel volt rezisztens a Stagonospora
fertdzéssel szemben, amely jOl mutatja e gén jelentOséget.

A Dbiotikus stresszek elleni rezisztencia mellett tobb T. timopheevii genotipus kivalo
szarazsagtiiréssel is rendelkezik (Farshadfar 1995), amely — a globalis felmelegedés karos

hatasait is szem el6tt tartva — fontos buzanemesitési alapanyagga teheti ezt a fajt.

2.2.5 Felhasznalasa a technoldgiai mindség javitasara

Az alapvetd tapanyagok (pl. szénhidrat, fehérje, asvanyi anyagok) mellett a T. timopheevii
viszonylag nagy ezerszem tomegii szemtermése — hasonloéan a tobbi Triticeae fajhoz — fontos
masodlagos anyagcsere termékeket (karotinoidok, flavonoidok, fenolsavak) is tartalmaznak,
amelyek a beldlik késziilt siitdipari termékek végsd mindségét és antioxidans tartalmat is
novelhetik (Engert és Honermeier 2011). Azonban a T. timopheevii fenolsav tartalma elmarad a

tonkében ¢€s az alakorban mért értékektdl és a hexaploid buzéaéval kozel azonos (Engert és
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Honermeier 2011), vagy egyes esetekben kisebb is ennél (Giambanelli et al. 2013). Giambanelli
et al. (2013) a T. timopheevii egy gruz tajfajtajat vizsgaltak (T. timopheevii var. rubiginosum)
kiilonboz6 bioaktiv komponensek tekintetében 0szi és tavaszi vetésben, melynek eredményeként
nagyobb Gssz-tokol (tokoferol, tokotrienol) tartalmat talaltak a vizsgalt bliza és durumbiza
genotipusokhoz, valamint a tonke és alakor genotipusok tobbségéhez viszonyitva. Ez az eltérés
nem volt szignifikans, azonban a T. timopheevii tokotrienol/tokol aranya kimagaslo volt.
Karotinoidok tekintetében a legnagyobb mennyiségben a lutein pigment volt megtalalhat6 a
Giambanelli et al. (2013) altal vizsgalt kiilonb6z6 fajokban, amibdl az alakor és a durum egyes
genotipusai mellett a T. timopheevii is kimagaslo mennyiséget tartalmazott.

Fehérje és mikroelem kutatasai eredményeként Abugalieva et al. (2011) nagy fehérje- (16% <)
¢és vastartalomrol (60 mg/kg <) szamoltak be T. timopheevii génbanki tételek és azok buzaval
alkotott hibridjeinek vizsgalata eredményeként. Méréseik alapjan a csupasz szemii valtozatban
(T. timopheevii subsp. timopheevii var. militinae) mutattak ki a legnagyobb értékeket (20%
folotti fehérjetartalom).

A buzaszem endospermiumaban raktarozott, és ezeken beliil is fOként a sikért alkotd fehérjéknek
nagy szerepe van a liszt siitGipari mindségének kialakitasaban (rugalmassag, nyuajthatdsag). A
sikér mindséget nagymértékben meghatarozzak a nagy (HMW: high molecular weight) és a kis
molekulasulya (LMW: low molecular weight) glutenin alegységek. Az ezeket kodolod lokuszok
(Glu) az 1-es homeolog kromoszomakon talalhatok, azonban a buzafajtakban megfigyelhetd
variabilitas korlatozott ezen a téren, amit a rokon fajok felhasznalasaval lehet ndvelni (Li et al.
2007). A T. timopheevii 1A' kromoszomajan ezidaig két HMW glutenin alegységet kodolo allélt
(Wan et al. 2002), mig az 1G kromoszomajan 8 allélt (Li et al. 2007) azonositottak. Ujabban az
LMW glutenin alegységeket kodolo régiok kutatasa soran két gént (TTLMW-m1 és TTLMW-m2)
azonositottak G kromoszoman 1évé Glu-G3 lokuszon (Zhang et al. 2010). Ezek az uj
gének/allélek, a buzanemesitési programba tortént bevezetésiiket kovetéen hozzajarulhatnak a
technologiai mindség javitdsdhoz, esetleg specidlis célra fejlesztett termékek eldallitdsara
alkalmas btiza genotipusok nemesitéséhez.

A T. timopheevii beltartalmi paramétereit eddig kevesen kutattak, és még kisebb a
buzanemesitésben tortént felhasznalasaval kapcsolatos publikacio. Azonban a T. timopheevii
egyik genotipusan (Triticum timopheevii subsp. timopheevii var. rubiginosum MVGB845)
végzett eldzetes méréseink alapjan is elmondhatd, hogy ez a genotipus a buzahoz képest

kiemelkedéen nagy o-tokoferol-, a-tokotrienol- és mikroelem (Se, Mn, K) tartalommal
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rendelkezik, melyet az egészségvédd, magas mindségii élelmiszerek eldallitasa terén is lehetne

hasznositani a jovOben.

2.2.6 Felhasznaléasa a hibridbtza nemesitésben

A biotikus rezisztenciara térténé nemesités mellett a T. timopheevii hasonléan intenziven
kutatott tulajdonsaga a citoplazmas himsterilitas (CMS: cytoplasmic male sterility), amivel a
bluza vetémagpiacdnak — és igy kozvetetten a nemesitésének — a gazdasagi fenntarthatosaga
novelhetd. Emellett nem elhanyagolhatdé szempont, hogy a heterdzis-hatas kovetkeztében a
hibridbuizaban 5-15%-0s terméstobblet varhatd, valamint a hibridek alkalmazasaval a
sz¢élsoséges kornyezeti feltételek kozott termesztett buza termésstabilitasa is javithatd. Ezen
elonyoktol 0sztondzve a hibridbuza eldallitds tanulmanyozasanak 1970-es és 1990-es évek
kozotti elsé hullamat kovetden az elmult években ismét a kutatds €s a gyakorlati felhasznalas
homlokterébe keriilt, melynek eredményeként a vilagon 300 000 ha koriilire n6tt a hibridblza
terméteriilete (Longin et al. 2012). A terméteriilet dontd tobbségén (Eurdpaban) vegyszerrel
eloidézett himsterilitasra (CHA: chemical hibridization agent) alapoznak, azonban a kinai teriilet
felén (15 000 ha) és az Indiaban talalhat6é 35 000 hektaron a T. timopheevii CMS tulajdonsagat
hasznalo hibrideket termesztenek (Singh et al. 2010, Longin et al. 2012). A koriilbeliil 20
lehetséges, buzaval rokon faj koziil (pl. arpa, rozs) a CMS technologia soran legtobbszor a T.
timopheevii (T-CMS), az Aegilops kotschyi (K-CMS) vagy az Aegilops variabilis Eig. (V-CMS)
citoplazmajat hasznaljak fel (Whitford et al. 2013, Singh et al. 2015). Az 1960-as években
kialakitott T-CMS technologia alapja, hogy a T. timopheevii citoplazmajaban 1évo,
pollensterilitast okoz6 mitokondridlis DNS-mutacio kovetkeztében életképes pollent csak a
sejtmagban 1évo fertilitast helyreallito (restorer) gének (Rf) fehérjetermékeinek segitségével lehet
elérni (Wilson és Ross 1962). A buza genotipusok nagy variabilitast mutatnak a T. timopheevii
citoplazma okozta himsterilitds helyreallitasa tekintetében. Kezdetben 2-3 f6 restorer lokuszt
azonositottak a buzaban (Bahl és Maan 1973), azonban az intenziv kutatomunkanak
koszonhetden jelenleg 8 db T-CMS-t helyreallitdo Rf gént (Rf1-1A, Rf2-7D, Rf3-1B, Rf4-6B, Rf5-
6D, Rf6-5D, Rf7-7B, Rf8-2D) sikertilt térképezni a buza kiillonb6z6 kromoszoémain (Sinha et al.
2013). A gének pontos funkcidja nem teljesen ismert, de feltehetden az Rf gének tobbsége PPR
(pentatricopeptid repeat) tartalmt fehérjéket kodol, amelyek képesek meggatolni a tapétum
szovet zavarai miatt kialakuld steril pollenek képzddését. Tobb dominans Rf allél egyiittes
expresszioja nagyban fokozza a teljes fertilitds visszadllitdsdnak hatékonysagat, tovabba a

heter6zis hatas mértékét is noveli (Whitford et al. 2013). A T. timopheevii alapu hibridbuza
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nemesités hosszadalmas folyamat, mert nemcsak a T. timopheevii sejtmagjat kell tobbszori
visszakeresztezés utjan kicserélni egy kivant buzafajtaéra (a citoplazma igy T. timopheevii
eredeti marad), hanem ezzel parhuzamosan egy tavolabbi heterdzis csoportbol valasztott
buzafajtdba minél tobb, T-CMS-t helyreallitdé Rf gént kell beépiteni homozigéta dominans
formaban (Zhou et al. 2005). A CMS-alapt hibridbiiza nemesités sziik keresztmetszete, hogy
csak kevés hatékony Rf gén(eke)t tartalmazo buzatorzs all a nemesiték rendelkezésére, igaz az Rf
génekre torténé genetikai marker alapu szelekcio (MAS: marker-assisted selection)
nagymértékben segitheti a nemesitdi munkat ezen a téren is. Jelenleg azonban az Rf gének felére
(Rf3 (1BS), Rf4 (6BS), Rf6 (SDL) és Rf8 (2DS)) van csak hasznalhaté mikroszatellit marker. A
CMS technologia tovabbi hatranya, hogy a fertilitds helyreallitdsanak mértéke nagyban fligg a
kornyezeti tényezoktdl (hdmérséklet), amely az F; hibridvetdémag terméscsdkkenésében
nyilvanulhat meg (Sinha et al. 2013, Whitford et al. 2013). Doig et al. (1975) a kalaszban
csirazas megndvekedett eléfordulasat mutattak ki T-CMS alapt buzatorzsekben, ahol e negativ
tulajdonsadg mértéke nagyban fiiggott a sejtmagot add buza genotipusatol. A CMS technoldgia
kiemelt eldnye azonban, hogy a vetdmageldallitds soran nincs sziikség a CHA technoldgianal
hasznalt savos vetésre, €s csupan 5%-nyi pollenadd novény szort elrendezése is elegendo lehet a
sikeres vetdmageléallitashoz (Whitford et al. 2013). A hexaploid buzan kiviil intenziv kutatasok
folynak durumbtizaban és tritikaléban is a T. timopheevii alapu hibridek eléallitasara (Longin et
al. 2012, Stojatowski et al. 2013).

2.3 A genetikai diverzitas bovitése idegen faju keresztezéssel

2.3.1 Interspecifikus hibridizacié

Az els6 ismert mesterséges ndvényi fajhibridet Fairchild allitotta eld 1717-ben szegfii fajok
keresztezésével, majd ezt kovetden Haartman (1751-ben), Linné (1758-ban) és Koelreuter
(1760-ban) szamolt be twjabb fajhibridekr6l miiveikben (Belea 1986). Az els¢ Triticum
fajhibridet 1861-ben ismertette Hallet, de Cifferi (1955) szerint Bellardi és Barelle botanikusok
mar az 1800-as évek elsé évtizedében is eldallitottak hibrideket Triticum fajokbol.

A buzatermesztoknek és feldolgozoknak fontos tulajdonsdgok nagymértékben javithatok a
nemesitési bazis genetikai diverzitasanak szélesitésével, amelynek az egyik leghatékonyabb utja
a buzaval rokon vad fajokkal végzett keresztezés Utjan nyert, uj hasznos géneket hordoz6 faj- és
nemzetséghibridek eldallitdsa. Az els6 ilyen iranyt keresztezéseket Wilson hajtotta végre
tarackbuza (Agropyron sp.) és rozs (Secale sp.) genotipusok felhasznalasaval 1876-ban (Langné

Molnar 2006). A rozzsal végzett intenziv keresztezések eredményeként sziilethetett meg az elsé
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koztermesztésben hasznositott szintetikus gabonafaj, a tritikalé (Kiss 1968, Bona 2004), valamint
terjedhetett el az 1RS.1BL transzlokacid a vilag tobb szaz buzafajtajaban (Bed6 et al. 1993), ami
a martonvasari eredetli buzafajtdk nagy hanyadaban megtalalhato (Készegi et al. 2000,
Purnhauser et al. 2011).

Az idegen faju keresztezést kovetd nemesitési munka soran fontos feladat a rokon fajbol
szarmazo kedvezd tulajdonsagok rogzitése és a kedvezodtlenek eliminalasa. Elonyos, ha a
recipiens genotipusban az atvinni kivant tulajdonsagért felelds gén(eke)t hordoz6 transzlokacio
minél kisebb méreti. A génatviteli munka elsé 1épéseként leggyakrabban a sziiloket ado két faj
hagyomanyos keresztezését kovetéen amfiploidot allitanak eld. Ezekbdl addicios majd
szubsztitlicidos vonalakat hoznak 1étre és ezekre alapozva torténik a nemesités folyamataban
hasznosithatd forrasok elballitisa. Az utdobbi évtizedekben Kidolgozott, az idegen kromatin
kimutatasara alkalmas eljarasok (pl. GISH) sikeresen alkalmazhatok az idegen fajokkal végzett
keresztezések eredményeként Iétrejott utdodok kutatasaban (Schwarzacher et al. 1989,
Schwarzacher et al. 1991). Ezek a keresztezések a Qenetikai bazis szélesitése mellett az
evolucios kutatdsokhoz is nagymértékben hozzajarultak (McFadden és Sears 1946). Hazankban
eloszor Obermayer Ernd allitott eld buza x rozs hibrideket (1917-ben) a mosonmagyardvari
Névénynemesité Kisérleti Intézetben, mely munkat GySrffy Barna és Kiss Arpad folytatta (Kiss
és Rédei 1952). A XIX. szdzad masodik felében mar egyre tobb kutatdo foglalkozott a
fajkeresztezések elméleti (buiza evolucidja) és gyakorlati (buzanemesités) hasznosithatosagaval.
Ennek okan az 1950-es évek elején az idegen faju keresztezések nagy lendiilettel indultak meg
Martonvasaron (MTA ATK) is, ahol elsOsorban rezisztencianemesitési célokat szolgaltak
(Rajhathy 1955). Ezt a munkat a Szegedi Biologia Kozpontban az 1970-es évektdl folyd
evolucios genetikai kutatasok egészitették ki késébb (Belea 1986).

2.3.2 Rokon fajok keresztezhetdsége

Az idegen faju génatvitel fajkombinacionként eltér6 hatékonysagi lehet, mivel a
keresztezhetOséget nagyban befolyasolja a genotipus, amely viragzasi idében, a keresztezes
iranyaban, ploidfokban ¢és genomszerkezetbeli eltérésekben, valamint inkompatibilitasban,
¢életképtelen vagy steril F; utddnemzedékekben nyilvanulhat meg (Belea 1986). Az erds
genotipushatas mellett a keresztezés sikerességére a kornyezeti tényezOk is hatassal lehetnek
(Sirrka et al. 1993, Molnar-Lang et al. 1996), amelyek tobbségét ki lehet kiiszobolni klimatizalt
novénynevel6 hazak vagy kamrak hasznalataval (Bertin et al. 2009). A ndvényneveld

berendezések hasznalatakor a Poaceae fajoknal ismert, megtermékenyitésiikhoz sziikséges
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optimum hémérséklethez (20-25 °C), illetve relativ pdratartalomhoz (60-70%) valo kozelités
nagymértékben novelheti az idegen faju keresztezés hatékonysagat (Belea 1986).

A keresztezhetdség csOkkenését altalaban a megtermékenyiilési folyamatban bekovetkezett
zavarok idézik eld, amely adodhat a pollen csirdzasanak, a pollentomlé novekedésének, illetve az
ivari gamétdk egyesiilésének gatlasabol. Az életképtelen vagy gyenge éEletképességgel
rendelkez6 utdodok kialakulasa pedig a sziilok genomszerkezetének, az egyik sziild
citoplazmajanak és a masik sziil6 genomjanak, illetve az F; zigotanak és az endospermiumnak

genotipusbeli Osszeférhetetlenségébdl adodhat (Gill és Waines 1978, Sharma ¢€s Gill 1983).

2.3.2.1 Az Fq hibridek életképessége

Az idegen faju génatvitel soran sokszor eltérd kromoszdémaszamu sziiloket hasznalunk, hiszen a
hexaploid buza vad rokon fajainak tobbség di- vagy tetraploid. Az F; hibridben lejatsz6do
meidtikus parosodds soran egymassal nem pdarosodd kromoszémak kovetkeztében kialakuld
eltéré kromoszémaszamu gamétak altalaban sterilitast eredményeznek, amely megsziintethetd az
F1 hibridek genomduplazasaval vagy visszakeresztezéssel (BC: back-cross) (Sharma és Gill
1983). Tovabbi megoldas lehet, hogy a nagyobb méretii genommal rendelkez6 fajt valasztjuk a
citoplazmat add anyai partnernek, mert ellenkezd esetben a kisebb genoml faj rdvidebb
meiodtikus sejtciklusa gatolhatja a kromoszomak maradéktalan szétvalasat, amely a kromoszoéma-
hidak torésén keresztiill kromoszéma-eliminaciokhoz, illetve -addiciokhoz vezethet. A forditott
kombinacioban is kialakulhat abnormalis genomszerkezet, azonban ennek mértéke az utdédok
¢letképességét kevésbé csokkenti. (Bennett és Kaltsikes 1973, Gustafson et al. 2009). Ennek a
folyamatnak koszonhet6, hogy a nehezen keresztezheté T. timopheevii és T. monococcum
esetében kétszeres mennyiségii szemkotést (1,4%) lehet elérni, ha a diploid alakor a pollenado €s
a tetraploid T. timopheevii az anyai partner (Belea 1986). A hexaploid buza elénemesitése soran
a T. timopheevii pollenadoként torténd felhasznalasat az utobbi fajra jellemzd citoplazmas
himsterilitas elkeriilése is indokolja.

A B-G, illetve az A-A' genomok kozotti homolégiat T. aestivum x T. timopheevii hibridek F;
utodain végzett pollenanyasejt-vizsgalattal mutatta ki Feldman (1966), melynek eredményeként
leirta, hogy a meiodzis . metafadzisdban vizsgalt B és G genomi kromoszoémak az esetek 30%-
aban, mig az A és A' kromoszomaék az esetek 70%-aban konjugalédtak egyméssal. Gordeeva et
al. (2009) molekularis markerek hasznalataval mutattak ki, hogy T. aestivum x T. timopheevii
hibridek tobbszordsen ontermékenyitett BC; (az anyaként hasznalt buzéaval visszakeresztezett)

utddaiban a homeolog kromoszomak kozotti parosodas kisebb aranyban fordul eld a meidzisban
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csak bivalenseket alkotd, tehat stabil utédokban, mint az instabil parosodast mutatokban.
Leggyakrabban a 2B/2G szubtiticid vagy transzlokacidé volt megfigyelheté a hibridekben,
melyet Brown-Guedira et al. (1996) is igazoltak korabban nulli-tetraszémas btiza vonal és a T.
timopheevii keresztezésével eldallitott hibridek vizsgalataval. Ugyancsak kimutattak, hogy egyes
kromoszémak hidnya kiilonbozéen hat a meidzis stabil lefolyasara. Példaul a 6B/6G
transzlokacidé nem okozott rendellenességeket a meidzisban, mig a kettes homeoldg kromoszmak
kozotti atépiilések abnormalis konjugaciohoz vezettek, tovabba a 7A/7A" transzlokaci6 az esetek

tobbségében multivalensek kialakulasat eredményezte (Gordeeva et al. 2009).

2.3.2.2 A keresztezhetoseg genetikai hattere

Az inkompatibilitds elkeriilése érdekében alapvetd fontossdgu a megfeleld sziildpartnerek
kivalasztasa, illetve tavoli keresztezés esetén az embridmentést kovetdo embridkultira létrehozasa
(Farshadfar 1995). Ezt tamasztja ala, hogy a vad fajok keresztezhetdségében nagy a genetikai
variabilitds. A buza keresztezhetdségének genetikai hatterét elészor Lein (1943) kutatta rozs
hasznalataval, aki kimutatta, hogy a tulajdonsagot 2 keresztezhet6ségi gén (Krl és Kr2)
hatarozza meg (a pollentdomldé novekedésének gatlasaval), melyek recessziv alléljai lehetové
teszik az idegen fajokkal torténé sikeres keresztezést. A két gén additiv hatasa megndvekedett
szemkotésben nyilvanul meg: dominans allélparok (KrlKrl/Kr2Kr2) esetén tapasztalt 5%-0S
szemkotést tobb mint 50%-ra lehet novelni recessziv allélparral (krlkrl/kr2kr2) rendelkez6 buza
genotipusok hasznalataval. Heterogén allélpar esetén 20% (KrlKrl/kr2kr2) ¢és 40%
(kr1krl/Kr2Kr2) koriili a szemkdotés, amely jol mutatja a két gén hatasanak kiilonbozo erdsségét.
Riley és Chapman (1967) a Krl gént az SB kromoszoma hosszu karjara, mig Sitch et al. (1985) a
Kr2 gént az 5A kromoszéma hosszu karjara térképezték, ahol ez utobbi kutatocsoport a gén
kapcsoltsagat is kimutatta a Q és Vrnl génekkel. Zheng et al. (1992) a Kr2 génnél nagyobb, de a
Krl génnél kisebb hatastu Kr4 gént azonositottak az 1A kromoszéman, igy az 5D kromoszdéman
korabban lokalizalt, kisebb hatasti Kr3 génnel (Snape et al. 1979) egyiitt 6sszesen 4 gén additiv
hatasa szabalyozza a buza és rokon fajainak keresztezhetdségét. Tixier et al. (1998) dihaploid
(DH) alapu térképezési populaciot hasznalva az 5B kromoszoma rovid karjanak disztalis
néven publikaltak.

Hazankban Martonvasaron vittek at a Chinese Spring” modell btzafajta egyik genotipusabodl a
keresztezhetséget eldsegitd recessziv krl allélt egy agronomiailag sokkal megfelelébb 6szi buiza

fajtaba ("Martonvasari 9°), igy alakitva ki az ’Mv9krl’ genotipust (Molnar-Lang et al. 1996),
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mely azdta is az intézetben folyd idegen faji génatviteli munka egyik kulcsfontossagu
novényanyaga. E genotipusba napjainkig mar sikeresen épitettek be rozs (Secale cereale)
(Molnar-Lang et al. 2010), arpa (Hordeum vulgare L.) (Molnar-Lang et al. 2000a, Molnar-Lang
et al. 2000b), Aegilops (Molnar-Lang et al. 2002), illetve Agropyron eredetii kromatint (Kruppa
et al. 2012).

2.3.3 Amfiploidok eldallitasa kolhicinnel

A kozvetlen keresztezés mellett ugyancsak sikeres génatvitelt tesz lehetové az amfiploid
eldallitas, amely kiilonb6z6 genommal rendelkezd sziilok (interspecifikus hibridizacid) esetén
allopoliploidot, mig azonos genomok szamanak ndvelése (intraspecifikus- illetve intragenerikus
hibridizacid) esetén autopoliploidot eredményez. A harom kiilonb6z6 eredetii genomja alapjan a
hexaploid btiza is egy allopoliploid (allohexaploid), amelyet a kromoszéma-parosodas soran
mutatott diploid viselkedése miatt (hasonléan a tObbi tetra- és hexaploid Triticeae fajhoz)
amfidiploidnak is nevezhetiink (Stebbins 1947). Az amfiploid-el6allitasi munkdknak nagy
lendiiletet adott a kolhicin genomdupldzodast okoz6 hatdsanak felfedezése (Blakeslee és Avery
1937). Ez a természetes eredetii (Colchicum (kikerics) novénynemzetség) alkaloid a mitozis
metafazisaban a tubulin monomerekhez kapcsolddva fejti ki hatasat az osztddasi magorsok és
mikrotubulusok gatlasan keresztiil, melynek eredményeként a duplazodott kromoszomak nem
valnak el egymastdl, és a sejtosztdodas ledll, igy hozva létre egy duplazddott genomu sejtet.
Amennyiben a kolhicin kezelés az ivarsejtek kialakuldsa idején torténik, Gigy a duplazddott
genomu (2n) ivarsejtek Onporzassal autopoliploid utéodot eredményeznek (Levan 1938). Ez a
felfedezés lehetdveé tette az addig nem, vagy nehezen keresztezhetd fajokbol torténd fertilis
hibridnovény eloallitasat, mellyek hasznalataval a novénynemesités genetikai bazisa
nagymértékben kiszélesedhetett. A nemesités mellett az evolucios kutatasokban is nagy hasznat
vették a kolhicinnek, hiszen e vegyiiletet hasznalva rekonstrudlni tudtdk a blza kialakulasat
szintetikus hexaploidok létrehozasaval (McFadden és Sears, 1946). Késobb a nemesités is
felfedezte a szintetikus hexaploid buzaban rejlé lehetéségeket, melynek nyoman az 1980-as
években nagyléptékii munka indult a CIMMYT-nél (Nemzetkézi Kukorica- €s Buzanemesitd
Kozpont) a kiilonbdzo Ae. tauschii genotipusokban rejlé hasznos tulajdonsagok kiaknazasara,
melynek eredményeként buzafajtaik tobb mint felének pedigréjében talalhatd szintetikus
hexaploid buza (Trethowan és van Ginkel 2009). Eurépaban ujabban T. timopheevii alapt
GGAAAA (Miko¢ et al. 2013) és GGAADD (Stoyanov 2014) genomu szintetikus amfiploidokat

allitottak eld és vontak be elénemesitési programokba.
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2.3.4 Aneuploidok eléallitasa és felhaszndlasa az elénemesitésben

2.3.4.1 Addicios vonalak eloallitasa

A nemesitési munka mellett, a genetikai €s funkcionalis genomikai kutatdsok szamara is nagy
jelentdséggel birnak az aneuploid buzavonalak, melyek a normal 21 partdl (euploid) néhany
darab kromoszomaval eltéré nagysagi genommal rendelkeznek, azonban ez az abnormalitas a
buza hexaploid szerkezete miatt tobb generacion keresztiil — igaz csokkent €letképességgel —
fenntarthat6 (Langné Molnar 2006). A legelterjedtebb idegen faju addicio eléallitdsahoz a buza x
idegen faj F; hibridjének genomjat kolhicinnel megduplazzak, majd az Ontermékenyitett,
duplazodott genomu utdédokat visszakeresztezik a buza sziilovel, igy allitva el6 egy teljes értékli
(2n) buzagenomot és egy haploid (n) idegen genomot hordozo koztes genotipust. Ebbdl a
genotipusbdl néhanyszori, buza sziilével végrehajtott visszakeresztezést kovetden kivalogathatok
a monoszomas addiciés (21" buza + 1' idegen) vonalak, melyek dntermékenyitése révén stabil
diszomas addiciés (21" biza + 1" idegen) buzatdrzseket, vagy akar az Osszes idegen
kromoszomat képviseld addicids sorozatot is nyerhetiink (O’Mara 1940). Az idegen
kromoszomat hordozo gamétdk a normdl gamétikhoz képest kevésbé kompetitivek, ezért a
monoszomas addiciok ontermékenyitése eredményeként a mendeli 6roklddéstdl eltérden, csupan
3-4%-nyi diszomas addiciés vonal valogathatdo ki az utdédok koziil (Langné Molnar 2006).
Onmegporzas mellett dihaploidok létrehozasaval (Shepherd és Islam 1981), illetve Hordeum
bulbosum L. fajjal vagy kukoricaval (Zea mays L.) végzett keresztezést (eredménye 22
kromoszomas haploid novény) kovetd kolhicin kezeléssel (Linc és Langné Molnar 2003) is lehet
a monoszomas addiciokbol diszomas addiciokat eldallitani.

Az idegen faji kromoszoma addicidja sok esetben fenotipusosan is megnyilvanul az utod
nemzedék kalaszmorfologiai (pl. szalkassag, alak, tomottség, hosszlisag), levélmorfologiai (pl.
allas, szinintenzitds, szélesség, hosszusag, szOrozottség), illetve agrondmiai (magassag,
bokrosodasi készség) bélyegeiben (Farshadfar 1995). Az idegen kromoszomapar tagjai a meiozis
soran nem mindig képesek a normalis bivalens képzésére, ezért megfeleld szelekcid nélkiil a
diszomas addicids populacidban mar csak kevesebb mint 20% diszomas addiciés ndvény fordul
el a nyolcadik generaciora, amely ardny még alacsonyabb lehet, ha a szigora 6ntermékenyités
sem volt biztositva. Ezt a jelenséget Riley és Kimber (1966) addicios leromlasként ismertette.
Martonvéasaron hasonlé modszerrel allitottak el diszomas addicids sorozatot buza héattérben
Aegilops biuncialis Vis. (Schneider et al. 2005), arpa (Linc és Langné Molnar 2003, Molnar-
Lang et al. 2012), illetve rozs (Langné Molnar 2006) felhasznalasaval.
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2.3.4.2 Addicios vonalak felhasznalasa

Az addicids vonalak a szubsztiticiok, illetve transzlokaciok kivald alapanyagai lehetnek. Idegen
fajii monoszomas (vagy diszomas) szubsztitiicié esetén a buza egyik kromoszoma(par)ja helyére
¢épiil be az idegen kromoszdéma(par). Idegen fajii szubsztiticio bekdvetkezhet természetes iton is
a keresztezést kovetd tObbszori visszakeresztezés utjan, melyre példa az els6 idegen faju
szubsztiticios (rozs 1R kromoszomapdrja) buzatorzs eldallitdsa is (Kattermann 1938). A
diszomas  szubsztituci6 legelterjedtebb  eldallitasi moddja a  helyettesiteni  kivant
buzakromoszomara monoszom (20" + 1') buza genotipus bekeresztezése az idegen
kromoszomapart hordozé diszémas addicids torzzsel (21" baza + 1" idegen), majd a 42
kromoszomara (21" buza + 1' buza + 1' idegen) szelektalt utddnemzedék ontermékenyitését
kovetéen a 20" buza + 1" idegen genomszerkezetii utédok kivalogatasa (Unrau et al. 1956, Gale
¢s Miller 1987). A modszer alkalmazasaval Martonvasaron mar szamos szubsztitucios torzset
allitottak el6 arpa és rozs felhasznalasaval (Langné Molnar 2006, Molnar et al. 2007), melyek —
a nemesités mellett — az addicids torzseknél pontosabb funkciondlis genetikai vizsgalatokra is
alkalmasak.

A gyakorlati nemesités szdmara mind az addiciok, mind a szubsztitiiciok altalaban koztes
novényanyagoknak tekinthetdk, melynek tovabbi célja kiilonbozd, a buzéba atvinni kivant
hasznos tulajdonsdgot hordozéd kromoszdémaszakaszok beépitése (transzlokacidja) a buza
genomba. A diszomds addicios torzsekbdl altalaban indukalt kromoszomatoréssel allitanak el
transzlokaciot, ezzel szemben a szubsztitucios torzsek mar alkalmasabbak arra is, hogy
hagyomanyos keresztezés Utjan, homeoldg rekombinécidval vigyenek at (minél kisebb) idegen
faji kromoszémaszakaszokat a buza genomba (Sutka 2004, Langné Molnar 2006). Ennek
specialis esete, amikor a fent leirt szubsztiticios buza vonal eldallitasa soran kivalogatott
monoszomas szubsztiticiés vonalak oOntermékenyitésével centrikus fuzid keletkezik a két
homeolog kromoszéma kozott (1' buza/1' idegen), ami a kdvetkezd nemzedékben kompenzaléd

transzlokaciok kialakulasahoz vezethet (Sears 1953, Lukaszewski 1993).

2.3.4.3 |degen faju transzlokaciok indukadlasa

A hexaploid buza hirom genomjdhoz tartoz6 homeoldg kromoszoémak egymdassal nem
parosodnak meiozisban, amely a buza diploid jellegli 6roklddési tulajdonsagat szolgalja (Riley et
al. 1959, Riley és Law 1965). Ezen oknal fogva a természetben csak kevés eséllyel johet 1étre
buza és idegen faj hibridjében spontan modon homeoldg transzlokacié (Sutka 2004), azonban ez
ritkdn mégis megtorténhet és e kromoszoéma atrendezédések nagy hatassal voltak a buza
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crer

lokusz (Phl) az 5B kromoszéma hosszu karjan (Riley és Chapman 1958, Sanchez-Moran et al.
2001), mig a kisebb hatasu Ph2 lokusz a 3D kromoszéma rovid karjan talalhato (Sears 1976). A
meidzis 1. metafizisdban a bOza kromoszémak 21 bivalenst alkotnak, azonban a Phl lokusz
hianyéaban is foként bivalensek sziiletnek (de nem feltétleniil homoldg kromoszémak kozott),
ami azt igazolja, hogy a Phl lokuszon kifejezetten a homoldg kromoszomak felismerését segitd
gének talalhatok és nem kozvetleniil a kromoszoémak parosodéasara €és rekombinacidjara fejti ki
hatasat (Roberts et al. 1999, Moore 2005). Ennek alapjan, a buza nem els6dleges génforrasai
koz¢ tartozo, idegen fajjal torténd keresztezésének sikeressége érdekében a bliza genotipusban a
Phl lokusz hianyat vagy gatlasat sziikséges el6idézni. A homeoldg transzlokacio erdsitheté 5B
nulliszom, illetve 5B monoszoém buza vonalak hasznalataval, mely utobbi jo példa a hatas
dozisfiiggd jellegére, hiszen az SB kromoszoman 1évé Phl lokuszok felének az elvesztése is mar
érezhetd hatassal van a homeolog keresztezodések gyakorisagara (Sears 1981, Moore 2005). A
teljes 5B kromoszoma eltdvolitasa helyett azonban elénydsebb megoldds lehet delécios
mutansok elGallitasa, melyek csak az 5B kromoszoma Phl lokuszt tartalmazd részét nem
hordozzédk. A leginkabb elterjedt ilyen buzatérzs a ’Chinese Spring’ 70Mb hosszlsagu,
interkalaris deléciot hordozo mutansa, a CS phlb mutans (Sears 1977). Kevésbé hasznos, de még
hasznalhaté megoldas a Ph1 lokusz hatasanak inhibitor gén (ph') beépitésével valo csokkentése,
melyet Chen et al. (1994) Aegilops speltoides transzlokacio révén ért el.

A homeolog rekombinécidval 1étrejott transzlokéaciok egyik eldnye, hogy kompenzald tipusuak,
mivel a beépiilt idegen kromatin hasonld funkciéji DNS szakasz helyére épiil be. Ezzel
ellentétben a mesterségesen indukalt (rontgensugarzas, kémiai mutagén, szOvettenyésztés)
kromoszdmatdrések révén létrejott transzlokaciok eldnye, hogy kisebb kromoszdémaszakaszok is
atépithetok, azonban ezek altaldban nem kompenzal6 tipusu transzlokéaciok (Feldman 1988,
Langné Molnar 2006). Endo (1988) a kromoszomatorés természetes ttjat dolgozta ki, miszerint
az Aegilops cylindrica Host. faj 2C kromoszémaparjat (és azon 1évé gametocid gént) hordozé
btiza diszémas addicids torzs idegen faju keresztezésekben szamos transzlokéciot eredményez a
kromoszomak torése majd ujraegyesiilése kovetkeztében.

Mir szamos gombarezisztenciaért (pl. sargarozsda, szarrozsda, levélrozsda) felelos gént sikertilt
beépiteni a buzaba indukalt kromoszomatoréseken keresztiili idegen faju transzlokaciok
létrehozasa ttjan, amelyben donorként foként Aegilops és Agropyron fajokat hasznaltak (Langné
Molnar 2006).
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2.3.5 Triticum timopheevii és Triticum monococcum a buza elénemesitésében

A t6bbi Triticum fajhoz hasonloan alakor alapu fajhibridek is sziilettek a XIX. és XX. szazad
forduldjan, ahol tobbek kozott a termesztett tonkét anyaként (Beijerinck 1884), illetve a
durumbuzat apaként (Blaringham 1914) hasznaltak a keresztezéseknél. Magyarorszagon el6szor
Rajhathy (1954) szamolt be kiilonboz6 ploidszinti Triticum fajok keresztezhetoségér6l. E
munkat folytatva, Belea (1986) evoluciogenetikai kutatdsai soran szamos tetra- és hexaploid
Triticum fajjal végzett keresztezési eredményrdl szamolt be, mely soran mind a T. timopheevii,
mind az alakor nehéz keresztezhetdségét mutatta ki. Mindkét faj esetében a kozvetlen
keresztezésiik a hexaploid buzaval, majd a hibrid utédok buzéaval torténd, tobb generacion at
folytatott visszakeresztezése (BC) a legelterjedtebb génatviteli technika a buza elénemesitési
gyakorlatban. A klasszikus modszer mellett mindkét faj esetében hatékony eljaras lehet egy
kozbeiktatott szintetikus amfiploid eldallitdsa, amely a biizaval azonos ploidszintet képvisel. Ez
az 1j, mesterségesen eldallitott hexaploid hidként (,,bridge”) hasznalhato fel a keresztezési

munkdkban, ahol a ploidszint azonossadg miatt nagyobb aranyu szemkotésre lehet szamitani.

2.3.5.1 Triticum timopheevii az elénemesitésben

A T. timopheevii fajjal végzett keresztezések elsddleges célja a biotikus és abiotikus stresszekkel
szembeni rezisztencia atvitele a buzéba, mely sikeressége érdekében a rendelkezésre allo
genotipusokat célszerli e tulajdonsagok mellett a keresztezhetdségre is eldzetesen szelektalni, ide
értve a szintetikus amfiploid eldallitdsa esetén az alakor genotipus gondos kivalasztasat is. A
keresztezési partnerek az elonemesitést megelézéen végzett koriiltekintd kivalasztasa
kulcsfontossagu eleme egy sikeres eldnemesitési €s nemesitési munkéanak.

A klasszikus keresztezés mellett a T. timopheevii elénemesitésben torténd felhasznalasat teheti
lehetdvé a beldle és az alakorbdl eldallitott szintetikus amfiploid, mely varhato eredményességét
jol demonstralja az a néhany eset, amikor kiilonb6z6 T. turgidum x A genommal rendelkez6
diploid taxonok segitségével eldallitott szintetikus amfiploidot (BBA"A"AA) hasznaltak fel
sikeresen a buzanemesitésben (Gill et al. 1988, Mujeeb-Kazi és Hettel 1995, Plamenov et al.
2009).

A T. timopheevii fajbol el6szor a diploid T. monococcum felhasznalasaval allitottak eld
amfiploidot (Kostov 1936), igy hozva létre a természetes hexaploid T. zhukovskyi szintetikus
valtozatat, melynek a Triticum timococcum Kost. nevet adtdk (Goncharov et al. 2009).
Kostovhoz hasonléan Zhebrak (1944) is kolhicin kezeléssel allitott elé T. timopheevii alapt

amfiploidokat kiilonb6z6 T. turgidum alfajok (pl. subsp. durum, subsp. polonicum) illetve T.
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aestivum felhasznalasaval. Munkaja soran megallapitotta, hogy idegen faju keresztezésekben és
amfiploid elléallitasokban a T. timopheevii alkalmasabb lehet anyai partnerként. A T. turgidum
subsp. durum ¢és a T. timopheevii 56 kromoszémas amfiploidjat Triticum soveticum Zhebrak, mig
a T. aestivum és a T. timopheewvii 70 kromoszomas amfiploidjat Triticum borisovi Zhebrak
néven publikalta és szamos eldnyos tulajdonsagukat irta le. Példaul a T. soveticum fagytliré
képessége megnovekedett a durumbuizahoz képest, illetve mindkét szintetikus faj rezisztens volt
a gombabetegségekkel szemben.

A T. timopheevii és az alakor alapt szintetikus amfiploid nemesitésben vald felhasznalasarol
nincs informacionk. Ezt a hianyt pétlandd, munkank soran — a T. timopheevii fajban és az
alakorban rejlé hasznos tulajdonsagok hasznositasa céljabol — a GGA'A'A™A™ genomszerkezetii

szintetikus amfiploid eléallitasan alapulo elénemesitési programot is inditottunk.

2.3.5.2  Triticum monococcum, mint lehetséges keresztezési partner

Az alakor vad és termesztett alfaja a T. timopheevii fajhoz hasonloan értékes genetikai forras a
bluizanemesitok szamdra. Vad valtozatat dseink az elsd kalaszos novényként fogtak termesztésbe
12 000 évvel ezeldtt a mai Torokorszag teriiletén 1évd Karacadag hegység vidékén (Monneveux
et al. 2000, Heun et al. 2008, Charmet 2011). Termesztése a XIX. szazad végére visszaszorult,
azonban a napjainkra jellemzd egészségtudatos taplalkozas hatasara nemesitése ismét
fellendiilében van és tobb elismert fajtijaval is taldlkozhatunk az eurdpai szant6foldeken
(Megyeri 2014).

A buzanemesitOk szamdara hasznosithatd, nagy diverzitdssal rendelkez6 alakor gytijteményeket
tarolnak a fontosabb eurdpai novényi génbankok, koztik az MTA ATK Mezdgazdasagi
Intézetének gabona génbankja, ahol 292 T. monococcum tételt tartanak fenn (Megyeri 2014). A
génbankokban tarolt alakor tételek kozott azonositottak mar kivald levélrozsda
rezisztenciaforrast, kedvezd agronomiai (koraisag, féltorpe tipus), valamint beltartalmi (nagy
karotin- és antioxidans-tartalom) tulajdonsagu tételeket is, amelyek fontos forrasai lehetnek a
buzanemesitésnek (Castagna et al. 1996, Hammer et al. 1996, Empili et al. 2000, Brandolini et
al. 2008). A biotikus rezisztencia mellett tobb alakor genotipus kiemelkedd szarazsagtiiréssel
éslvagy télallosaggal is rendelkezik (Megyeri 2014).

A gyakorlatban eddig szamos, T. monococcum eredetli levélrozsda (Hussien et al. 1998),
szarrozsda (Valkoun et al. 1989), sarga rozsda (Ma et al. 1997), valamint lisztharmat (Shi et al.
1998) ellenallosagért felelds gént vittek at nemesitésben hasznalt buzatorzsekbe. Sikeresen

kapcsoltadk be a Martonvasaron zajlé eldnemesitési programokba is, ahol a hagyomanyos
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visszakeresztezéses modszer mellett, durumbuza alapt szintetikus hexaploidjait is hasznaljak
(Megyeri 2014). Az alakor kivalé tulajdonsagai és elénemesitésben valo felhasznalhatosaga a T.

timopheevii fajjal k6zos amfiploid eldallitas igéretes keresztezési partnerévé teszik ezt a fajt.

2.4 ldegen kromatin kimutatiasa és azonositasa

Az idegen faju addiciok, szubsztitiiciok €s transzlokaciok kimutatdsara szamos eljarast dolgoztak
ki, melyek kozil a legelterjedtebbek a kiilonb6z6 morfologiai és molekularis (biokémiai,
citogenetikai ¢és genetikai) kiilonbségek kimutatasara alkalmas markerek hasznalata. A
hibridekben expresszalodo idegen eredetii gének €s a recipiens sziilé azonos funkcioért felelds
génjeinek kolcsonhatdsa eltéré morfologiai felépitésben (pl. kaldszalak, szérozottség, kalasz
szalkassaga) is megnyilvanulhat, ami egy egyszeriien kovethetd markerként funkcionalhat
(O’Mara 1940, Driscoll 1975). Erre a jelenségre példa a buza x arpa (Szakacs és Molnar-Lang
2010) illetve buza x Ae. biuncialis (Schneider et al. 2005) diszomas addicios sorozat, ahol a
kiilonboz6 addicios kromoszomat hordozé utdédok nemcsak a sziiloktdl, hanem egymastol is
elkiilonithetdk kaldszmorfologidjuk alapjan. Azonban a kizdrélag morfologiai markerekre
alapozott hibridvizsgalat az esetek tobbségében nem tud pontos informécioval szolgdlni a
vizsgalt tulajdonsag genetikai hatterérdl, hiszen annak kifejez6dését tobbnyire a kornyezet is
befolyasolja (Farshadfar 1995). A molekularis markerek ezzel szemben alkalmasak az idegen
fajbol/genotipusbol szarmazé kromatin kimutatdsara izoenzim, illetve tartalékfehérjék
vizsgalataval (Kephart 1990, Farshadfar 1995). A molekularis kutatas teriiletén szelés korben
hasznaljak a wvizsgalt DNS variabilitdsat kimutatd, restrikciés felismerdhelyek (RFLP)
azonositasan, illetve PCR-rel (polymerase chain reaction: polimeraz lancreakcio) felszaporitott,
kiilonb6z6 hosszusaga DNS szakaszok polimorfizmusan alapuld (pl. RAPD — random primerrel
szaporitott szekvencidk, SSR — egyszerii szekvencia-ismétlédések (mikroszatellit), SNP —
egyetlen nukleotid eltérést is kimutatd) modszereket, melyek még pontosabb azonositast,
nyomonkovetést tesznek lehetévé (Galiba és Toth 2006, Agarwal et al. 2008). A kozeli rokonsag
miatt sok, a részletesen feltérképezett hexaploid buzabol szarmazé molekularis marker a T.
timopheevii vizsgalatara is felhasznalhato. Igy készitették el az A' és G kromoszomak SSR

markerekre alapozott térképét (Salina et al. 2006).

2.4.1 Molekularis citogenetikai modszerek

A molekularis citogenetikai modszerek alkalmazasa nagy multra tekint vissza, hiszen

kromoszomapreparatumokat mar tobb mint 100 éve hasznalnak a kutatok. Ezzel a modszerrel
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tobb idegen kromoszomat méret, kararany, illetve a szatellit megléte alapjan lehet azonositani.
Klasszikus kromoszoéma-morfologiai vizsgalatokkal igazoltak el6szor, hogy az Ujonnan leirt
hexaploid faj, a T. zhukovskyi feltehetéen a T. timopheevii és a T. monococcum spontan
hibridizaci6jabol sziiletett (Upadhya és Swaminathan 1963). Ugyancsak kromoszoma morfologia
alapjan azonositott Kimber ¢és Sallee (1976) T. timopheevii és arpa kromoszémakat T.
timopheevii x Hordeum bogdanii Wilensky hibridben. A kromoszomak tobbsége azonban
morfologiailag nem kiilonithetd el egymastol, ezért kiilonbozo festési eljarasokat dolgoztak ki,
amely segitségével a kromoszoémak jelentés része a heterokromatin-eukromatin eloszlas alapjan
specifikus (savos) mintazatot mutatott (Langné Molnar 2006). A kromoszoémak metafazisos
kromoszomapreparatumokon savozassal torténd elkiilonitése az 1970-es évektdl kezdett
kibontakozni. Els6ként a kinakrin mustarral festett Q-savos technika jelent meg (Caspersson et
al. 1968), azonban a legelterjedtebb savozasi eljarast a Giemsa festésen alapuldo C-savozas
(illetve a ritkdbban hasznalt N-sdvozas) jelentette, amely a konstitutiv (C), konzervalodott
heterokromatikus régiokat (centroméra és teloméra kornyéke), valamint N- savozas esetén a
nukleolusz-organizal6 régiot (NOR) festi meg (Gall és Pardue 1969). A T. timopheevii fajt és a
belble szarmazo hibrideket el6szor szintén N-savozassal (Gill és Chen 1987) és C-savozassal
(Belea és Fejér 1980, Hutchinson és Miller 1982, Badaeva et al. 1986, Langné Molnar et al.
1996) kezdték vizsgalni. C-savos eljarassal sikeresen azonositottak a T. timopheevii
kromoszomait (Badaeva et al. 1986), és a vad tipusabol felhasznalt 185 génbanki tételének
vizsgalata altal mutatott polimorfizmus szamos intraspecifikus kromoszéma-atrendezddést fedett
fel foként a G genomban, mig a tételek 44%-a azonos volt a termesztett alfaj kariotipusaval

(Badaeva et al. 1994b).

2.4.1.1 FISH: fluoreszcens in situ hibridizacio repetitiv DNS probakkal

A Giemsa-festésen alapuldé kromoszOoma-azonositas ugyan gyors ¢és olcsd eljaras, azonban
kivitelezéséhez nagy gyakorlat sziikséges, tovabba a végsd kiértékelés pontossdga a festék
mindségétdl is fligg. A modszer hatranyai egy Uj azonositasi eljaras elterjedéséhez vezettek, ami
ismert, jelolt DNS wvagy RNS (ribonukleinsav) szekvencidk (proba DNS/RNS)
kromoszomapreparatumokon 1évé denaturalt DNS-hez torténé in situ hibridizacioja utjan
eldallitott kromoszoma-specifikus mintazatokon alapul (Gall és Pardue 1969). A nukleinsav
probakat eldszor radioaktiv izotopokkal jelolték, majd ezek veszélyessége miatt fokozatosan
atvették helyiiket a fluorokromok (fluoreszcein, rhodamin), melyek fluoreszcens mikroszkdépban

konnyen detektalhaté mintazatot adtak (Jiang és Gill 1994c). Ezt a molekularis citogenetikai
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technikat fluoreszcens in situ hibridizacionak (FISH) nevezték el, mely soran az azonositani
kivant kromoszémakat — a probak fluorokrommal torténd jelolésétdl fiiggden — kozvetlen vagy
kozvetett aton is meg lehet jeldlni (Leitch et al. 1994). A direkt jelolésnél az azonositani kivant
kromoszéma DNS-éhez a fluorokrémot hordozod nukleoitodokkal rendelkezd proba DNS
kapcsolodik, mig indirekt jelolésnél a probaként szolgald nukleotidra egy haptén molekulat
(biotin, digoxigenin) épitenck, melyhez a hibridizacié utan, antitestekkel kapcsoljak a
fluorokromot. A FISH eredményességét nagyban befolyasolja a proba mérete, mely 100-300 bp
(bazispar) kozotti méretben biztositja a legoptimalisabb kotédést és detektalhatosagot. A
probatol fiiggden a jelolés kiillonbozo eljarasokkal (nick transzlacid, random priming, PCR)
torténhet (Schwarzacher 2003, Schwarzacher 2009). Ezzel a modszerrel nemcsak a
kromoszémak azonosithatok egyenként, hanem azok egyes részei is, igy a transzlokaciok és
egyeb szerkezeti valtozasok kovetésére is alkalmas (Schwarzacher 2003).

Az elsék kozott Rayburn és Gill (1985) bizonyitotta, hogy egy biotinnal jeldlt, rozsbol szarmazo
120 bp hosszasagt szekvencia (pSc119.2) kromoszémaspecifikus mintazatot eredményez a buza
B kromoszémain, tovabba néhany D (2D, 3D ¢és 5D) és A (4A) kromoszomén is. Tobbféle
fluorokrém egyiittes hasznalataval tobb proba is jelolhetd, igy tobbszini mintazatot kapunk
(multicolour FISH), ilymodon a buza Osszes kromoszomajat el tudtak kiiloniteni egymastol
(Mukai et al. 1993, Pedersen és Langridge 1997), illetve a vele rokon fajok tobbségének
kariotipusat is meghataroztak (Pedersen et al. 1996). A buza és kozeli rokon fajainak FISH
technikaval torténé vizsgalata soran leggyakrabban a pSc119.2 (Bedbrook et al. 1980), a D és
néhany A kromoszoémahoz kotddo, Ae. tauschii eredetii Afa-family (~pAsl) (Rayburn és Gill,
1986) szekvencidkat, valamint a szatellites kromoszoméak NOR régioit jelold, 45S riboszomalis
DNS pTa71 klont (pTa71) hasznaljak probaként (Fedak és Kim 2008). Emellett mikroszatellitek
(SSR) is alkalmazhatok probaként Triticeae kromoszoémak azonositasara (Cuadrado et al. 2008).

Martonvasaron tobb préba egyiittes hasznalataval végzett FISH-t hasznalva készitették el a
hexaploid buza mellett (Schneider et al. 2003, Sepsi et al. 2008) Aegilops fajok (Linc et al. 1999,
Schneider et al. 2005, Molnar et al. 2011), éveld fajok (Sepsi et al. 2008, Linc et al. 2012), a T.
monococcum (Megyeri et al. 2012) és a btza diploid 6seinek (Molnar et al. 2014), illetve a T.
timopheevii (Uhrin et al. 2012, Miké et al. 2015) kariotipusat.

A T. timopheevii FISH vizsgalatat el6szor N- vagy C-savozassal dsszekotve végezték el, igy a
mar korabban leirt savok alapjan azonositott kromoszomakhoz hozz4 tudtak rendelni a specifikus
fluoreszcens mintazatot (Hutchinson és Miller 1982, Jiang és Gill 1994c). Zoshchuk et al. (2007)
tobb T. timopheevii génbanki tételt vizsgalt Ae. speltoides eredetli repetitiv probakkal (Speltl és
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Spelt52), melynek eredményeként a vad alfajban polimorfizmust és a G genom donor Ae.
speltoides mintazatahoz képest csokkent kopiaszamot talaltak. Uhrin et al. (2012) a T.

timopheevii 6G kromoszomajat mutatta ki 6G(6B) szubsztitlcids buzatorzsben.

2.4.1.2 GISH: fluoreszcens in situ hibridizacio komplett genomi DNS probadkkal

Az in situ hibridizacié soran nemcsak repetitiv szekvenciakat lehet probaként hasznalni, hanem
teljes genomi DNS-t is (GISH: genomi in situ hibridizacid). E modszerrel egyszer(ibb a bliza x
idegen faju hibridekben a buzatdl eltér6 genommal rendelkezd idegen faj (illetve két eltérd
genomu faj altal alkotott amfiploid) kromoszémadinak, kromoszéma szegmentumainak
azonositasa és nyomonkovetése, mivel a proba a vizsgalt DNS teljes egészét fluoreszcens szinnel
jeloli (Le et al. 1989, Schwarzacher et al. 1989). A genomok elkiilonithetéségének novelése
érdekében a kimutatni kivant genomhoz torténd jelolt genomi préba hibridizacidja mellett a
jeloletlen genomhoz a sajat (jeldletlen) genomi DNS-ét is hibridizaljuk (blokkold6 DNS), igy
akadalyozva meg a kereszt-hibridizaciét. Ezutdn csak a kimutatni kivant kromoszomak
jelolédnek a fluorokromokkal (Schwarzacher 2003). A GISH soran is lehetdség van tobb genom
egyidejii (multicolour) kimutatasara (mcGISH), amely modszerrel a bliza harom genomja is
elkiilonithetd egymastoél a diploid A és B genomdonorok genomi DNS-ét (a D genom
blokkolasaval) hasznalva probaként (Mukai et al. 1993). Az idegen faju keresztezésekben a
kromoszomak és transzlokaciok nyomonkdvetésére Martonvasaron mar az 1990-es évektol
kezdddbéen hasznaljadk a GISH technikat, foként a buza harmadlagos génforrdsaibdl szarmazo
(rozs (Langné Molnar et al. 1996), arpa (Molnar-Lang et al. 2000a, Molnar-Lang et al. 2000b),
kecskebuza (Linc et al. 1999, Molnar et al. 2009), éveld fajok (Sepsi et al. 2008, Kruppa et al.

2012)) kromatin kimutatdsara buza hattérben.

2.4.2 Inter- és intragenomikus atrendez6dések a Triticum timopheevii fajban

A kezdeti transzlokacios vizsgalatok eredményeit (pl. Gill és Chen 1987, Badaeva et al. 1994a)
¢és a FISH technika adta lehetdségeket felhasznalva Rodriguez et al. (2000) dolgoztak ki a T.
timopheevii kialakulasa soran bekovetkezett ciklikus intra- és intergenomikus transzlokaciok

feltételezett evolucios sorrendjét (3. abra).
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3. abra Fajspecifikus kromoszoma-atrendezédések a Triticum timopheevii A' (kék arnyalatai) és

G (z0ld arnyalatai) genomjaban (Rodriguez et al. 2000 nyoman)

A T. timopheevii kialakulasakor — a vad tonkéhez hasonldoan — mar rendelkezett egy T. urartu
eredetli specifikus reciprok transzlokacidval a 4A" és 5A" kromoszémak hosszi karjai kozott
(Jiang és Gill 1994a). A T. timopheevii két kiindulasi genomjabél (S: Ae. speltoides és A": T.
urartu) a poliploidizaciot kovetéen, a ciklikus transzlokacio elsé 1épéseként az eredeti 1S
kromoszoma rovid karjanak szatellites része cserélédott ki a 6A" kromoszoma rdvid karjanak
paracentrikus inverzion is atesett. A masodik reciprok transzlokacios 1épés sordn pedig az 1S
kromoszéma 6A" kromatint hordozé részének és a 4G kromoszoma rovid karjanak teloméra
régioi cserélédtek ki, mely kovetkeztében alakult ki az 1G kromoszoma. A harmadik
transzlokacioban a 4A" kromoszoma hosszi karjanak 5A" kromatint hordozé részének teloméra
régidja és a masodik 1épés soran kialakult, 4tmeneti 4S kromoszéma rovidkarjanak 6A"

kromatint hordoz6 része vett részt, igy alakitva ki a ma ismert 4G kromoszomat. A ciklikus
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transzlokacios folyamat utolsé részeként a 3A" kromoszoma hosszi karjanak disztélis része épiilt
4t a harmadik transzlokacids 1épés soran kialakult, ideiglenes 4A" kromoszdma hosszi karjanak,
két idegen (5A" és 6A") transzlokaciot hordozo végéhez, mely transzlokaciot mar Gill és Chen
(1987) is ismertetett. Ebben a transzlokacidban az ideiglenes 4A" kromoszéma hossza karjanak
teloméra részérdl, az ott 1évé 6A" kromoszoma rovid karjanak telomérajanak egy része atépiilt a
3A" hossza karjanak disztalis végére, melyet Rodriguez et al. (2000) meiotikus parosodasi
vizsgalatokkal igazoltak. A négy 1épésben lejatszodo folyamat végére alakult ki a T. timopheevii
A genomi (3A!, 4A", 5A" és 6A") és G genomi (1G és 4G) kromoszomainak jelenlegi egyedi
szerkezete, minek kvetkeztében a tobbi fajtol eltérs, A' és G megjeldlést kaptak (a valtozatlanul
maradt kromoszomakat is beleértve). Az SAL/4AL transzlokaciot mindkét faj a T. urartu fajtol
orokolte, ezért az SA" és az SA' kromoszomak kdzétt a transzlokacié ellenére sincs szamottevd
kiilonbség (Devos et al. 1995). A vad tonke leszdrmazottjaira (koztiik a blizéra is) jellemzd 4A"-
5A"-7B kromoszoémak kozotti transzlokacioval és a 4A" kromoszéma dupla pericentrikus
inverzidjaval szemben (Devos et al. 1995) tehat a T. timopheevii-re az imént ismertetett, 4 db
fajspecifikus atrendezédés (6A'S/1GS, 1GS/4GS, 4GS/4A'L, 4A'L/3A'L), valamint a 6A" hossza
karjanak paracentrikus inverzidja jellemzo (Jiang és Gill 1994b, Rodriguez et al. 2000, Salina et
al. 2006). Ezeken a fajspecifikus transzlokaciokon kiviil a T. timopheevii kiilonb6z6
populécidiban — féként a vad alfaj populacidiban — szamos random transzlokécio is tortént (pl.
5AY3GL, 1G/2G, 5G/6G), melyek az A' és G kromoszomak az A" és B kromoszoémaktol valo
még markansabb elkiiloniilését eredményezték (Badaeva et al. 1994b; Maestra és Naranjo 1999;
Rodriguez et al. 2000). Az A' és G kromoszoéméak kozotti intergenomikus atrendezédések
kimutatasara a mcGISH technika is alkalmas, amennyiben a kimutatni kivant kromoszoma
szakasz nem tul rovid (Rodriguez et al. 2000, Uhrin et al. 2012, Miko et al. 2015).

Kutatasunk soran ezzel a technikaval, illetve a genomok FISH kariotipusanak kidolgozasaval
kivantuk hatékonyabba tenni a T. timopheevii kromatin nyomonkdvetését a buzaval alkotott
hibridekben. Ez az eszk6z jol hasznosithato lehet a jové buzanemesitdi szamara is.

A T. timopheevii fentebb részletesen ismertetett, elényos tulajdonsdgai miatt mar tobb
kutatécsoport is vizsgalta e faj buzanemesitésben torténd felhasznalasdnak lehetdségét. E
potencialis forras tovabbi részletes vizsgalata azonban tovabbi, eddig még nem hasznositott
elényds tulajdonsagok azonositasahoz vezethet. Munkank legfontosabb célja ezért egy
tobbirany elénemesitési program elinditasa volt, melynek soran e faj hasznos, elsésorban
biotikus rezisztenciat javito tulajdonsagainak beépitését kezdtiikk meg a buzéba, ezzel segitve eld

legfontosabb kenyérgabonank termésbiztonsaganak novelését.
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3  ANYAG ES MODSZER

3.1 Novényi anyagok és keresztezések

A Martonvasar Gabona Génbankban tarolt, 6sszesen 56 Triticum timopheevii Zhuk. génbanki
tételt (MVGB) vizsgaltuk szantofoldon. A tételek megoszlasa a kovetkezo volt:
e alapfaj: 19 génbanki tétel,
e T. timopheevii var. timopheevii: 5 tétel,
e T. timopheevii var. typicum: 3 tétel,
e T. timopheevii var. rubiginosum, a T. timopheevii var. nigrum és a T. timopheevii var.
viticulosum valtozatokbol: 1-1 génbanki tétel,
e aT. timopheevii subsp. timopheevii alfajbol (beleértve 3 T. militinae tételt is, mely a T.
timopheevii var. militinae szinonimaja): 8 tétel,
e T.timopheevii subsp. armeniacum (régebben T. araraticum Jakubz.): 13 génbanki tétel,
e T.timopheevii subsp. armeniacum var. araxacum: 3 tétel,
e aT. timopheevii subsp. armeniacum var. nachitacheromicum ¢és a T. timopheevii subsp.
armeniacum var. tumaniani valtozatokbol: 1-1 génbanki tétel.
Ezeket a T. timopheevii tételeket Osszesen 12 taxon-csoportba sorolva jellemeztiik
elénemesitésben valo felhasznalhatosaguk alapjan. Csirazasi, illetve id6jarasi okok miatt néhany
vizsgalt T. timopheevii tétel jelenleg mar nem talalhatd6 meg a génbankban. A csak fajnévvel és
annak varietas formajaval nyilvantartott tételekrél megallapitottuk, hogy mind a subsp.
timopheevii alfajhoz tartoznak, ezért vizsgalataink soran ebbe az alakkorbe soroltuk dket.
A keresztezhet6ségi vizsgalatban a kivalasztott T. timopheevii génbanki tételek keresztezési
partnereként egy féltorpe alakor torzset (Triticum monococcum L. subsp. monococcum “1T-17)
hasznaltunk, amelyet etil-metan-szulfonat (EMS) mutagenezissel allitottak elé Martonvasaron
(Kovacs et al. 2012). E torzs szelekciojanak fokuszaban a kiemelkedd agrondomiai tulajdonsagok
és az egyéb Triticum fajokkal valo jo keresztezhetdség allt (Megyeri et al. 2011). Az ’1T-1°
alakor torzset, a T. timopheevii subsp. timopheevii var. rubiginosum (MVGB845) genotipust és a
beldliik eléallitott T. timococcum amfiploidot kiilon is vizsgaltuk munkank soran.
A buzaba torténd idegen faju génatvitelnél tobbségében a jol keresztezhetd T. aestivum "Mv9kr1’
buzatorzset (Molnar-Lang et al. 1996) hasznaltuk, néhany keresztezést pedig normal, KrlKrl
allélpart hordozd, modern buzafajtaval ("Mv Karizma’, "Mv Marsall’, "Mv Nador’, ’Mv Suba’)
is elvégeztink. Az MvOkrl’ torzs jo agrondémiai tulajdonsagokkal rendelkezik, azonban

levélbetegségekre kifejezetten fogékony, mely tulajdonsag hatékonyan jarulhat hozzd a
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rezisztenciagének sikeres beépiilésének megéllapitasahoz, valamint az idegen fajjal alkotott
hibridek utédnemzedékeinek szelekcidjahoz.
A T. timococcum és sziil6i genotipusainak (T. timopheevii MVGB845 és T. monococcum *1T-17)
betegségrezisztencidjanak vizsgalata sordn a kdvetkezd genotipusokat hasznaltuk kontrollként:
e Levélrozsda: T. aestivum ’Mv9krl’ (fogékony), T. aestivum ’Alcedo’ (fogékony),
rezisztens kontrollként a sziildi genotipusok szolgaltak,
e Lisztharmat: T. aestivum "Mv9kr1’ (fogékony), T. aestivum ’Carstens V.’ (fogékony) T.
monococcum *Mv Alkor’ (rezisztens), T. aestivum *Nannong 02Y23’ (rezisztens),
e Kalaszfuzarium: T. aestivum ’Mv222-13" (fogékony) és T. aestivum ’Mv213-11’
(mérsékelten rezisztens) martonvasari buzatorzs (Puskas et al. 2014).
Mesterségesen  fertézott  kisérletben levélrozsddval szemben ellendlldo  genotipusokat
szelektaltunk a Prof. Sutka Jozsef altal Martonvasaron eléallitott 28 db BCgsiz (haromszor
visszakeresztezett majd haromszor izolalt), T. timopheevii kromoszémat hordozé btiza vonalbol
(Farshadfar 1995). Az igy kivalasztott 6G diszomas addicios genetikai anyagot bekereszteztiik a
szintén Martonvasaron eldallitott ’Rannaja’ 6B monoszomas btiza vonallal (génbanki tételszam:
MVGS1117), amellyel célunk 6B/6G monoszoémas szubsztiticid 1étrehozasa volt.
Vizsgaltuk a T. timococcum természetben el6forduld megfeleléjét, a T. zhukovskyi fajt is,
amelyhez az MVGB650 génbanki tételt hasznaltuk.
A molekularis citogenetikai vizsgalatoknal hasznalt teljes genomi DNS-t a Triticum urartu —
MVGB115 (A genom), valamint az Aegilops speltoides — MVGB905 (S genom, a B és G genom

6se) génbanki tételek leveleibél vontuk ki.

3.1.1 Keresztezési kombinaciok

A fent ismertetett ndvényi anyag felhasznaldsaval a kdvetkezd hibrideket hoztuk 1étre:

e Triticum timopheevii subsp. timopheevii var. rubiginosum (MVGB845) x Triticum
monococcum L. subsp. monococcum “1T-1°, Triticum timococcum néven jel6lt hibridje.
A hibrid triploid genomjat kolhicinkezeléssel duplaztuk meg, ezért az amfiploid tovabbi
n-edik generaciojat ’F,’ helyett ’C, jelzéssel lattuk el. Vizsgaltuk a C, (a
genomduplazott F; nemzedék utoddjai), Cs, C4 és Cs nemzedéket,

o Keresztezhet6ségi vizsgalat soran egyéb T. timopheevii x T. monococcum ’1T-1’
kombinaciokat allitottunk el szelektalt T. timopheevii génbanki tételekb6l (MVGB132,
MVGB306, MVGB530, MVGB533, MVGB573, MVGB577, MVGB848, MVVGB849,
MVGB1174), melyek szelekcidja a C4 nemezedéknél tart,
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T. aestivum Mv9krl’ x T. timococcum, majd ennek az Mv9krl’ buzatdrzzsel tortént

tobbszori visszakeresztezésének eredményéiil kapott utdédnemzedékei (BC1, BC,, BCs),

e T. timococcum x T. aestivum genotipusok ("Mv9krl’, "Mv Marsall’, "Mv Nador’, "Mv
Suba’) egyikével alkotott hibridek,

e T. zhukovskyi MVGB650 x T. timococcum kombinacié utddnemzedéke az Fy
nemzedéknél tart,

e T. aestivum °Mv9krl” x T. timopheevii MVGB845, majd ennek keresztezési
kombinacioja harom martonvasari 6szi buzafajta "Mv Marsall’, "Mv Nador’, "Mv Suba’)
egyikével, és visszakeresztezése "Mv9kr1’-gyel (BC, nemzedék),

e T. timopheevii MVGB845 x T. aestivum genotipusok ("Mv9krl’, "Mv Karizma’, "Mv

Marsall’, "Mv Nador’, "Mv Suba’) egyikével létrehozott utddai,

T. aestivum ’Rannaja’ 6B monoszéma MVGS1117 x T. aestivum 6G diszémas addicio.

3.2 Fajhibridek eléallitasa

3.2.1 Megporzas

A keresztezés anyai partnerének kivalasztott ndvényegyedek izolalt kalaszait a kasztralasukat
(kalaszkak csucsi felének levagasa, a kozépso virag kiemelése, €s a 2 sz¢€lsd virag 3-3 zold szini
portokjanak eltavolitasa) kovetéen 2-4 nappal poroztuk meg szant6foldi (egyes T. timopheevii és
T. timococcum anya hasznalatakor) vagy fitotroni korilmények kozott. A pollenaddként
hasznalt, levagott kalaszokbodl szarmazo polleneket porgetéses modszerrel juttattuk a kasztralt
kalaszokra. Ezt kdvetden a levagott tetejii izolatort Gjra lezartuk, majd a tobbi kalasz érésével
egy iddben begyljjtottiik a hibrid szemeket tartalmazé izolalt kaldszokat is. A keresztezési
partnerek kalaszoldsa kozotti koriilbeliil 2 hetes eltérés athidalasara a buzaval végzett
keresztezéseket fitotronban, klimatizalt névénynevel6 kamraban végeztiik, melyben a buzasziilo
késobbi Kiiiltetésével tudtuk a kalaszolasat annak keresztezési partnereiével (T. timopheevii, T.
timococcum, illetve ezek buzaval l1étrehozott kombinaciodi) szinkronizalni. A kasztralas €s porzas
a ndovényneveld kamraban is a szant6foldivel azonos modon tortént (Conviron PGR-15: 21 °C

nappali és 16 °C éjszakai homérséklet, 16 dras megvilagitas, 70% relativ paratartalom).

3.2.2 Novénynevelés

A szanto6foldi novénynevelési- és felvételezési munkat a Martonvasar Gabona Génbank
martonvasari tenyészkertjében végeztiik. Az egymastol 20 cm-re 1év6 1 m hosszl sorokba 20-20

szemet vetettiink el oktOberben. A fitotroni kisérletben az eldcsiraztatott szemeket 33 mm
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atmérdji, 40 mm magas Jiffy-7 tézeg taphengerbe (Jiffy International AS, Kristiansand,
Norvégia) helyeztiik, és az elsé levelek kifejlodését kovetden a novényeket 6 héten keresztiil
allando 4 °C-os hémérsékleten vernalizaltuk. Ezt kovetéen a novényeket folddel toltott, 2 1-es
mianyag (llem atméréji és 18 cm magas) cserepekbe egyesével Kiiiltettik. A
klimaszekrényekben Tischner et al. (1997) altal btzara kidolgozott programot hasznalva
neveltiik a névényeket. Eszerint a cserépbe tliltetést kovetden koriilbeliil 4 héten keresztiil 10 °C /

2 gt fényintenzitasu

15 °C (¢éjszakai/nappali) homérsékleten, 12 oras, 250-300 umol m
megvilagitassal és 70-80% relativ paratartalommal segitettiik el6 a bokrosodast. A késdbbi
fenoldgiai fazisok (szarba indulas, kaldszolds, tejes érés) elérésekor az éjszakai és nappali
hémérsékletet 2-2 °C-kal noveltiik, mikozben a megvilagitas hosszat a bokrosodas utan 14 orara,
majd a szarbaindulastol érésig tart6 idészakban 16 orara noveltik.

Az aratast kovetden a szemkotést a feldolgozas sordn szamolt, egy kalaszban 1évd szemek és a

megporzott bibék szdmanak hanyadoséaval hatdroztuk meg.

3.2.3 Genomduplazas

A tetraploid T. timopheevii és a diploid T. monococcum keresztezésébol
szdrmazo utddok triploidok (2n=3x=21), ezért sterilek. Fertilis utodok

eléallitasara az F; novényeket 3-5 leveles allapotban 0,04%-0s

kolhicin-oldattal kezeltiik, amely a genomuk megduplazodasahoz
vezetett (4. abra). A jol bokrosodott fiatal novények gyokerét lemostuk, =
majd 4 orra kolhicin oldatba helyeztik, és az ezt kovets 12 ords | /g a\ \

folyovizes atmoséas végeztével visszaiiltettiik Oket a cserepeikbe és

4. abra Kolhicin
kezelés Fq
novényeken
(Martonvasar, 2011)

folytattuk a fitotroni ndvénynevelést (Conviron PGR-15) a korabban

ismertetett ,,baza” programmal.

3.3 Molekularis citogenetikai vizsgalatok

3.3.1 Kromoszoémapreparatum készitése

A Petri-csészékben 16 orara beaztatott, majd nedves sziirGpapirra helyezett buzaszemeket a csira
felpattanasat kovetéen minimum 48 orara 4 °C-os hiitdben taroltuk, hogy a
gyokérmerisztémakban az osztodas teljesen lealljon. Ezt kovetdéen a szemeket 25 °C-o0s
termosztatba helyeztiik és 26 6ra mulva a leszedett (1-1,5 cm hosszll) gyokércsticsokat jeges
vizzel telt fiolakban 24 oran at taroltuk. A gyokereket ezt kovetden abszolut etil alkohol : 100%-

0s ecetsav 3:1 aranyt keverékében 5 napig 37 °C-on fixaltuk, majd karminecetsav 1%-0s
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oldatdban 2 oOran keresztlil festettiik és a tovabbi felhasznalasig 3:1 aranyu alkohol:ecetsav
oldatban, —20 °C-on taroltuk.

A mitotikus kromoszdémapreparatum készitéséhez a fagyasztoban minimum 72 orat tarolt, festett
gyokereket 1 orara 45%-0s ecetsavba helyeztiik, majd a gyokércstics 0,5-1 mm-es végének
levagasat kovetden a belsd szoveti allomanyt kinyomtuk a targylemezre, ahol 1-2 csepp 45%-0s
ecetsavat cseppentettiink ra. A feddlemez rahelyzése utdn a sejteket Ovatos kocogtatassal
szétvalasztottuk, majd a targylemezt 1-2 masodpercig lang f6l¢ helyezve az ecetsav tobbségét
elparologtattuk, és egy ezt kovetd erésebb nyomassal fixaltuk a kromoszomak helyzetét a
targylemezen. Faziskontrasztos mikroszkoppal kerestik meg a megfeleld sejteket (Osszes
kromoszéma megtaldlhato, azok atfedése minimalis és a citoplazma menyisége elhanyagolhat6)
a preparatumokon, melyeket a targylemez folyékony N»-ben (-195 °C) tortént fagyasztasaval (és
a fed6lemez eltavolitasaval) fixaltuk. A targylemezeket etanolsorozatot (5 perc 70%, 5 perc 90%,
30 perc abszolut etanol) hasznalva viztelenitettiik, majd az in situ hibridizacioig —20 °C-on
taroltuk.

A nagyobb mennyiségii utodnévény kromoszoémaszamanak preciz meghatarozasahoz a Feulgen-
modszert alkalmaztuk. A kromoszdémapreparatum készitéséhez az eldzéleg leirt modon eldkezelt
gyokereket hasznaltuk, azonban a karminecetsavas festés helyett a 37 °C-on fixalt gyokereket
12-14 percig IN soésavban 60 °C-on hidrolizaltuk, majd fukszinnal (0,5 g/100 ml) 8 percig
festettiik. A jol festddd gyokércsticsokbdl az eldzdleg ismertetett modon készitettik el a

preparatumokat, amelyekben a kromoszoémak koénnyebben voltak szamolhatok.

3.3.2 Fluoreszcens in situ hibridzacio

3.3.2.1 DNS probak

A fluoreszcens in situ hibridzaciot elsé 1épésben harom, széleskorben hasznalt repetitiv DNS
probaval végeztiik el (FISH), melyeket el6z6leg PCR késziiléken (Eppendorf MasterCycler5333,
Eppendorf AG, Hamburg, Németorszag) szaporitottunk fel:

o Az Afa-family proba egy, az Ae. tauschii fajbol izolalt, 260 bp hosszlisagh repetitiv DNS
szekvenciat hordozo szakasz (Nagaki et al. 1995), melyet az Ae. tauschii teljes genomi
DNS-éb6l szaporitottunk fel a Nagaki et al. (1995) altal ismertetett PCR reakcio
segitségével, majd digoxigenin-11-dUTP-vel (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Németorszag) jeloltiink nick transzlacioval (Roche nick transzlaciés mix) a gyartd altal

megadott protokoll szerint,
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e A pScl19.2 elnevezésii, rozsbol izolalt, 120 bp hosszh repetitiv DNS szakaszt (Bedbrook
et al. 1980) a rozs genomi DNS-ébdl allitottuk el6 a Contento et al. (2005) altal
publikaltakat kovetve, majd biotin-16-dUTP-vel (Roche) jeloltiik nick transzlacioval
(Roche protokollja szerint),

e A pTa7l jelolést, 9,05 kb hosszusagh DNS klon a blza riboszémalis génjeinek (18S-
5.8S-25S rDNS) egy-egy szakaszat hordozza (Gerlach és Bedbrook, 1979), melyet rizs
genomi DNS-ébdl szaporitottuk fel Chang et al. (2010) mddszere alapjan, majd jelolését
50% biotin-16-dUTP-vel és 50% digoxigenin-11-dUTP-vel végeztiik el nick transzlacio
alkalmazasaval (Roche protokollja szerint).

A FISH-t kovetéen elvégzett genomi in situ hibridizaciohoz (GISH) sziikséges tiszta DNS-t
Sharp et al. (1988) altal leirt fenol-kloroform moédszerrel, a QuicKGene-Mini80 DNS-izolald
késziilékkel (FujiFilm, Tokyo, Japan), az ahhoz tartozo kitet és protokollt hasznalva nyertiik ki,
majd a kovetkezd probékat allitottuk elo:

e Az A genomi proba eldallitasa soran T. urartu DNS-t jeldltiink biotin-16-dUTP-vel nick
transzlacioval (Roche protokollja szerint),

e Az S genomi proba eldallitasa soran Ae. speltoides DNS-t jeloltiink digoxigenin-11-
dUTP-vel nick transzlaci6 hasznalataval (Roche protokollja szerint).

Emellett a GISH optimalizalasa soran forditott kombinacidban jelolt A- és S genomi probaval is
dolgoztunk. A GISH eljarasban blokkoloként jeldletlen Ae. speltoides DNS-t is hasznaltunk. A
fagyasztoban tarolt teljes genomi proba- és blokkold6 DNS-eket kozvetlenill az in situ

hibridizacid elétt 4,5 percig 100 °C-on elddenaturaltuk (egyszaluva tettiik).

3.3.2.2 Prepardtumok elokezelése

A fluoreszcens in situ hibridizaciot (FISH és GISH) megel6zben sziikséges a preparatumokrol
eltavolitani a probak hibridzizacidjat gatlo, illetve a kiértékelést zavard6 RNS-t és citoplazmat. A
preparatumok RNS tartalmat egy 37 °C-0s vizfiirdében végrehajtott, 45 perces RNase
(ribonukleaz enzim) kezeléssel (10 mg/ml RNase 2x SSC-ben (saline sodium citrate: natrium-
citrat és natrium-klorid 1:2,135 aranyt keverékének 2,577%-0s vizes oldata) oldva 0,05%-0s
oldatta) tavolitottuk el. Egy mosasi 1épés (2 x 2 perc 2x SSC-ben 37 °C-on) kozbeiktatasa utan, a
preparatumokon 1€v6 citoplazmat frissen készitett pepszinoldat (MQ (Milli-Q viz: desztillalt viz
ultratiszta valtozata) és 1IN HCI 99:1 aranyu keverékében 1%-osan oldott, 1Img/ml siriiségii
pepszin (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)) segitségével 37 °C-on, 1 percig emésztettiik. Az
ezt kovetd ujabb mosasi 1épés (2 x 2 perc 2x SSC-ben 37 °C-on) utdn a kromoszomak
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utofixalasat célzo, 10 perces paraformaldehides kezelést (MQ, PBS (phosphate-buffered saline:
foszfatos sooldat; pH7,4) és 8M NaOH 6300:260:1 aranyu keverékében oldva 4%-0san oldott
paraformaldehid) hajtottunk végre szobahOmérsékleten. A kezelést koveté tovabbi mosasi
1épéseket (3 x 2 perc 2x SSC-ben) szobahémérsékleten hajtottuk végre, majd a preparatumokat -
20 °C-os etanolsorozatban (3 perc 70%, 3 perc 90%, 5 perc abszolut etanol) dehidrataltuk.

Azonos preparatumon végzett FISH ¢és GISH esetén az els0 hibridizaciot kovetden, a
hibridizaciés jelek dokumentdldsa utdn a targylemezeket szobahdmérsékleten 4x SSC-Tween-
ben (0,2% polioxietilén-szorbitan-monolaurat 4x SSC-ben (dupla toménységii 2x SSC) oldva) 3
x 30 percig, majd 2x SSC-ben 2 x 5 percig mostuk, végiil etanolsorozatban (3 perc 70%, 3 perc

90%, 5 perc abszolut etanol) tortént dehidratalasukat koveten Gjrahibridizaltuk.

3.3.2.3 In situ hibridizacio

A 30 pl/preparatum mennyiségli hibridizacioés keverék torzsoldata (~28 ul) formamidot, 25
VIV%-0s dextran szulfatot, 20x SSC-t (tizszeres toménységii 2x SSC) és 10 v/v%-0s SDS-t
(sodium dodecyl sulfate: natrium-lauril-szulfat) 50:33:10:1 aranyban tartalmazott, melyhez
blokkoldo DNS-ként FISH esetén hozzaadtunk még 5 ng lazac sperma DNS-t (50 ng/ul siiriiségi,
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA), illetve GISH esetén 2 pug S genomi DNS-t (2793 ng/ul
stiriségli, a jeldlt S genomi proba 50-szeres mennyisége). A GISH probak mennyiségének
optimalizalasat kovetden preparatumonként a kovetkezd mennyiségben adtuk hozza a jeldlt
probakat a torzsoldatokhoz:

e FISH: 20 ng (0,4 ul) Afa-family, 30 ng (0,6 ul) pSc119.2 és 30 ng (0,6 pl) pTa7l

e GISH: 40 ng (0,8 pl) jelolt A genomi préba és 40 ng (0,8 pl) jelolt S genomi proba
Az 6sszeallitott hibridizacios keverékben 1évé DNS lancokat 85 °C-on 12 percig (FISH), illetve
99 °C-on 10 percig (GISH) denaturaltuk PCR késziilékkel, majd a keveréket a preparatumokra
juttatva, a kromoszomakat a proba jelenlétében denaturaltuk 75 °C-on 6 percig (FISH), illetve 80
°C-on 2 percig (GISH) a PCR késziilék targylemez feltétjét hasznalva. A denaturaciot kovetden a
preparatumokat 16 6ran keresztiil 37 °C-on (FISH), illetve 42 °C-on (GISH) inkubaltuk. Az
inkubaciot kovetden a nem-specifikusan hibridizalt szekvencidk lemosésa tobb 1épésben tortént
42 °C-os vizfiird6 hasznalataval: 2 x 5 perc 2% SSC-vel, majd 2 x 5 perc 0,1x SSC-vel, végiil 2
x 5 perc 2x SSC-vel. A mosasi eljards végeztével a targylemezeket tartd liveg festOkadat

szobahdmérsékletre helyeztiik és 4x SSC-Tween-nel toltottiik fel.
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3.3.2.4 Fluoreszcens jelek detektaldsa

A digoxigenin-11-dUTP-vel jelolt probak hibridizacios helyeit voros fluoreszeens jelet add anti-
digoxigenin-rhodamine Fab (antigénkotd) fragmentekkel (Roche), mig a biotin-16-dUTP-vel
jelolt probakét zold fluoreszeens jelet add streptavidin-fluorescein isothiocyanate (streptavidin-
FITC) Fab fragmentekkel (Roche) jeloltik egy 20 perces, 37 °C-os hibridizacido soran. E
detektalasi folyamat el6tt mindkét szinanyagot 5-5%-os aranyban feloldottuk TNB (1M TrisHCI,
3M NaCl és a Roche altal gyartott specialis blokkolo reagens 20:10:1 aranyt keveréke MQ
vizben 15%-osra higitva) pufferben (50 pl/preparatum). A detektalast kovetden 5 percig
sOtétben, szobahdmérsékleten mostuk a preparatumokat 4x SSC-Tween-ben, majd Vecta Shield,
MQ és 2 mg/ml siiriiségli, kéken fluoreszkaldé DAPI (4°,6°-diamidino-2-fenilindol) 100:50:1
aranyu oldataval kontrasztfestést végeztiink (20 pl/prepardtum).

A hibridizaciot kovetden a preparatumokat Plan Neofluar 100x NA 1.3 olajos objektivvel
(ezerszeres nagyitas) felszerelt Zeiss Axiolmager.M2 fluoreszcens mikroszképpal (Carl Zeiss
Microimaging GmbH, Gottingen, Németorszadg) vizsgaltuk. A hibridizacios jeleket a FITC
(Zeiss filter set 38), a rhodamine (Zeiss filter set 20) és a DAPI (Zeiss filter set 49) gerjesztési és
emisszidos spektrumaira érzékeny szlirékon keresztil Zeiss AxioCam MRm CCD

fényképezdgéppel fotoztuk. A fotok kiértékeléséhez AxioVision 4.8.2 szoftvert hasznaltunk.

3.4 Fiatalkori rezisztencia-vizsgalat

A levélrozsdaval és lisztaharmattal szembeni fiatalkori rezisztencia a novények vernalizalasat
megeldzéen iliveghazi koriilmények kozott tesztelhetd. A levélrozsda fertdzéséhez optimalis
koriilményeket (90-100% relativ paratartalom) az inokuléaciot kovetd két napban polietilén folids
boritassal biztositottuk. A lisztharmat vizsgéalat iivegfalu izolator dobozokban tortént. A
ndvénynevelés soran a hdmérséklet 20-22 °C, a megvilagitas hossza (természetes + mesterséges)
16 6ra volt. Mindkét esetben a mesterséges inokulaciohoz a gombafajok elézetesen felszaporitott

fertézOképleteit (levélrozsda uredosporat, illetve lisztharmat konidiumot) hasznaltuk.

3.4.1 Mesterséges levélrozsda-fertdzés

A T. timococcum sziil6jeként hasznalt T. timopheevii és féltorpe alakor genotipusok mellett az
amfiploidot és annak buzéaval alkotott és visszakeresztezett utddjait, valamint kiilonboz6 T.
timopheevii kromoszémakat hordozo addicidos bliza vonalakat tobb kisérletben fertéztiink
levélrozsda uredospora szuszpenzidval. Az uredospoérakat az ’Alcedo’ fogékony buizafajtan

szaporitottuk fel, melyet a kisérleteink fogékony kontrolljaként is hasznaltunk. A fert6zés
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levélrozsda populacioval tortént, melynek pontos rasszosszetétele nem ismert. A kozel-izogén
vonalak tobb éves vizsgalati eredményei alapjan az altalunk is hasznalt fert6z6anyag ellen az
Lr9, Lrl9, Lr24, Lr25, Lr28, Lr29 és Lr35 rezisztenciagének hatasosak (Vida et al. 2011).

A taphengerben nevelt kétleveles ndvények levelére ujjbeggyel vittiik fel a fertdz6 szuszpenziot,
majd a 48 ordn keresztiil tartd foliaboritas alatti nevelést kovetden, a fertézés utani 10. napon

értékeltiik a novények fert6zottségét Stakman et al. (1962) altal javasolt skala alapjan (5. abra).

0 - Immunis (a betegségnek nincsenek tiinetei)

; - Gyakorlatilag immunis (nincsenek uredotelepek, csak hiperszenzitiv foltok)

1 - Nagyon ellenall6 (nagyon aprd és izolalt telepek éles vonalt és kiterjedt hiperszenzitiv foltokkal)

2 - Ellenall6 (a telepek apro/kdzepes méretlick és rendszerint a névény zoldszoveteivel koriilvéve,
szigetszeriien helyezkednek el. A z6ld szigeteket klorotikus vagy elhalt szovetek hataroljak)

| 3 - Mérsékelten fogékony (a telepek kdzepes méretiick, altalaban egymastol kiilon helyezkednek el.

Nincsenek elhalt szvetek. Eléfordulhatnak klorotikus részek)

4 - Fogékony (szdmos nagy és Osszefliggd uredotelep, nincsenek elhalt szovetek. Klordzis csak
kedvezétlen koriilmények kozott fordul eld)

| X - Heterogén reakci6 (kiilonbdzé méretii telepek jelennek meg egy levélen, tobb reakcidtipus lathatd
egyszerre)

5. abra A buza levélrozsda-fertdzottségének értékelési skalaja

(Stakman et al. 1962 és McIntosh et al. 1995 nyoman)

3.4.2 Mesterséges lisztharmat-fertzés

A T. timococcum, annak sziil6i genotipusai, egy T. zhukovskyi genotipus (MVGB650), valamint
fogékony (’Carstens V.”) és rezisztens (’Nannong 02Y23’, ’Mv Alkor’ alakorfajta) kontrollok

buzalisztharmattal szembeni ellendllosagat vizsgaltuk mesterséges inokulacids koriilmények
T 7 \g / = [l

kozott. Els lépésben a T. timococcum [N -
novényeket 28  killonbozé  lisztharmat- | e
izolatummal  teszteltik (6. 4abra). A
fertdzéshez hasznalt izoldtumok a Nover
(1958) altal leirt tesztszortimenttel végzett
meghatarozas alapjan a 10-es, 47-es, 51-es,
76-0s és 77-es lisztharmatrasszba tartoztak.

A kovetkezd  1épésben a  patogén

RN

populdcioban gyakran eléfordulo 51-es és 6. abra Uveghdzi mesterséges lisztharmat-
76-05 rassz izolatumaival inokulaltuk a fert6zési kisérlet (Martonvasar. 2014)
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vizsgalatba vont genotipusokat, 2014-ben két ismétlésben. A kisérletekhez 15 cm magas faladat
toltottiink meg folddel, és abba kozvetleniil vetettiink el 1-1 sorba 20-20 szemet a vizsgalandd
genotipusokbol. A ladak fo6lé helyezett livegfali izolator alatt a novények gyorsan keltek és a
vetést kovetd 6. napon megtortént az inokulacio, melynek sordn az elézdleg fogékony
novényeken felszaporitott fertézOanyagot razéassal juttattuk a vizsgalt novények levelére. A
konidiumok nagy szdma ¢€s az izolator alatt kialakulo, a fert6zéshez kedvezo koriilmények kozott

extrém nagy korokozo nyomas mellett vizsgalhattuk a genotipusokat.

3.4.2.1 Lisztharmat-fogékonysag megdllapitasa

A lisztharmatfertézést koveté 7. napon a novények fertdzott elsé levelén kialakult tiinetek
alapjan osztalyoztuk a genotipusok ellenallosagat Nover (1958) altal leirt, Szunics és Szunics
(1970) altal honositott skala szerint:
0 — immunis (a betegségnek nincsenek tiinetei)
1 — ellenall6 (néhany kisebb telep figyelhetd meg szigetszeriien, de nem sporulalnak,
konidiumtart6t és konidiumokat nem képeznek)
2 — mérsékelten ellendlld (kozepes méretii telepek szigetszeriien elhelyezkedve, néhany
konidiumtart6 és klorozis Kialakulhat)
3 — mérsékelten fogékony (Kis vagy kozepes méretii, sporulalo telepek)
4 — fogékony (sok és nagyméretil, erdsen sporulalo telep)
Amennyiben a rezisztens ndvényeken a hiperszenzitiv reakcié aprd, tliszirashoz hasonlo

tiinetei megfigyelhetdek voltak, ezt pontosvesszdvel (;) jeldltiik.

3.4.2.2 Lisztharmat — novény interakcio vizsgadlata

A lisztharmat-ellenallosag vizsgalataval parhuzamosan a korokozo konidiumai, micéliumai és a
gazdanovény kozotti interakciok idobeni alakulasat is elemeztiik levélpreparatumokon. Ehhez az
inokulaciot kovetéen 9 alkalommal (8, 16, 24, 32, 40, 48, 72, 96 és 168 oraval a fertézés utan)
mind a 7 genotipus 1-1 fertézott levelét (5-8 cm-es csucsi rész) szedtiik le, majd 2 ml-es
eppendorf csovekben DAB (diamino-benzidin) festékkel infiltraltuk és 8 oran keresztiil s6tétben
festettilk. A DAB a novényi sejt elsddleges stresszjelzéjeként ismert hidrogén-peroxid (H205)
jelenlétében barna, oldhatatlan csapadékot képez, igy ezzel a moddszerrel a lisztharmat
behatolasara adott reakcio is vizsgalhat6. A DAB festés utan a leveleket vizben aztattuk 10
percig, majd abszolut etanol : 100%-0s ecetsav 1:1 aranyu keverékében 24 o6ran at kezeltiik. Ezt

kovetden a kifehéritett leveleket anilinkék festékben 8 oran keresztiil festettiik, mely a gomba
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képleteit kékre szinezte a levél fehéren hagyasa mellett, és az elzestesen elvégzett DAB festés

detektalhatdsagat sem korlatozta.

A kékre festett levelekbdl
preparatumot készitettiink, melynek
gyors kiszaradasa ellen glicerolt
cseppentettink a targy- és a
fedélemez kozé (7. abra). A

preparatumokat ~N-Achroplan  40x

7. abra Lisztharmattal fert6zott buzalevél fehéritett és  objektivvel (négyszdzszoros nagyitas)
anilinkékkel festett preparatuma (Martonvasar, 2015) felszerelt Zeiss AxioScope.Al
fénymikroszkoppal (Carl Zeiss Microimaging GmbH, Gottingen, Németorszag) vizsgaltuk és a
mikroszkopra rogzitett Canon PowerShot G6 digitalis fényképez6géppel (Canon Inc., Japan)
fotoztuk.

3.5 Kalaszfuzarium rezisztencia vizsgalata

A Triticum timococcum ¢és sziildi genotipusainak kalaszfuzariummal szembeni ellenallosagat
mesterségesen fert6zott tenyészkertben vizsgaltuk 2015-ben Martonvasaron. A fert6zéshez
hasznalt két Fusarium faj, a F. graminearum ‘IFA-66’ és a F. culmorum ‘IFA-104" izolatumat
permetezéses (5 x 10* makrokonidium/ml koncentracioban 200 mI/mZ) ¢s kalaszkainjektalasos
(5 x 10° makrokonidium/ml koncentracioban kaldszonként 2x5 pl egyetlen kalaszka also 2
viragja) modszerrel kiilon-kiilon juttattuk ki viragzas idején. A kalaszfuzariummal szembeni 1. és
II. tipusu rezisztencia, azaz a fuzarium behatoldsa és a kaldszorson keresztiili terjedése
hatékonyan vizsgéalhatd a permetezéses inokulacioval (szant6foldi rezisztencia), kiegészitve azt a
II. tipusu rezisztencia elkiilonitett, kaldszkainjenkatlasos technikaval torténd vizsgalataval
(Puskas 2013).

A permetezéses inokulacional a 2 m hosszu, 2 soros parcellak elsé felét az *IFA-66", masodik
felét pedig az ’IFA-104 izolatummal kezeltilk, majd 26 nappal késébb értékeltiik a
kalaszfert6zottséget (%).

A kalaszkainjektalasos eljarassal a II. tipusu kalaszfuzarium-ellenallésagot kiilon is vizsgaltuk a
genotipusokbdl vetett 1-1 db 2 m hosszi sorban. A F. graminearum és a F. culmorum
izolatummal 5-5 kaldszt kezeltiink, majd 21 nappal késébb a fert6z0dott kalaszkak Osszes

kaldszkéhoz viszonyitott aranya alapjan, szazalékosan értékeltiik a kalaszok fert6zottségét.
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3.6 Fenotipusos tulajdonsagok meghatiarozasa

3.6.1 Triticum timopheevii génbanki tételek szantofoldi felvételezése

A T. timopheevii génbanki tételek szantofoldi felvételezését a Martonvasar Gabona Génbank
tenyészkertjében végeztiik. Minden génbanki tétel legalabb két évben volt vizsgalva, igy
kiiszobolve ki az évjaratok eredménytorzitd hatdsat.
A kovetkezo fenotipusos tulajdonsagokat vizsgaltuk:

o ¢letforma (Oszi, tavaszi, fakultativ),

e nodvekedési tipus (felallo vagy eltertiild),

e kalaszolasi id6 (datum),

e virdgzasi id6 (datum),

¢ maximalis novénymagassag (cm),

e ezerszem tdmeg — nem minden tételnél (g).
A gyakran el6fordul6d buzabetegségekkel (lisztharmat, levélrozsda, virus fert6zottség) szembeni
szant6foldi ellenéllosagot is vizsgaltuk néhany évben, amikor e betegségek tiinetei megjelentek.

Vizsgalati eredményeinket kordbbi martonvasari felvételezési adatokkal is kiegészitettiik.

3.6.2 Triticum timococcum és sziil6i genotipusainak fenotipusos és agronomiai jellemzése

A T. timococcum részletes szantofoldi jellemzését a Martonvasar Gabona Génbank martonvasari
tenyészkertjében végeztikk 2012-ben és 2013-ban. E két, 6szi kalaszos termesztési szezonban

mért napi kozéphémérsékletet és havi csapadékmennyiséget a 8. abra mutatja.

g( M °C 30
hémérséklet-2012 =homérséklet-2013
70 25
60 csapadék-2012 ® csapadék-2013 ’ 20
50 15
40 10
30 5
20 ' \ 0
10 I -5
0 -10
okt nov dec jan febr marc dpr md  jin jal - -15

8. abra A 2011/2012-es ¢és 2012/2013-as 6szi kalaszos szezonban, oktobertdl juliusig mért napi

kozéphomeérseklet és havi csapadékdsszeg alakuldsa Martonvasaron (Forras: MTA ATK)
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A tenyésziddészak kilenc honapja alatt (oktober 15 — jalius 15) lehullott csapadék 2012-ben 238
mm, 2013-ban 371 mm volt.

A szantofoldi vizsgéalatokkal parhuzamosan a hibridet és sziilotorzseit fitotron kamraban
(Conviron PGR-15 klimaszekrény) is vizsgaltuk mindkét évben Martonvasaron a 3.2.2 pontban
leirt novénynevelési programot hasznalva.

A 2011/2012-es szezonban 6-6 sziiléi sor mellé¢ 53 izolalt T. timococcum kalaszt vetettiink el
kalaszonként kiilon sorba a szant6f6ldon, mig a fitotronban a szabadfoldi 53 izolalt kalasz koziil
kivalasztott 7 kalaszbol szarmazd szemekbdl nevelt 31 T. timococcum és 4-4 sziildi
novényegyedet iiltettiink. A 2012/2013-as szezonban 56 sor T. timococcum (Cs generacid) és 10-
10 sziiléi novényegyed felvételezését végeztiikk el, amellyel parhuzamosan 31 T. timococcum
novényt vizsgaltunk (sziilék nélkiil) fitotroni koriilmények kozott. Ahol nem kalaszutddsort
vizsgaltunk, ott mindkét év oktdberében az egymastol 20 cm-re 1évé 1 m hossza sorokba 20-20
szemet vetettiink el. Egy 2013-as tavaszi vetéssel a genotipusok novekedési tipusat (6szi, tavaszi,
fakultativ) is vizsgaltuk. Ezen kiviil felvételeztikk a kaldszoldsi id6t (csak szabadfoldon), a
ndvénymagassagot és a novényenkénti hajtdsszamot is.

A két év soran vizsgaltuk a kaldszmorfologiai és fertilitasi tulajdonsagokat is, melynek keretében
elemeztilk a fitotroni ndovényi anyag Osszes kaldszat és a szantofoldi kiséreltben szerepld
genotipusok 30-30 kaldszat. Ez alol csak a 2012-es év volt kivétel, amikor a hibrid 146
szantofoldrdl szdrmazd kaldszat vizsgaltuk. Aratds utan kaldszonként meghataroztuk a kaldsz
hosszat (szalkak nélkiil), a kalasz tomottséget (kalaszkak szama 1 cm kaldszhosszon), valamint a
kalaszonkénti viragszamot ¢és szemszamot. Mindkét évben a T. timococcum kalaszokat
celofanzacskoval izolaltuk (kivéve a 2013-as szabadfoldi kiséletet), mig a sziilok kaldszait nem
izolaltuk.

A fontosabb buza gombabetegségekkel (lisztharmat, levélrozsda, sargarozsda) szembeni
fogékonysagot természetes korokozo nyomas mellett, 0-9 skalan pontozva (0 = tiinetmentes, 9 =
fogékony), szant6foldon vizsgaltuk 2013 és 2015 kozott a fogékony MvOkrl’ buzatorzset

hasznalva kontrollként.

3.7 Fenotipusos- és rezisztencia-tulajdonsagok statisztikai kiértékelése

Az adatokat egytényezbs variancaanalizissel (ANOVA) elemeztiik SPSS 16.0 statisztikai
szoftverrel (SPSS Inc., Chicago, IL, USA), az alabbi statisztikai modellt hasznalva:

Xij = p + 0 + &jj
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ahol Xj; az i-edik genotipus X tulajdonsaganak j-edik mért értéke (fliggd valtozo), p a becsiilt
varhato érték (konstans), o; az i-edik genotipus faktorhatasa (fiiggetlen valtozo) és &j; a mért
értékhez tartozo hibatag.

A genotipusonként ¢és tulajdonsagonként vizsgalt alapsokasdgok hibatagjainak eloszlasat
normalitas vizsgalattal igazoltuk: 2 esetben D’Agostino teszttel (D’Agostino et al. 1990) p >
0,05 szignifikancia szint mellett (T. timopheevii kalaszolasi id6 szant6foldon: p=0,079; T.
timococcum noévénymagassag fitotronban: p=0,100), a tobbi esetben pedig a ferdeség és
cstcsossag vizsgalataval (Tabachnick és Fidell 2013). Az alapsokasdgok tobbségének Levene
teszttel kapott szords inhomogenitasa kovetkeztében Games-Howell post hoc tesztet hasznaltunk
a genotipusok egyes tulajdonsigaira vonatkozo szignifikdns kiilonbség (p < 0,05) egyidejii
kimutatdsara.

A mesterséges fuzariumfertézés eredményét szintén egytényezés ANOVA-val elemeztiik,
azonban a Levene teszt altal igazolt szorashomogenitas teljesiilése miatt Tukey post hoc tesztet

hasznaltunk.
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4 EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

4.1 Triticum timococcum eldallitasa

4.1.1 Triticum timopheevii génbanki tételek jellemzése

A T. timococcum elballitasahoz felhasznalt, mar meglévé féltorpe alakor térzs (C1T-17)
keresztezési partnere a szintén hasonloan kiemelkedd rezisztenciajii T. timopheevii. A minél
sikeresebb keresztezés, illetve a minél jobb agrondomiai értékekkel bird fajhibrid eléallitasa
érdekében, elsé 1épésként a Martonvasar Gabona Génbankban fenntartott T. timopheevii tételek
részletes jellemzését is sziikséges volt elvégezniink a keresztezést megeldzden.

Az 56 T. timopheevii génbanki tétel elmult évekbeli, atfogd szanto6foldi megfigyelésekbdl
szarmaz6 adatai mellett korabbi évekbdl szarmazokat is felhasznaltunk. A vizsgalt tételekrol
Osszesen 2100 felvételezési adatot gylijtottiink és értékeltiink ki. Az elemzések soran az egyes
taxon-csoportok értékeit tulajdonsagonként atlagoltuk, igy minimalizaltuk az évjarathatast. A
tételeket két alakkorbe (timopheevii és armeniacum) tartozo 12 taxon-csoportba soroltuk, és a
taxon-csoportonként szamitott atlagértékeket hasonlitottuk dssze (2. tablazat).

A vizsgalt 56 T. timopheevii tétel 14%-a tavaszi életformaju, mig tobb mint 40%-uk
vernalizacios id6tol fiiggetleniil is szarba indul, ami jol szemlélteti a génbankunkban tarolt
tételeink genetikai soksziniiségét. Ez a heterogenitds megmutatkozott a névénymagassag ¢€s
kalaszolési 1d6 nagyfokl szorasaban is.

A T. timopheevii subsp. armeniacum génbanki tételek tobb mint fele mutatott virusfertézottségre
utalé tiineteket, mig az alapfajhoz és a subsp. timopheevii alfajhoz tartozo tételek 81,6%-a
tiinetmentes volt. Néhany kivételtol eltekintve az 6sszes T. timopheevii tétel ellenallo volt a
lisztharmattal és a levélrozsdaval szemben szant6foldi természetes korokozd nyomas mellett.
Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy agronomiailag a legcélszeriibb a termesztett
alfajhoz (subsp. timopheevii) tartoz6 38 génbanki tétel (timopheevii alakkor) koziil kivalasztani
az uj amfiploid anyai sziildpartnerét. A vad alfajhoz (subsp. armeniacum) tartozé 18 génbanki
tétel tobbsége elteriildé novekedési tipusu volt, és a megfigyelések alapjdn minimalisan
érzékenyebbek voltak a gombas (lisztharmat, levélrozsda) és virusos fertézésekre is. Az
armeniacum alakkorbe tartozo génbanki tételek az eldnyds korai kalaszolasi- és viragzasi idejik
ellenére, a torékeny kalaszorsojuk és a viszonylag kis ezerszemtomegiik miatt nehezebben

hasznalhatok fel az elonemesitésben (3. tablazat).
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2. tablazat A Martonvasar Gabona Génbankban fenntartott Triticum timopheevii génbanki tételek fontosabb tulajdonsagai taxon-csoportonként tobb év

atlagaban (n = a felvételezett adatok szama; betegség-fogékonysag: 0 = tiinetmentes, 9 = nagyon fogékony) (Martonvasar, 2004-2010)

TrltlcurTZIrt]erILOpheevu Kalicaolici | Virogi Novényma- | Ezerszem- Nmtffekedem Eletforma Betegség-fogékonysag
Hre aaszotast fragzasi gassig tomeg _pus (tételszam) Levél- Liszt- virusfert6zottség
ta}olzl—csl,{c?pgrt;)l;( 1d? ] 1d? ] om 9 (tételszam) roezvse(e]I - r'smat (génbanki tételek szima)
(gén ank tetele (n; szoras) | (n; szoras) (n; széras) | (n; széras) A R .| fakul- e .
szama) felall6 | elteriilé | 6szi | tavaszi tativ (0-9) (0-9) | fertézédott | tiinetmentes
. Junius 9. Janius 13. 103 35,29
Alapfaj (19) (68;£4,98) | (68;%5,00) | (62;232,34) | (12;4320) | 18 L8] 2 11 0 0 8 16
. Junius 9. Junius 14. 92 30,35
var. nigrum (1) (6, +5,17) (6: %5,17) (5 +38,42) (L-) 1 0 0 0 1 0 0 0 1
- Junius 3. Junius 7. 112 33,38
var. rubiginosum (1) (9 +6,22) (9; £6,62) (5 £18,65) (2: £2.23) 1 0 0 0 1 0 0 0 1
. .. Junius 6. Junius 10. 111 35,92
var. timopheevii (5) | (20.4298) | (20;3.23) | (17;420,32) | (5:+2.60) | * 1 4 0 1 0 0 2 3
. Junius 10. Junius 15. 124 35,55
var. typicum (3) (6:7,50) (6:£8.67) | (4:+33,26) 1) 3 0 2 1 0 0 0 0 3
o, Janius 10. Janius 15. 110
var. viticulosum (1) (6; 2,56) (6: £3,62) (5:£30,21) - 1 0 0 0 1 0 0 0 1
. .. Junius 5. Junius 9. 96 33,00
subsp. timopheevii (5) (28 5,58) (28: £5,41) | (18:43530) | (4 +481) 4 1 3 1 1 0 0 2 3
subsp. timopheevii f. Junius 22. Junius 26. 43
s - 0 0 0 3
miltinae (3) (42386) | (423,56) | (4:%5,00) S R R °
, , 1db: 8
. Junius 3. Junius 7. 88 22,23 : 1db:3
subsp. armeniacum (13) (42; £8,66) | (42;+8,71) | (33;+2624) | (2: £11,07) 4 9 6 2 5 111ddb5'50 12.db: 0 7 6
subsp. armeniacum var. | Majus 29. Janius 2. 98 16,73 0 3 1 0 2 0 0 2 1
araxacum (3) (15;+£8,52) | (15;£8,46) | (8;+29,87) | (3;+4,44)
subsp. armeniacum var. Junius 2. Junius 6. 108
. . - 0 0 1 0
nachitacheromicum (1) | (2;+3,54) | (2;+0,00) | (2;%53,03) 0 1 1 0 0
subsp. armeniacum var. | Majus 31. Janius 7. 105
L - 1 1 0 0 0 1
tumaniani (1) 1 -) L -) 1;-) 0 0 0
OSSZESEN 40 16 25 8 23 2 1 17 39
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3. tablazat A Martonvasar Gabona Génbankban fenntartott Triticum timopheevii alakkorok

kozotti kiillonbségek a szelekcid szempontjabol fontos, a két tipus kozott jelentds eltérést mutatd

tulajdonsagok kiemelésével (d6lt betit) (Martonvasar, 2004-2010)

Tulajdonsag

timopheevii alakkor
(38 tétel)

armeniacum alakkor
(18 tétel)

Eletforma

42% téli, 42% fakultativ,

16% tavaszi

50% téli, 40% fakultativ,

10% tavaszi

Novekedési tipus

t6bbségiik feldlls (92%)

tobbségiik elterils (72%)

Lisztharmat rezisztencia

rezisztens (100%)

rezisztens (94%)

Levélrozsda rezisztencia

rezisztens (100%)

rezisztens (89%)

Virus fert6zottség

tobbségiik tiinetmentes (82%)

tobbségiik fert6z8dott (56%)

Kalaszolasi ido

kés6bb (junius eleje-kozepe)

korabban (majus vége)

Novénymagassag

magasabb (atlagosan 95 cm)

alacsonyabb (atlagosan 88 cm)

Ezerszemtomeg

nagyobb (atlagosan 31,4g)

kisebb (atlagosan 14,3g)

4.1.2 Sziilopartnerek keresztezhetdségi vizsgalata

A 2. tablazat eredményeinek tiikrében az amfiploid eldallitasat megel6z6 keresztezhetdségi

vizsgalatba a timopheevii alakkorbe tartozo tételeket vontuk be. Ezek hatranya a viszonylag nagy

novénymagassag ¢s a késoi kalaszolas, azonban e két tulajdonsag sikeresen javithatd az alakorral

alkotott hibridekben, ha a pollenad6 alakornak egy korai kaldszol4su, alacsony torzset

valasztunk. A Martonvasaron eléallitott T. monococcum subsp. monococcum ’1T-1" alakor torzs

ezeknek a feltételeknek tokéletesen megfelelt, rdadasul korabbi kisérletek is igazoltdk, hogy

ezzel a torzzsel nagyobb mértékli szemkotés érhetd el a nemzetségéhez tartozo fajokon, mint a

hagyomanyos tipusu alakorral valé megporzas soran (Megyeri et al. 2011).

A keresztezhetdségi vizsgalatot szantofoldi koriilmények kozott végeztik el, ezért az *1T-1°

kalaszolasi idejéhez legkozelebb esd, tehat a legkorabbi génbanki tételeket vélasztottuk ki a

timopheevii alakkorbdl. Kisérletiink alapanyagaul 11, kiilonb6z6 életformaju tételt valasztottunk

ki, melyek mindegyike felallo novekedésti és a vizsgalt betegségekre tlinetmentes volt (4.

tablazat).
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4. tablazat Keresztezhet6ségi vizsgalatra kivalasztott Triticum timopheevii génbanki tételek fobb

tulajdonsagai és a T. monococcum °1T-1’ alakor torzzsel végrehajtott keresztezés eredménye (n

= a felvételezett adatok szdma)(Martonvasar, 2010)

Triticum timopheevii . ., .| Viragzasi | Ezerszem-| Novény- - Alakorral
. . Kalaszolasi o n f Eletforma Szem-
génbanki tétel idé ido tomeg (g) | magassag megporzott | Szem- Kotés
(génbankKi azonosité - (n; (n; cm tava- | fakul-| viragok | szim
a (n; széras) . .z sz | Oszi A %
szam) sz0ras) széras) | (n; szoras) szi | tativ szama
T. timopheevii var. . .
S Janius 3. Janius 7. 112
rubiginosum ] i 33,38 ) X 226 36 15,93
(MVGBS45) (9; £6,22) | (9;+6,62) (5; £18,65)
T. timopheevii subsp. . .
timopheevii I S K (i_l_5) X 144 3 | 208
(MVGB1174) : : :
T. timopheevii Junius 4. | Janius 8. 110
(MVGB121) (5:4550) | (5:2540) | 3400 | (413201 X 224 3 | L34
T. timopheevii Junius 4. | Junius 8. 108
(MVGB306) (4; +4,35) | (4;£2,75) 35,28 (4; £32,79) X 224 17 7,59
T. timopheevii var. , ,
. - Jnius 5. Jnius 9. 115
timopheevii ] i 33,71 . X 172 8 4,65
(MVGB849) (4;+3,70) | (4;+2,83) (3; +8,66)
T. timopheevii var. , ,
timopheevii g}“i“l‘ssé') é‘?“i“llsfs’) 39,23 (3,1;2789) X 92 14 | 1522
(MVGB848) T T T
T. timopheevii var. , ,
. . Janius 5. | Junius 10. 125
timopheevii ) ) 33,62 ) X 120 0 0,00
(MVGBS50) (3:43,51) | (3;+4,73) (3; +13,23)
T. timopheevii subsp. . L
. .. Janius 5. Janius 9. 92
timopheevii ) i 31,02 ) X 116 2 1,72
(MVGB573) (9;£6,25) | (9;+5,71) (5; +37,68)
T. timopheevii Junius 5. | Junius 9. 120
(MVGB530) (5:42.88) | (5:22.00) | 3% | (5:432.08 X 206 171825
T. timopheevii Junius 8. | Janius 12. 99
(MVGB122) (4;+3,37) | (4;£2,75) 38,84 (4; +37,05) X 174 0 0,00
T. timopheevii Junius 9. | Janius 13. 113
(MVGB533) 6:4392) | (6: 2271y | B0 | (4 43403) | X 70 7] 10,00

A legjobb szemkotést (és a legtobb hibrid szemet) eredményezd, viszonylag jo agrondmiai

értékekkel bird génbanki tételt valasztottuk ki az *1T-1" alakor torzs keresztezési partnereként az

uj amfiploid eldallitasahoz. Ez a génbanki tétel a Triticum timopheevii Zhuk. subsp. timopheevii

var. rubiginosum (MVGB845) volt, melyet, mint elészelektalt génforrast nemcsak az amfiploid

eléallitasanal tudtuk a késdbbiekben keresztezési partnerként hasznalni, hanem a buzaval

végrehajtott kozvetlen keresztezéseknél is.
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4.1.3 Triticum timopheevii x Triticum monococcum amfiploid eldallitasa

A felvételezési és keresztezési kisérletek eredménye
£ RN % alapjan kivalasztott T. timopheevii MVGB845 jelzésii
B x % /‘,*-/’y‘ génbanki tétellel inditottuk el a T. timococcum eldallitasi
¥ 3
[4 i
programot, melynek soran 255 hibrid szemet sikertilt
MVGB845 1T-1
(2n=4x=28) | (2n=2x=14) | eldallitani (9. abra). Ez az eredmény az eldkisérlethez
&= L .
= képest rosszabb, de még igy is kiemelkedd, 13,3%-0S
WY : -
) e d szemkotést jelent. Az F; hibrid szemek 91,1%-a
T. timopheevii X T."monococcum
F, (2n=3x=21) csirazott ki, majd miutan elérték a 3-5 leveles allapotot,

9. abra Triticum timopheevii
MVGB845, T. monococcum ’1T-1°
¢s F1 hibridjiik szemtermése
(Martonvasar, 2011)

az 1dokozben kromoszoémavizsgalatnak alavetett és
triploidként azonositott novényegyedeket kolhicinnel

kezeltiik. Igy allitottuk elé a duplazott genomu, immar

crer

kalaszain kozel 1500 C, szemet kaptunk (5. tablazat).

5. tablazat Triticum timopheevii MVGB845 x T. monococcum *1T-1" eléallitasanak f6bb adatai

Kolhicinezés Izolalt | Izolalt
Keresztezési kombinacio | Kiindulasi C,
utani Mortalitas C; C; Szemkotés
novény- L ) %) Kaldszok | virdeok szemek %)
- novényszam o alaszok | virago o
anya (9) pollenado szam (Fy) szama
y @) (Cy) szama | szama
Triticum Triticum
timopheevii | monococcum
var. subsp. 173 140 19,08 948 35824 1497 4,18
rubiginosum | monococcum
(MVGB845) 1T-1'

Emellett a keresztezési kisérlet soran 1étrejott, 7 masik T. timopheevii tételbél szarmazo hibrid
kombinaciobol is hasonlo T. timococcum amfiploidokat allitottunk eld, azonban ezeket, két
masik T. timopheevii subsp. armeniacum x T. monococcum *1T-1" amfiploiddal k6zdsen, tobb
generacion at tartd természetes szelekcionak tessziik ki mieldtt a biiza elénemesitési programba

bevezetnénk.

4.1.4 Triticum timococcum eléallitasanak megvitatasa

A legtobb, a T. timopheevii hasznositasat célzo kutatas soran a fajt kozvetleniil keresztezték a
buzaval (Leonova et al. 2011, Peusha et al. 1996, Badaeva et al. 1995). Emellett azonban néhany

uj mesterséges amfiploidot is eldallitottak beldle kiillonbozd ploidszintii keresztezési partner,
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mint példaul a T. monococcum L. (diploid) és a T. carthlicum Nevski (tetraploid)
felhasznalasaval (Zhebrak 1944, Rajhathy 1955, Goncharov et al. 2007). A T. timopheevii fajbol
elészor Kostov (1936) allitott elé6 amfiploidot a T. monococcum felhasznalasaval, melynek, a két
szul6 fajnevének Osszevonasaval, a Triticum timococcum Kost. nevet adtak (Goncharov et al.
2009). A hasznos gének keresztezés utjan buzaba torténd atvitelét megkonnyiti az azonos,
hexaploid ploidszint (bridge-keresztezés), ezért elonyds egy diploid keresztezési partner
alkalmazasa a T. timopheevii alapu amfiploid eléallitasa soran. Az elsé T. timopheevii x T.
monococcum hexaploid hibrid eldallitasanal egy hagyomanyos alakor genotipust hasznaltak, €s
az azota eldallitott hasonlo hibridek sem tudtak elterjedni a blizanemesitési programokban, mert
szamos eldnytelen agronémiai tulajdonsagot is hordoztak (pl. az alakor magassaga és gyenge
szarszilardsaga) (Goncharov et al. 2007). Ezzel ellentétben a jelen kutatasban szerepld hibridet
egy kortltekintéen szelektalt T. timopheevii génbanki tétel és egy féltorpe elonemesitett alakor
torzs keresztezésével allitottuk eld, amely a korabbi T. timococcum eldallitasok soran tapasztalt
nagyon gyenge szemkotéshez viszonyitva (Belea et al. 2005) sokkal hatékonyabbnak bizonyult,
¢s arra is ravilagitott, hogy az amfiploidok eléallitasahoz csak szigorian szelektalt, eldnemesitett
novényi anyagot érdemes hasznalni. A T. timococcum felhasznalasaval 01j alakor eredetli géneket
is bevihetiink buzadba, ezzel javitva annak betegség-ellenallosagat valamint technologiai
mindségi tulajdonsagait (magas tokol- és karotinoid tartalom) (Brandolini et al. 2008).

A martonvasari Triticum timopheevii génbanki tételek atfogd vizsgalatat kovetden
megallapitottuk, hogy az MVGB845 azonositoju tételen kiviil vannak még mas tételek is,
amelyeket célszerii lehet bevonni a buza elénemesitési programokba. Ilymoédon, akar ajabb
tipusu T. timococcum torzsek eloéallitasan keresztiil, szélesithetd a buzanemesités genetikai
bazisa. A dolgozatban részletesen jellemzett amfiploiddal egyiitt 0sszesen 10 kiilonb6zd T.
timopheevii genotipusbol szarmaz6 T. timococcum fajhibridet allitottunk el6, melyek negyedik
generacidja (C4) jelenleg szantofoldi szelekcios programban szerepel. A szelektalt utddjaik
bevonasa a buza elénemesitési programokba a kozeljovOben varhatdé. A T. timopheevii x T.
monococcum amfiploid sziil6i fajnevekbdl alkotott elnevezése (Triticum timococcum) még nem
teljesen elfogadott, mert hivatalos botanikai leirasa ezidaig nem késziilt el. Ezért a tudomanyos
publikaciokban elsé emlitésénél Triticum timococcum Kost., nom. nud. elnevezéssel sziikséges

jelolni ezt a szintetikus fajt.

4.2 Triticum timococcum molekularis citogenetikai jellemzése

4.2.1 Szildi genomok kariotipizalasa

Az amfiploid genomszerkezetének meghatarozasanak els6 Iépéseként a sziiléi genomok FISH

kariotipusat készitettiik el, hogy a kromoszomaik nagy biztonsaggal azonosithatéak legyenek a
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keresztezésiikkel eléallitott T. timococcum utdédokban. A kromoszomak azonositasahoz olyan
repetitiv DNS probakat hasznaltunk (Afa-family, pTa71 és pSc119.2), amelyek széleskorben
elterjedtek a buza rokonsagi koréhez tartozo gabonafélék genomanalizisében.

Harom szinnel végzett fluoreszcens in situ hibridizaciot (FISH) alkalmaztunk a hibrid sziil6i
genotipusain, hogy létrehozhassuk az A™, A' és G genomok kariogramjat. A kiilonbdzé szinnel
jelolt repetitiv DNS szekvencidkat egyidében hibridizaltuk a vizsgalt preparatum DNS-éhez,
majd az igy jeldlt metafazisos kromoszémakat lefotdoztuk. Ezt kovetden egy képszerkesztd
program segitségével a kromoszémakat egyesével kivagtuk és genomjuk szerint sorba rendeztiik.

A kariogrammok alapjan a hexaploid hibrid, a T. timococcum &sszes kromoszomaja

azonosithatova valt a késobbiekben (10. abra).

123 45 6 7

10. abra Az A™, A' és G genomok FISH kariogramja: a Triticum monococcum subsp.
monococcum *1T-1" (A™) és a Triticum timopheevii subsp. timopheevii var. rubiginosum
MVGB845 (A' és G) kromoszomain pSc 119.2 (z51d), Afa-family (piros) és pTa71
(narancssarga) repetitiv DNS probakkal kapott fluoreszcens in situ hibridizaciés mintazat. A

kromoszomak genomok és homeolog-csoportok szerint rendezve (Skédla = 10 um)

Az emlitett FISH eljarassal jelolt kromoszémak homeolog-csoportonkénti azonositdsdban Jiang
és Gill (1994b) és Uhrin et al. (2012) (T. timopheevii), valamint Megyeri et al. (2012) (T.
monococcum) munkaja segitett. A két A genom kromoszoémainak jelolédése kozotti kiilonbséget

a 6. tablazat részletezi.
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6. tablazat A digoxigeninnel (piros) jelolt Afa-family (és egyéb) repetitiv DNS szekvencidk

hibridizacios helyei a Triticum timococcum kiilonb6zé A genomjainak kromoszomain

Triticum monococcum L. subsp.

monococcum ’1T-1’° eredeti A™

Triticum timopheevii Zhuk. subsp.

timopheevii var. rubiginosum MVGB845

Homeolog kromoszomak Afa-family (és egyéb eredetii A'kromoszémak Afa-family (és
kromoszéma FISH) jelolodése egyéb FISH) jelolédése
Rovidkar Rovidkar
Hosszu kar Hosszu kar
(és centroméra) (és centroméra)
Néhany teloméras jel; _ o 2 telomeras jel;
) 2 interkalaris jel;
(erds pTa7l jel ) Néhany gyenge (pSc119.2 sav [zo6ld]
1 gyenge jelek a . _ )
[narancssarga] a ) teloméras jel az interkalaris
) teloméra régioban )
teloméra régioban) régidban)
2 teloméras jel;
Nagyon gyenge Nagyon gyenge . Gyenge teloméras
2 _ ) 2 gyenge jel a )
teloméras jelek teloméras jelek ' jelek
centroméra régioban
Néhany gyenge
2 teloméras jel; 2 ) ] Néhany gyenge
3 ) Néhany teloméras jel teloméras jel;
pericentroméras jel ) ) teloméras jel
2 pericentroméras jel
4 Sok er6s jel 2 szubteloméras jel Nincs jelolodés Teloméras jelek
] ) 2 teloméras és 2
(erés pTa7l jel 2 erds és néhany (2 er6s pScl19.2 jel | o
interkalaris jel; gyenge
5 [narancssarga] a gyenge jel a teloméra [z61d] a teloméra )
) ) ) jelek e két tertilet
teloméra régioban) régidban régidban)
kozott
. Néhany teloméras jel;
Gyenge jelek a
. (erds pTa7l sav
teloméra és Gyenge jelek a o
6 ) ) [narancssarga] a Nincs jelolddés
pericentroméra teloméra régidban
. szubteloméra
régioban )
régidban)
Sok jel a teloméra Gyenge teloméras ) )
Gyenge teloméras ) ) . 2 gyenge interkalaris
] ) régioban; 2 jel a jelek; )
7 jelek; 2 jel a jel; gyenge teloméras

centroméra régioban

pericentroméra

régioban

gyenge jelolodés a

centroméra régidban

jelek

A 6G, 6A", 1A"™ és 5A™ kromoszomak erés pTa7l jelet (narancssarga) mutattak, mikozben a

zOlden fluoreszkald pScl19.2 préba erds jelet adott az Osszes G kromoszoman, valamint

halvanyabbat 2 T. timopheevii eredeti A kromoszoman (1A' és 5A"). Ezt az eredményt az Afa-

family jelolodéssel (piros) egyiitt felhasznalva az 6sszes G kromoszomat el tudtuk kiiloniteni

egymastol. Az Afa-family hibridizacids proba foként az A™ és A' kromoszémékhoz hibridizalt.
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4.2.2  Triticum timopheevii genomokon végzett mcGISH optimalizalasa

Az amfiploidban 1év6 kromoszomak €s a késObbi eldnemesitési munka soran varhatoan 1étrejovo
kromoszoma-atépiilések azonosithatosaganak megkonnyitése érdekében a G és A genomot is
sziikséges volt elkiiloniteni egymastol. Ehhez a buzabol és annak harmadlagos génforrasaibol
eléallitott hibrideknél széleskoriien alkalmazott genomi in situ hibridizaciot (GISH) alkalmaztuk,
melynek soran jelolt, teljes genomi DNS probakat hibridizaltunk. A két, kiilonbozo szinnel jeldlt
proba (McGISH) eléallitisahoz egy T. urartu (MVGB115; A" genom) és egy Ae. speltoides
(MVGB905; S genom) genotipus novényeinek leveleibdl izolaltunk teljes genomi DNS-t. A
probak kiilonb6z6 jelolését kovetéen a T. timopheevii MVGB845 genotipus mitotikus
kromoszémapreparatumain végeztiik el 1épésrdl I1épésre haladva a mcGISH soran hasznalt

probak és blokkoldo DNS mennyiségének és aranyanak optimalizalasat (7. tablazat).

7. tablazat A Triticum timopheevii A' és G genomjanak mcGISH technikaval torténd
elkiilonitésének optimalizalasa 11 kiilonb6zé proba valamint blokkold6 DNS kombinécio

hasznalataval (Martonvasar, 2012)

Jelolt proba DNS Blokkol6é genom mennyisége a préba DNS-hez viszonyitva
Vlzsga;zt_ok osszetétel -I; urartu_ . . .
sorrendje (mennyiség/targylemez) A gwgml Aegilops speltoides S genomi DNS

digoxigeninnel jelslt A"

genom (70ng)
1 0x | 18x | 63x | 150x | - - - - - - -
biotinnal jeldlt S genom

(70ng)

digoxigeninnel jeldlt A"
genom (60ng)

2. T - |- - - | 50x | 100x [ 200 | - | - - | -
biotinnal jeldlt S genom

(60ng)

biotinnal jeldlt A" genom

(60ng)
3. - - - - - - - | 50x | 100x | 200x | -
digoxigeninnel jelolt S

genom (60ng)

biotinnal jeldlt A" genom
(40ng)
4, - - - - - - - - - - | 50x
digoxigeninnel jel6lt S
genom (40ng)

Az 1. és a 2. vizsgalat eredménye ravilagitott arra, hogy nem lehet sikeresen elkiiloniteni az A' és
a G genomot egymastol, ha az el6bbi digoxigenin-11-dUTP-vel (vords), mig az utdbbi biotin-16-
dUTP-vel (zold) van jelolve, tovabba az S genom blokkoloként valod hasznalata is indokolt. E
megfigyelést erdsitette meg a 3. vizsgalat eredménye is, ahol a forditott jelolés mellett jol

detektalhatd fluoreszcens jeleket kaptunk. A blokkold6 DNS mennyiségének bedllitdsa, és a
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probak mennyiségének finomhangolasa utan a 4. vizsgalatban mar kontrasztosan elkiilonithetd
A' és G kromoszomdkat tudtunk azonositani a T. timopheevii preparatumokon, melyet a

kariotipizalashoz korabban elvégzett FISH eredménye is igazolt (11. abra).

11. abra A Triticum timopheevii subsp. timopheevii var. rubiginosum MVGB845 genotipus
mitotikus kromoszomainak jelolt repetitiv DNS szekvenciakkal (a), illetve teljes genomi DNS
probakkal (b) készitett FISH (a) és mcGISH (b) mintazata. A fluoreszcens in situ hibridizacio
(FISH) eredményeként az Afa-family proba jelei pirosan, a pTa7l probaé sargan és a
pSc119.2 probaé zolden fluoreszkalnak, mig az azonos sejten végzett multicolour genomi in
situ hibridizacié (mcGISH) eredményeként az A' kromoszomak zolden (T. urartu genomi
proba), a G kromoszomak vordsen (Ae. speltoides genomi proba) jelolodtek. A T. timopheevii

eredeti, fajspecifikus 6A'S/1GS intergenomikus transzlokéci6 nyillal jelolve (Skala = 10 pum)

A 11. abra mcGISH mintézata alapjan jol megfigyelhetd az A' és G genomok kromoszomai
kozott a T. timopheevii fajra jellemzd, korabbi irodalmi forrasokbol (Rodriguez et al. 2000,
Uhrin et al. 2012) mér ismert, fajspecifikus intergenomikus atrendez6dés is a 6A' és 1G

kromoszomak kozott (T6A'S/1GS).
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4.2.3 Triticum timococcum genomszerkezete

A T. timopheevii preparatumokon végzett eldkisérletek bizonyitottak, hogy az A ¢és G
kromoszémak nagy pontossaggal elkiilonithetok egymastol a FISH ¢és mcGISH technikak
egymast kovetd hasznalatdval. A szintetikus amfiploid sziilé genotipusaira kidolgozott FISH
modszerrel kimutattuk, hogy a szelektalt T. timococcum C, generaci6 novényei 42
kromoszémaval rendelkeznek, amely a kolhicin kezelést kovetd normal genomduplazddast
bizonyitja. A korabban kidolgozott kariotipusok segitségével az Gsszes T. timopheevii és T.

monococcum eredetii kromoszoma elkiilonithetd volt egymastol a hibridben (12. abra).

4A' *

{: *
3A' &

“ 1At 2A" i’

4A'
...-\

6A!

12. abra A Triticum timococcum mitotikus kromoszémainak jel6lt repetitiv DNS szekvenciakkal
(a), illetve teljes genomi DNS probakkal (b) készitett FISH (a) és mcGISH (b) mintazata. A
fluoreszcens in situ hibridizacio (FISH) eredményeként az Afa-family proba jelei pirosan, a
pTa7l probaé sargan és a pSc119.2 probaé zolden fluoreszkalnak, mig az azonos sejten végzett
multicolour genomi in situ hibridizacié (mcGISH) eredményeként az A' és A™ kromoszoémak
zolden (T. urartu genomi proba), a G kromoszomak vorosen (Ae. speltoides genomi proba)
jelolodtek. A T. timopheevii sziil6bodl szarmazé kromoszomak fehérrel, a T. monococcum eredetii
kromoszmak sargaval vannak feltiintetve. A T. timopheevii eredetii, fajspecifikus 6A'S/1GS

intergenomikus transzlokacio nyillal jelolve (Skala =10 pum)

A Kariotipusok (10. abra) és a 6. tablazat alapjan, FISH moédszerrel mind a hét A™ és hét A'
kromoszomapar is azonosithatd volt az amfiploidban, foként az Afa-family proba hibridizacios
mintdzata alapjan.
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Csupan az A" genom 2. és 6. kromoszomaja volt nehezen megkiilonboztethetd egymastol, habar
a 6A™ kromoszoéman kevéssel tobb, gyenge piros szinii Afa-family jelet lehetett megfigyelni.

A z0ld fluoreszcens festékkel jelolt pSc119.2 proba foként a G kromoszémakhoz hibridizalt,
melyek alapjan azok mindegyike azonosithatové valt. Emellett ez a proba az 1A" (interkalaris sav
a hosszt karon) és 5A' (2 teloméras jel a rovid karon) kromoszoémakon is adott hibridizacios
jelet.

A pTa7l préba narancssarga szinfi hibridizaciés jelet eredményezett az 1A™ és az SA"

crer

crer

A FISH technikaval vizsgalt Triticum timococcum preparatumokat mosasi sorozatot kovetéen
ujra megvizsgaltuk mcGISH technikaval, melynek soran a T. timopheevii preparatumokon
végzett elokisérlet alapjan kialakitott protokollt hasznaltuk. Az optimalizalt hibridizacios
keverék jol azonosithato, kontrasztos jelet adott a T. timococcum preparatumokon is.

A mcGISH sordn a zold szinnel jelslt T. urartu teljes genomi DNS az A (A' és A™)
kromoszomakhoz, mig a piros szinnel jelolt Ae. speltoides teljes genomi DNS a G
kromoszdémakhoz hibridizalt, igy a 28 A és 14 G kromoszéma jol lathatéan elkiilonithetd volt
egymastol (12. abra).

hordozza a T. timococcum is. A mcGISH-sel ugyancsak kimutattuk, hogy a 4G kromoszoéma
rovid karjanak végén egy A' kromoszoma eredetii szegmentum talalhato. Ez valésziniileg a 4A"
kromoszoma hosszi karjardl szarmazo (T4A'L/AGS), konzervaltan 6rokléds 5A' kromoszoma
hosszl karjanak terminalis része, mivel ez utobbi kromoszoémaszakasz az evolicid sordn mar
korabban atépiilt a 4A' kromoszoéma hossza karjara (Rodriguez et al. 2000). Azonban, mivel a
szakasz volt, ezért a 4A'L/4GS transzlokacié eredményeként a 4A' kromoszoméra atépiilt
szakasz A' kromoszoma eredetii, igy a mcGISH nem tudta kimutatni ezt a transzlokaciot (lasd
még 3. abra).

A fenti eredmények alapjan megallapitottuk, hogy az ujonnan eléallitott szintetikus amfiploid, a
Triticum timococcum hexaploid genommal rendelkezik, mely a kdvetkezéképpen irhato fel:
2n=6x=42, GGA'A'ATA™.

4.2.4 Triticum timococcum molekularis citogenetikai elemzésének megvitatasa

Szamos kutatas foglalkozott mar G genomot tartalmazd, Gjszerti genomszerkezettel rendelkezd
szintetikus amfiploidokkal (pl. Badaeva et al. 1995; Cao et al. 2000; Laikova et al. 2004; Belea
et al. 2005; Goncharov et al. 2007), azonban a hexaploid Triticum timococcum ezidaig csak
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néhanyuk vizsgalatanak targyat képezte, és fluoreszcens in situ hibridizaciés technikakkal
(FISH, mcGISH) is csak a jelen kutatasban elemezték a genomjat. Triticum timopheevii testi
sejtjeinek kromoszomait korabban N-savozassal (Jiang és Gill 1994b) ¢és C-savozassal
(Hutchinson és Miller 1982; Badaeva et al. 1994b; Rodriguez et al. 2000) azonositottak, azonban
a fluoreszcens in situ hibridizacios (FISH) eljaras is hasonloan részletes leirassal tud szolgalni a
T. timopheevii kromoszomairol, ahogy azt Jiang és Gill (1994b), Rodriguez et al. (2000), Uhrin
et al. (2012), valamint a jelen kutatas is jol szemléltette. A T. monococcum kromoszomak FISH
technikaval torténé azonositasat Megyeri et al. (2012) végezte el korabban. Az itt felsorolt
kutatémunkak eredményeibél kiindulva készitettik el a T. timopheevii (A' és G) és a T.
monococcum (A™) genomjainak FISH kariogramjat a pSc119.2, pTa7l és Afa-family repetitiv
DNS probakkal. A FISH mintazaton kiviil az A kromoszomaék elkiilonitését kromoszoma
morfologiai tulajdonsagok is segitik, ugyanis a Rodriguez et al. (2000) altal ismertetett
AA'L/3A'L transzlokacio kovetkeztében (lasd 3. abra) jellegzetesen metacentrikus képet mutato
3A' ¢s a szubmetacentrikus 4A' j6l elkiilonithetd egymastél és a velik homeolog A™
kromoszomaktol, melyek kararanya kevésbé eltéro.

Vizsgalataink igazoltdk, hogy a két fajbol eléallitott hexaploid Triticum timococcum
kromoszomai, azonos probak hibridizalasaval egyértelmiien azonosithatok FISH mintazatuk
alapjan. Mind a hét A' és hét A™ kromoszomapért is el tudtuk kiiloniteni egymastol. Csak a 2A™
és 6A™ kromoszémék FISH mintazata volt nagyon hasonlé. Elkiilonitésiiket segitheti a
kromoszomak kiilonboz6 mérete, illetve egy masik repetitiv. DNS szekvencia, a (GAA),
mikroszatellit marker (SSR) probaként valé alkalmazasa, amely a 2A™ kromoszéman erés
specifikus teloméras, mig a 6A™ kromoszémaén centroméras jelet ad (Megyeri et al. 2012).

A multicolour genomi in situ hibridizacioval (mcGISH) nagy biztonsaggal el tudtuk kiiloniteni a
hexaploid T. timococcum G genomjat a két A genomjatol. Tovabba a mcGISH modszerrel az
amfiploidban is kimutattuk a T. timopheevii két genomja kozotti fajspecifikus transzlokaciokat
(T6A'S/IGS és T4A'L/AGS). Ezeket a transzlokaciokat Uhrin et al. (2012) is kimutattik
egyszinii GISH technikaval (az A genomot jelolve és a G genomot blokkolva), azonban az
altalunk hasznalt mcGISH a genomok még kontrasztosabb elkiilonitését is lehetévé tette.

Az A' és A™ kromoszomak kozotti legnagyobb kiilonbséget a pTa7l jelek (1A™ és 5A™)
poliploidizacié soran végbement inaktivitisa (1A") illetve eltiinése (5A") okozza. Ennek
magyarazata, hogy a diploid T. monococcum 1A™ és 5SA™ kromoszémainak révid karjan 1-1
nukleolusz-organizald régio (NOR) talalhato, melyek szerepét a poliploidizacid soran az &si S
genom 1S és 5S kromoszomdjanak (késdbb a tetra- és hexaploid buza 1B ¢és 6B
kromoszoémajanak) hasonlé régioja vette at (Gerlach et al. 1980, Miller et al. 1983). A T.
timopheevii kialakulasa soran lejatszodott 6A'S/1GS transzlokacio kovetkeztében azonban ennél
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a fajnal a dominans NOR régiok a 6A" és a 6G kromoszoémak rovid karjan talalhatok, melyeket a
pTa71 probaval konnyen lehet azonositani. Ezek az eredmények az allopoliploidizacid soran
bekovetkezd specifikus, repetitiv. DNS szakaszok gyors eliminaciojat is igazoljdk, amely a
citologiai diploidizacionak nevezett folyamat soran az egyes genomok asszimmetriajahoz is
vezet. A 7A" kromoszéma 7A™ kromoszéméhoz viszonyitott valamint a 3A" kromoszéma 3A™
kromoszomahoz viszonyitott Afa-family mintazatanak intenzitasbeli csokkenése is ezt az
eliminacios folyamatot tamasztja ala. Ezaltal biztositott a homoldég kromoszomaparok jobb
felismerése, ami a buzaban a Ph-rendszer miikodését kiegészitve, a meidzis folyaman
kiegyensulyozott diploid-szerii 6roklédést tesz lehetévé (Ozkan et al. 2001, Han et al. 2005).

A poliploidizaci6 soran végbement kromoszéma atrendezddések kovetkeztében a T.
monococcum kromoszémajaval nagyobb hasonldésagot mutatd, A genom donor T. urartu 4A" és
5A" kromoszomajabol eltéré kromoszomaék alakultak ki (pSc119.2 jelek megjelenése). Ez a
folyamat feltehetéen a 4A kromoszoéman végbement 4AS ¢és 4AL kromoszomakarok
pericentrikus inverzidjanak kdvetkezménye (Hernandez et al. 2012). Az ezt kovetd, SAL és 7BS
kromoszdémaszakaszok kozotti atépiilést B genommal rendelkezd tetraploid Triticum turgidum
alfajokban (subsp. durum, subsp. dicoccoides) is azonositottak (Devos et al. 1995), illetve az
rRNS génlokuszok elhelyezkedésébdl kikovetkeztethetéen ugyanez megtalalhato a T.
timopheevii-ben is (Jiang és Gill 1994a). A B és G genommal rendelkezé tetraploid Triticum
fajok kiilonboz6 evoliicios Gtjat timasztja ala az a megfigyelésiink, hogy a T. timopheevii 4A'L
kromoszomakarjanak terminalis részén nem sikeriilt a T. turgidum (és a T. aestivum) 4A
kromoszomajan meglévé pScl19.2 jeleket (Megyeri 2014) detektalnunk a FISH soran, mely
hianyzé szakasz valosziniileg a 4A'L/4GS transzlokéaci6 soran keriilhetett 4t a 4G kromoszoma
rovid karjanak terminalis részére. Ugyancsak ennek a transzlokacionak a kovetkezménye, hogy a
4GS terminalis részén erés Afa-family FISH jeleket is detektaltunk.

Ezek a folyamatok nem érintették az 6si diploid T. monococcum fajt, ezért az A™ kromoszoémak
nagy biztonsaggal megkiilonboztetheték az A' kromoszomaktél azok FISH mintizata alapjan.
Ett6] eltéréen azonban a hexaploid buza A" kromoszomai és a T. timopheevii A' kromoszomai
mar kevésbé kiilonithetdk el egymastol. Eredményeinket Megyeri (2014) altal, hasonlé FISH
probakkal készitett kariotipussal Osszevetve, leginkabb a T. timopheevii kialakulasa soran
végbement  fajspecifikus  transzlokaciok eredményeként 1étrejott  A'  kromoszomak
kiilonbodztethetdk meg homeolog A" parjuktol. Ezek az 1AY, a 3A!, a 4A' és a 6A" kromoszomak,
mig a 2A", 5A" és 7A' kromoszomék hasonloan jelol6dtek A” homeolég parjukhoz viszonyitva. A
G kromoszoémakrol készitett kariotipusunkat Horvathné Uhrin (2013) eredményeivel dsszevetve
megallapitottuk, hogy a legtobb G kromoszoma nagy biztonsaggal elkiilonithetd a hexaploid
buza megfeleld homeoldg B kromoszomajatol.
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Vizsgalataink eredményeként a T. timococcum és T. timopheevii buza elénemesitési programba
valé bevezetését kovetd utddvizsgalatok alkalméval a bliza genetikai hattérben megfeleld
hatékonysaggal azonosithatova valt az atépiilt idegen kromatin. A kariotipizalasi munkank
eredményét nemcsak a bliza elénemesitési programokban lehet hasznositani, hanem segitheti a
szeparalt kromoszomak és kromoszomacsoportok azonositasat is (Vrana et al. 2000). A
kromoszomakbol eldallitott szuszpenzion végzett FISH (FISHIS) pedig a dupla csatornas
aramlasos citometria soran nemcsak az alap, kontrasztfestésnek hasznalt fluoreszcens jel (DAPI)
erOssége szerint tudja szétvalogatni a kromoszomakat (tehat méret szerint), hanem a hasznalt
proba altal kisugarzott fluoreszcens jelek intezitdsa alapjan is, mellyel a valogatas hatékonysaga
¢s pontossaga is novelhetd. Ennek alapja a kromoszomak egyes repetitiv DNS, illetve SSR

probakkal eldallitott kariotipusanak pontos ismerete (Giorgi et al. 2013).

4.3 A Triticum timococcum fenotipusos és agronémiai jellemzése

4.3.1 Morfologiai jellemzok

A T. timococcum és sziildi genotipusainak morfologiai tulajdonsagait két egymast kovetd évben
vizsgaltuk részletesen. Eredményeink dsszefoglalasat a 8. tablazat (szantofold) és a 9. tablazat
(fitotron) tartalmazza.

A 2011/2012-es szezonban a T. timococcum C, nemzedék szemeinek 50,5%-a csirazott ki a
szantofoldi Oszi vetést kovetden, melyek 80,8%-a bizonyult télallonak. Ezek a névények a 2012-
ben jelentkezd, februari erds fagyokat (-10 °C koriili atlaghémérséklet esetenként -20 °C koriili
napi minimummal) is jol tirték, ezért a beldlik szarmazd utddnemzedékek télallosagat is
megfeleldnek tekinthetjiik, annak ellenére, hogy a kovetkezd években nem mértiink ehhez
hasonlo alacsony hdmérsékleteket. A kalaszolasi idOszak mindkét évben (2012 és 2013)
koriilbeliil egy honapon at tartott. Megallapitottuk, hogy a T. timococcum atlagosan a vetést
kovetd 238. napon kalaszol.

A felvételezési adatokbol szamitott eredmények alapjan levonhatd a kovetkeztetés, hogy a T.
timococcum kalaszolasi idejére kisebb hatassal vannak a kiilonbozo évjaratok, mint a T.
timopheevii kalaszolasi idejére, és ebben a tulajdonsagaban inkabb a pollenadé sziil6torzshoz, a

féltorpe alakorhoz hasonlit.
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8. tablazat A Triticum timococcum és sziil6i genotipusainak morfoldgiai tulajdonsagai szant6foldi koriilmények kozott (Martonvasar, 2012 és 2013)

Vizsgalt Kalasztomottség
Genoti Ev novények / Kalaszolasi | Novénymagassag Hajtasszam Kalaszhossz | Kalaszonkénti | Kalaszonkénti (kalaszkak atlagos
enotipus kalaszok idé (cm) (kalasz/n6vény) (cm) viragszam szemszam szama kalasz cm-
szama enként)
T. timopheevii 2012 10/30 Méjus 28 *** | 109,30**** 9,40%* 5,48% % | 42,00+ 29,67 3,847
MVGB845 2013 10/30 Jonius 13 ** 96,90 12,40%** B,47%** 45,33%% 33,40%*** 3,52%**#H
T. monococcum 2012 10/30 Majus 24 *** 64,70*** 11,80*** 4,85*** 23,25%** 8,53+ 4,80***
aT-r 2013 10/30 Majus 21 *** 67,50%** 7,00%* 6,83%** 30,42%** 47, 73%*x ™2 4,48%**
. 2012 294 /146 Janius 11 71,93 4,60 6,40 33,17 13,03 2,61
T. timococcum
2013 458 /30 Junius 14 82,06 4,33 8,40 41,39 9,73 2,47

A ¥, ** &g **+* g megfeleld sziil6i genotipus és a T. timococcum kozotti szignifikans kiilonbséget jeloli az adott évben p=0,05, p=0,01 és p=0,001 valdsziniiségi szint mellett (csak a
sziil6nél jelolve). Ehhez hasonloan, a két sziild kozotti szignifikans kiilonbség #, ## ¢s ### jelolést kapott (csak az egyik sziilénél jelolve).

a: 2012 aszalyos év volt, amely termékenyiilési problémat okozott a féltdrpe alakornal.

o A féltorpe alakor torzs kalaszkainak 30-50%-aban nem 1 hanem 2 szem fejlédik kedvezé termesztési feltételek kozott.

9. tablazat A Triticum timococcum és sziil6i genotipusainak morfologiai tulajdonsagai fitotroni koriilmények kozott (Martonvasar, 2012 és 2013)

Vizsgalt Kalasztomottség
Genotipus £y novények / Novénymagassag Hajtasszam | Kalaszhossz | Kalaszonkénti | Kaldszonkénti (kalaszkak atlagos
P kalaszok (cm) (kalasz/névény) (cm) viragszam szemszam szama kaldsz cm-
szama enként)
T. timopheevii MVGB845 2012 3/14 114,50 5,67* 5,23%** 40,00 22,33%** 4,13 x5
T. monococcum “1T-1° 2012 4120 70,63%** 5,00 6,88"" 34,75%** 36,25%** 5,43%**
T. timococcum 2012-2013 62 /155 101,20 4,03 6,71 42,19 11,55 3,24

A ¥, *¥* &g *** g megfeleld sziildi genotipus és a T. timococcum kozotti szignifikans kiillonbséget jeloli p=0,05, p=0,01 és p=0,001 valdsziniiségi szint mellett (csak a sziildnél jeldlve).
Ehhez hasonlodan, a két sziilé kozotti szignifikans kiilonbség #, ## &s ### jelolést kapott (csak az egyik sziilénél jelolve).
o: A fitotronban beallitott kontrollalt koriilmények kdzott nem szamoltunk évjarathatassal.
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A kétéves szantofoldi kisérletben a Triticum timococcum a legtobb vizsgalt tulajdonsagban
szignifikansan eltért a sziil6éi genotipusoktol. Az elsé évben csak a ndvénymagassdgban nem
kiilonbozott szignifikansan a féltorpe alakor sziilotol. Ettdl eltérden, 2013-ban a T. timococcum
mar mindkét sziilotél szignifikdnsan eltéré novénymagassagu volt, amely a tenyésziddszakban
hullott 55%-kal nagyobb csapadékmennyiséggel magyarazhato.

A fitotroni 6sSzehasonlitd vizsgalatban (2012-ben) kevesebb szignifikans kiilonbséget talaltunk a
szliléi genotipusok és a T. timococcum kozott, sét a szant6foldi eredményekkel ellentétben a T.
timococcum névénymagassaga nagyobb hasonlosagot mutatott a T. timopheevii sziilével, mint a

féltorpe alakor torzzsel (13(a). abra).

13. abra Fitotronban nevelt Triticum monococcum subsp. monococcum “1T-1" (balra), Triticum
timococcum (kdzépen) és Triticum timopheevii subsp. timopheevii var. rubiginosum MVGB845
(jobbra) noévény (a). Szantofoldrél gyijtott T. monococcum “1T-1° (bal), T. timococcum
(k6zépen) és T. timopheevii MVGB845 (jobbra) kalaszok (b). T. timococcum Cj generaci6 dupla
kalaszcsucst (balra) és enyhén csavarodott (jobbra) kalaszai a szant6foldon (c) 2013-ban,

Martonvasaron

A T. timococcum kalaszmorfologiai vizsgalata kimutatta, hogy kalaszkai atmeneti tipust
képviselnek a sziildi genotipusok kaldszkaformai kozott, mivel szélességiik €s hosszuk is a két
szilil6 ezen értékei kozé estek. A T. timopheevii sziilbhoz hasonldan, a T. timococcum kalaszai is
szalkasak és oldalrol lapitottak, azonban a kaldsz szélessége inkabb a pollenadé alakor torzséhez
hasonlit (13(b). abra). Ezen kiviil a korai generaciok egyes T. timococcum kalaszai a hosszanti
tengelyiik mentén spiralisan enyhén csavarodottak, és 1-2%-uk dupla kalaszcsuccsal rendelkezik

(13(c). abra). A kalaszmorfologiai tulajdonsagok tekintetében a T. timococcum hosszabb és
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kevésbeé tomott kaldszokat fejlesztett a sziileihez képest,
mely tulajdonsadg a késobbi generaciokban méginkabb
megnyilvanult (14. abra). Mivel a T. timococcum a
citoplazmaval egyiitt a T. timopheevii sziildpartnert6l
(részleges) himsterilitast is 0rokolt, ezért viszonylag
alacsony fertilitassal rendelkezik (szemkotés=~30%),
melyet szelekcioval folyamatosan javitunk. A C4
generacio ezerszemtomege 2014-ben joval meghaladta a
sziileiét: 44,14 g (MVGB845: 30,88 g; “1T-1": 21,64 g).
A T. timococcum ¢letformajat tavaszi vetésben
vizsgaltuk ~ 2013-ban,  melynek  eredményeként
megallapitottuk, hogy a sziiléi genotipusokhoz

hasonloan az amfiploid is fakultativ jelleget mutat, tehat
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14. abra Triticum timopheevii
MVGB845 (bal), T. monococcum
"1T-1° (kozép) és T. timococcum
Cs generacio (jobb) szantofoldrol

gyljtott kalaszai (Martonvasar,

2015; Skala =1 cm)

Oszi és tavaszi vetésben, a vernalizaci6 idejétdl fiiggetlentil is képes generativ fazisba 1épni.

A sz0rozottség tekintetében a hibrid a T. timopheevii sziilohoz hasonlit, mivel az egész ndvényt

stiri sz6r boritja, ami e sziildpartner egyik legjellegzetesebb tulajdonsaga. Kiemelendd, hogy a T.

timococcum novények egységnyi felilletén tobb és vastagabb szort talaltunk, mint a T.

timopheevii genotipuson (15. abra).

Triticum timococcum (b) leveles hajtasai kozotti szorozottségbeli kiilonbség (Martonvasar, 2013)

A levélszérok kozelebbi, fénymikroszkopos vizsgalata soran nemcsak ez a szOérozottségbeli

kiilonbség nyert megerdsitést, hanem a megduplazott genomu hibrid ndvény és sziildinek eltérd

ploidszintjét jol jellemz6 gédzcserenyildsok (sztomak) zarosejtjeinek méretbeli kiilonbsége is. A

hexaploid T. timococcum rendelkezett a legnagyobb sztoma zarésejtekkel (hossz: 100 um),
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melynek vizsgalatat nagymértékben segitetette a lisztharmat vizsgalatnal hasznalt fehéritési
eljaras és anilinkék festés (16. abra). Az anyai sziil sztoma zardsejtjeit 85 um, mig a féltorpe

alakor sztoma zarosejtjeit 70 um hosszinak mértiik.

16. abra A diploid Triticum monococcum subsp. monococcum ‘1T-1 (a; A), a tetraploid
Triticum timopheevii subsp. timopheevii var. rubiginosum MVGB845 (b; B) és a hexaploid
Triticum timococcum (c; C) gazcserenyilasa (a-C; skala = 50 um) és levélfonakja (A-C; skala =

0,5 mm). Az ecetsavval fehéritett levelek anilinkékkel lettek festve

4.3.2 Betegség-ellenallosag

4.3.2.1 Levél- és sargarozsda rezisztencia

A szélséségesen aszalyos 2012-es év nem kedvezett a gombabetegségek elterjedésének a

szantofoldon, ezért 2012/2013 telén mesterséges levélrozsda fertézés mellett vizsgaltuk a sziildi
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genotipusokat ¢és a T. timococcum Cj
vizsgalat  kimutatta, hogy a
szintetikus amfiploid, a sziileihez
hasonléan nagyfokl ellenallosaggal
rendelkezik a levélrozsdaval szemben

(értékelés: O vagy ;), mig a

kontrollként hasznalt ’Alcedo’

buzafajta nagyon fogekony monococcum *1T-1" (b), T. timococcum (c) és T.
(értékelés: 4) volt. Bz az eredmény a aestivum "Mv9kr1’ (d) levélrozsda fogékonysaga

) ) ., ) szant6foldi koriilmények kozott (Martonvasar, 2013)
fiatalkori rezisztenciara vonatkozik,

melyet jol kiegészitenek a 2013 és 2015 kozott vizsgalt szantofoldi  felndttkori
rozsdafert6zottségi értékek, ahol fogékony kontrollként az Mv9krl’ buzatorzset hasznaltuk.
Ebben a kisérletben az "Mv9kr1l’ fogékonysagat a maximalis 9 pontbol mindharom évben 6-ra
bonitaltuk, mig a szomszédos parcellan 1évé T. timococcum novények é€s a sziiléi genotipusok
teljesen ellenalloak voltak a levélrozsdaval szemben (értékelés: 0) (17. abra). A kisérletbe vetett
genotipusok a 2014-ben ¢és 2015-ben sem fertézédtek sargarozsdaval —(értékelés: 0).
Osszehasonlitasképpen a 2014-ben fellépett rendkiviil erds, természetes eredetii sargarozsda
jarvany hatasara az ’Mv9krl’ Oszi buzatorzs fogékonysagat a maximalis 9 pontbol 8 pontra,

2015-ben pedig 6 pontra értékeltiik.

4.3.2.2 Lisztharmat rezisztencia

A 2013-as  szantofoldi  megfigyelések  soran a  rozsdabetegségek  mellett a
lisztharmatfert6zottséget is tudtuk vizsgalni, melynek eredményeként megallapitottuk, hogy sem
a T. timococcum, sem annak sziil6i genotipusai nem fert6zédtek természetes korokozd nyomas
mellett (értékelés: 0), mig a kontrollként hasznalt *MvOkrl’ buzatorzs fogékonysagat a
maximalis 9 pontbdl 5 pontra értékeltiik.

A lisztharmat gomba terjedését az id6jaras és a novényallomany siiriisége (altalunk hasznalt
széles sortav esetén Kisebb a novényallomany paratartalma) jelentésen befolyasolhatja, ezért
2014/2015 telén mesterséges fertdzési koriilmények kozott is teszteltik a genotipusaink
fiatalkori lisztharmat-rezisztenciajat tobbféle lisztharmat izolatummal szemben.

fajtasorral egylitt 28 kiilonboz6 izolatummal, igy az inokulaciora hasznalt lisztharmat
patotipusokat is azonosithattuk. E vizsgéalat eredményeként megéllapitottuk, hogy bar a T.

timococcum felnéttkori rezisztenciat mutatott szanto6foldi koriilmények kozott, rendkiviil erds
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korokozd nyomas mellett a csirandvényei fogékonynak bizonyultak a buzalisztharmattal

szemben (10. tablazat).

10. tablazat A Triticum timococcum fiatalkori lisztharmat-fogékonysaga mesterséges fertézési

koriilmények kozott (Martonvasar, 2014)

T. timococcum iiveghazi Lisztharmat rassz besorolasi szima
lisztharmat fertézése 10 47 51 76 77
Izolatumok szama
(értékelt novényszam) 1M 6(9) 4 (10) 16 (25) 1(1)
Fogékonysag™ 3,11+ »
(atlag + széras) 3 0,33 34+£052 | 32+0,71 3

*Lisztharmat fogékonysag 0-4 skalan pontozva: O=immunis, 4=fogékony.
**Két egyed a 25-b6l ellenallonak bizonyult.

A kozel 50 értékelt ndvényegyed az esetek tobbségében (67%) mérsékelten fogékony Vvolt,
mikozben a 76-os lisztharmat rasszal szemben egy novény ellenallosagot (értékelés: 1), egy
masik novény pedig mérsékelt ellenallosagot (értékelés: 2) mutatott. Az eredmények alapjan
altalanosan elmondhat6, hogy mesterséges fert6zési koriilmények kozott a T. timococcum fiatal
novényegyedei fogékonyak a lisztharmattal szemben, mely megallapitas hatasara, tobbek kozott
a sziiléi genotipusokat is bevonva, egy részletesebb vizsgalatot inditottunk el 2015 elején két
elterjedtebb lisztharmat rassz felhasznalasaval. Az 51-es és a 76-os rasszal tortént fert6zés
eredményeként az amfiploid mellett annak sziiléi genotipusai is fogékonynak bizonyultak a

lisztharmattal szemben mesterséges koriilmények kozott (18. abra).

18. abra Triticum timopheevii MVGB845 (a), T. monococcum “1T-1" (b), T. timococcum (c), T.
aestivum Carstens V.’ (d), T. zhukovskyi MVGBG650 (e), T. monococcum My Alkor’ () és T.
aestivum *Nannong 02Y23’ (g) fiatalkori lisztharmat fogékonysaga mesterséges fertdzési

koriilmények kozott (51-es lisztharmat rasszal inokulalva) (Martonvasar, 2015)
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Mindkét rasszal elvégzett kisérlet azt igazolta, hogy a szant6foldi koriilmények kozott
immunisnak mutatkozé T. timopheevii és T. monococcum fiatal novényei is fert6zddnek
lisztharmattal er6s korokozod nyomas mellett. Az elébbi faj részben erdteljes hiperszenzitiv
reakcidval valaszolt, mig az apai *1T-1’ féltérpe alakor torzs levelei csak enyhébben fert6zodtek,
mely tiinetek még mérsékeltebbek voltak a hagyomanyos tipusu alakor (Mv Alkor) esetében (11.
tablazat). A T. timopheevii és az *1T-1" alakor keresztezésével eldallitott T. timococcum hasonld
fogékonysagot mutatott, mint a fogékony kontrollként hasznalt ’Carstens V.’ biizafajta. A sziil6i
fajokbol természetes koriilmények kozott kialakult T. zhukovskyi novényein a T. timopheevii

egyedeken megjelend, de annal mérsékeltebb hiperszenzitiv reakciot is megfigyeltiink (18. abra).

11. tablazat Kiilonb6z6 Triticum genotipusok kiilonb6z6 rasszokkal szembeni, fiatalkori

lisztharmat-fogékonysaga mesterséges fert6zési koriilmények kozott (Martonvasar, 2015)

Fert6zéshez hasznalt
. lisztharmat rasszal
Genotipus szembeni fogékonysag*
76 51
Triticum timopheevii subsp. timopheevii var. rubiginosum MVGB845 3 3
Triticum monococcum subsp. monococcum '1T-1' 3 2
Triticum timococcum 4 4
Triticum aestivum ’Carstens V.’ 4 4
Triticum zhukovskyi MVGB650 4 4
Triticum monococcum subsp. monococcum 'Mv Alkor' 2 1
Triticum aestivum *Nannong 02Y23’ 0 0

*Lisztharmat fogékonysag 0-4 skalan pontozva: O=immunis, 4=fogékony.

A lisztharmat-ellenallosag vizsgalata mellett a korokozd konidiumai, micéliumai és a
gazdandvény kozotti interakciok idébeni alakulasat is elemeztiik, melyhez az inokulaciot
kovetden 9 alkalommal gyQjtottiink mintat. A kisérlet soran a gomba fejlddését €s terjedését
(anilinkék), valamint a névény esetleges védekez6 valaszreakciojat (hidrogén-peroxid (H,0,)
felhalmozodas, papilla képzddés) vizsgaltuk.

A lisztharmat konidiumok csirazasat kovetden az apresszorialis csiratomlok a legkdzelebbi
epidermisz sejtbe probaltak bejutni, melyre mind a 7 genotipus lokalis sejtfalvastagodéssal
(papilla képzéssel) reagalt. Ot genotipusnal, genotipusonként valtozé lefolyasti, kompatibilis
korokozo-gazdandvény interakciot figyeltink meg, mig az 'Mv Alkor’ és a Pm2l
rezisztenciagént hordozd ’Nannong 02Y23’ genotipusok esetében ellenallosdgot tapasztaltunk

(12. tablézat).
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12. tablazat Kiilonb6z6 Triticum genotipusok 51-es lisztharmat rasszal szembeni mesterséges fiatalkori fert6zédésének idobeli lefolyasa és a

fertdzésre adott valaszreakcidja a koérokozoé fejlodési stadiumainak tiikkrében (Martonvasar, 2015)

6.

Az adott genotipus fertdzésétol eltelt orak szama
*: lokalis hidrogén-peroxid (H,0,) felhalmozddas a behatolés helye koriil
Konidium eredetii _ : néhany .e.setben az egész sejtre kiterjedd hidrogén-peroxid felhalmoz_o.das
biizalisztharmat ; 'LI’I'[ICHm ; Triticum i i Triticum Triticum
fejl('idési stadiuma Ir_nop EEVII:%U SP. monococcum Triticum Il |_cum ricum _ monococcum aestivum
timopheevii var. subsp. . aestivum zhukovskyi subsp. ,
i timococcum | , , Nannong
rubiginosum monococcum Carstens V.” | MVGB650 | monococcum 00Y23°
MVGB845 '17-1' '‘Mv Alkor'
Elsodlfeges cs1}‘at0mlo 8 8 g* 8 8 8 8
kialakulasa
, APre§,sz9rlalls ' 16" 16 g* 8 g* 16 16-168"
csiratomlé kialakulasa
Penetracio 245 32" 24 24" 16" 24-32" | 40(atipikus)
Hausztorium +, ++ + +, ++ +, ++ ..
Kialakuldsa 24 40 24 24 24 40 40(atipikus)
Telepek kialakulasa 40 480" 32° 32" 320" 48(atipikus) -
Konidiumtartok 96 96-168 %6 72 96-168 96-168 :
kialakulasa
Sporulacio 168 168 168 96 168 168 -

Megjegyzés: a csiratomlék behatolasi helyénél minden genotipusnal papilla képz6dés (lokalis sejtfalvastagodas) is megfigyelheté volt, mint a korokozoval szembeni
elsédleges ndvényi valaszreakcid




10.14751/SZIE.2016.005

Legérzékenyebbnek a fogékony kontroll fajta (’Carstens V.’) bizonyult, hiszen mar 3 nap
elteltével kifejlett gombafonalak és konidiumtartok alakultak ki rajta és a kovetkezd napon a
lisztharmat mar sporulalt a levelein. Hasonlé fogékonysagot mutatott a T. timococcum ¢és annak
természetes valtozata, a T. zhukovskyi, azonban a gomba fejlédése kissé vontatottabb volt és csak
a 7. napon figyeltiink meg nagyobb foku sporulaciot. Emellett ez a két genotipus mar a fert6zés
legkorabbi szakaszaban is lokalis H,O, termeléssel probalt ellenéllni a gomba behatolasanak, sot

a T. zhukovskyi esetében egész sejtre kiterjedé DAB festddést is megfigyeltiink a késébbiekben

(19(a-b). abra).
b * - s

¥

19. abra Kiilonb6zd genotipusok csirakori levelén buzalisztharmat konidium csirdzéséara

bekovetkezett hidrogén-peroxid felhalmozodas diamino-benzidinnel festve (barna): Triticum
timococcum korai, lokalis hidrogén-peroxid termelése (a), T. zhukovskyi MVGB650 korai, egész
sejtre kiterjedé festddése (b), illetve a Triticum monococcum subsp. monococcum ’1T-1°
késobbiekben is fennmarado, lokalis jelolédése (c). Triticum monococcum subsp. monococcum
’Mv Alkor’ fajtan az inkompatibilis interakcido kovetkeztében a gomba atipikus csiratomlét
fejleszt (d). Az ecetsavval fehéritett leveleken a gomba képletei anilinkékkel festédtek (Skala =
10 um) (Martonvasar, 2015)

Az amfiploid sziil6i genotipusai kevésbé voltak fogékonyak a lisztharmat 51-es rasszaval
szemben, azonban a hetedik napra mindkét genotipusnal eljutott a gomba a konidiumok
képzéséig. Mig a T. timopheevii esetében a hidrogén-peroxid felhalmozodas a papillaban vagy az
érintett egész sejtben ott volt csak megfigyelheté, ahol a gomba nem jutott el a hausztérium
kialakulasaig, addig a féltorpe alakor esetében ez a lokalis vagy egész sejtes valaszreakcio ott is
megfigyelhetd volt, ahol a gomba eljutott a hausztorium és a telepek kialakulasaig, amely jol

mutatja ez utobbi faj nagyobb foku lisztharmat-ellenallosagat is (19(c). abra).
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Ezt a megallapitast tamasztja ala, hogy a hagyomanyos tipusu alakorfajta ("Mv Alkor’) volt a
leginkabb ellenalld a rezisztens kontroll utan. Az ’Mv Alkor’ buzalisztharmattal inokulalt
levelein az interakciok tobbsége inkompatibilis volt, mivel a sokszor egész sejtre kiterjedé H,O,
felhalmozodas mellett csak néhany fiatal telep volt megfigyelhetd, amelyek olykor hosszi,
vékony, atipikus appresszorialis csiratomlébdl alakultak ki, és egy hausztoriummal rendelkeztek
(19(d). abra). Ezért, annak ellenére, hogy egy hét utan néhany sporulalo telep kifejlodott a
levelein, a fajta ellendllonak tekinthetd. A rezisztens kontrollként hasznalt biza genotipuson is
eljutott a gomba a behatolasig és a hausztorium képzéséig. A korfolyamat ebben az esetben is
atipikusnak tekinthet6, mivel a konidiumok donté tobbségének fejlodése leallt az apresszorialis
csiratomlé fejlesztése kdzben, és a hetedik napra a konidiumok elhaltak. Az a par sejt, amelybe
az apresszorialis csiratomld megprobalt behatolni, lokalis vagy egész sejtre kiterjedd H,O,

valaszreakciot mutatott a "Nannong 02Y23’ genotipus esetében.

4.3.2.3 Kaldszfuzarium rezisztencia

A 2015-ben végzett mesterséges fuzariumfertézés eredménye
alapjan megallapitottuk, hogy a T. timopheevii MVGB845 sziil6i
genotipus mindkét vizsgalt fuzariumfajjal (F. graminearum és F.
culmorum) szemben figyelemreméltdé szant6foldi toleranciaval
rendelkezik. Ezzel ellentétben a pollenaddként hasznalt féltorpe
alakor fogékonynak bizonyult a provokacios kisérletben (13.
tablazat). E két genotipus keresztezésébdl eldallitott T. timococcum
novények kalaszain (Cs generacio) a T. timopheevii-hez hasonlo
ellenallosagot figyeltiink meg.

Mindkét fuzarium izolatum esetében a T. timococcum a
kontrollként hasznalt mérsékelten rezisztens buzatérzsnél ("Mv213-
11’) jelentdsen jobb szantofoldi ellenallésagot mutatott. Azonban a
II. tipust rezisztencia vizsgalata sordn szignifikans kiilonbséget
nem sikeriilt kimutatni e blizatdrzzsel szemben.

Az amfiploid a virulensebbnek szamito korokozo fajjal (F.

culmorum) szemben kiemelkedd I1. tipust rezisztenciat mutatott: az

esetek 80%-aban a fert6zott kalaszkarol nem tudott tovabbterjedni a
gomba (20. abra). A T. timopheevii esetében ez az arany 40%, az timococcum II. tipust

"Mv213-11" esetében pedig minddssze 20% volt. A T. timococcum kalaszfuzarium-
ellenélloséga

fuzarium-ellenallosaga igéretessé teheti ezt a szintetikus fajt az (Martonvésér, 2015)

ilyen iranyu eldnemesitési programban torténd hasznositasra.
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13. tablazat Triticum timococcum és sziil6i genotipusainak, valamint egy mérsékelten rezisztens

(MR) és egy fogékony (F) buzatdrzsnek két izolatummal szembeni kalaszfuzarium-ellenallosaga

(Martonvasar, 2015)

Szantofoldi rezisztencia I1. tipusu rezisztencia*®
(fertozottség mértéke: %) | (fert6zottség mértéke: %)
Genotipus Fusarium Fusarium Fusarium Fusarium
graminearum | culmorum | graminearum | culmorum
‘IFA-66’ ‘IFA-104° ‘IFA-66’ ‘IFA-104°
Triticum timococcum 5 15 15,23 5,28"
T. timopheevii MVGB845 5 25 11,93° 12,30%
T. monococcum '1T-1' 100 100 53,50° 53,48"
T. aestivum *Mv213-11° (MR) 15 60 11,37 14,59"
T. aestivum *Mv222-13’ (F) 70 90 71,05° 49,68°

* Az 5 ismétlésben mért fogékonysag alapjan Tukey post hoc teszttel meghatarozott,
egymastol szignifikdnsan (p<0.05) eltérd fertdzottséggel rendelkezd csoportok a F.
graminearum (a-b) és a F. culmorum (A-B) esetében.

4.3.3 Triticum timococcum fenotipusos és agronomiai jellemzésének megvitatasa

A Triticum timococcum szintetikus amfiploidot elséként Kostov (1936) hozta 1étre nemesitetlen,
vad T. timopheevii és T. monococcum génbanki tételek felhasznalasaval. Ezzel ellentétben a jelen
kutatasban szerepld hibridet egy koriiltekintéen kivalasztott T. timopheevii génbanki tétel és egy
elénemesitett féltorpe alakor torzs keresztezésével allitottuk eld, amely eltérd tulajdonsagokat
mutat a korabban eldallitott T. timococcum genotipusokhoz képest. A korabbi T. timococcum
eloallitas eredményeként Belea et al. (2005) altal kozolt nagyon gyenge szemkotés is ravilagit
arra, hogy az amfiploidok eldallitaisahoz csak szigortian szelektalt, elénemesitett ndvényi
anyagot érdemes hasznalni. Ezzel az 0j keresztezési kombindcidval értékes alakor-eredetii
géneket is beépitettiink a hibridbe, melyek segitenek annak rezisztenciajat és mindségét javitani,
emellett fenotipusos tulajdonsagai is jobbak a korabbi genotipusokénal.

A T. timococcum morfologiai felépitésében atmenetet képvisel a sziiléi genotipusok kozott.
Kalaszkainak atmeneti formaja megegyezik egy korabban eldallitott T. timococcum
genotipuséval (Belea et al. 2005), azonban névénymagassaga kisebb annal. Ennek oka, hogy a
korabbi T. timococcum eléallitasara hagyomanyos tipusu, magas (143 cm) alakort hasznaltak,
mig munkank soran féltdrpe (66 cm) tipussal dolgoztunk. Az altalunk 1étrehozott alacsony (80
cm) T. timococcum genotipus magassagabol eredden jobban ellenall a megd6lésnek. A
virusvektor rovarok és a szarazsag elleni védekezoképességet novelheti a T. timopheevii sziil6tol
orokolt strt sz6rozottség, amely a hasznos rezisztenciagének mellett szintén beépithetd lenne a
buzafajtakba. A kiilonb6zé ploidszintli kaldszosok gazcserenyilasdnak ismert méretbeli

kiilonbsége (Borrino és Powell 1988) a hexaploid T timococcum esetében is igazolodott, mivel
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nagyobb méretii sztomakat képez, mint annak tetraploid vagy diploid sziil6i. Ez a méretbeli
novekedés azonban a sztomak siriiségével foditottan aranyos (Khazaei et al. 2010), igy az
amfiploid vizhasznositasi képessége és szarazsagtiirése valoszinlsithetden nem kiilonbozik a
szll6i genotipusokétol, amelyet a szantofoldi megfigyelések is alatamasztottak. Kutatasaink
soran nagyobb fertilitdsra, kalaszméretre ¢és ezerszemtomegre szelektaltunk, melynek
eredményeként a Cs generacioban tobb mint 50%-kal sikertilt nvelni a T. timococcum novények
produktivitasat a sziilékéhez viszonyitva.

Az amfiploid levélrozsdaval szembeni immunitdsa annak mindkét sziiléi genotipusa altal
hordozott nagyhatasu rezisztenciagéneknek koszonhetd, amit Tyryshkin et al. (2006) is igazolt
egy korabban eldallitott T. timococcum, valamint tobb T. timopheevii és T. monococcum
génbanki tétel fiatalkori rozsdarezisztencidjanak vizsgalata soran. Az ide vonatkozé
szakirodalomban azonban nem talalhato adat sem a T. timopheevii, sem pedig a T. monococcum
lisztharmattal szembeni fiatalkori fogékonysagarol. Ilyen tipust vizsgalatot valdsziniileg e fajok
szant6foldon mutatott nagyfoku ellenallosaga miatt nem végeztek. Ezek a fajok és a beldliik
eléallitott amfiploid valdésziniileg mas gének altal vezérelt, felndttkori rezisztenciaval is
rendelkeznek, melyet az altalunk megfigyelt lasst lefolyasa (az alakor esetében atipikus csirazast
mutatd) lisztharmat fert6z6dés is igazol. Fiatalkori mesterséges lisztharmat fertdzési kisérleteink
eredményeként megallapithaté volt tovabba, hogy mind a T. timopheevii, mind pedig a T.
timococcum szanto6foldi, normal erdsségli korokozo nyomas melletti ellenallosagat valosziniileg
a novények feliiletének siri szOrozottsége is javithatja, hiszen ez a levélfeliiletre jutd
liszharmat-rezisztencia vizsgalata soran ellenalld egyedeket is szelektaltunk a populaciobol,
melyeket, a felnevelésiiket kdvetéen a 2015/2016-o0s szezonban tovabb szaporitjuk.

A T. timopheevii és T. monococcum kalaszfuzariummal szembeni ellenallosagaval kapcsolatban
korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy szamos T. timopheevii genotipus mellett néhany alakor
genotipus is rendelkezik rezisztenciaval (Cai et al. 2005, Masar et al. 2010). Azonban az altalunk
végzett fuzariumteszt eredményeként csak a T. timopheevii genotipus (MVGB845) bizonyult
ellenallonak, mig a pollenadoként hasznalt féltorpe alakor genotipus (*1T-1’) nem. A
szakirodalmi adatok szerzdi feltehetéen a hagyomanyos tipusu alakor genotipusok kozott talaltak
ellenalloakat, amelyr6l mi is meggydzOodhettink egy mérsékelt fogékonysagot mutato,
martonvasari hagyomanyos alakorfajta (’Mv Alkor’) vizsgalata alkalmaval. A két fajbol
eléallitott amfiploid jo ellenallosagot mutatott mind a szant6foldi, mind a II. tipust fert6zodéssel
szemben, amelyet bizonyosan az anyai sziil6t6l 6rokolt, mivel pollenadoként a féltorpe alakort
hasznaltuk. Reményeink szerint a T. timococcum kalaszfuzarium-ellenallosaga is beépithet6 lesz
blza genotipusokba, amelyet célz6 elénemesitési munka mar elkezd6dott.
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A Triticum timopheevii hasznositasat vizsgald kutatasok tobbsége soran kozvetlen keresztezést
hajtottak végre e rezisztenciaforras és a buza kozott (Badaeva et al. 1995, Peusha et al. 1996,
Timonova et al. 2012), azonban a T. timococcum eldallitasa révén kozvetett uton is atvihetiink T.
timopheevii (és T. monococcum) géneket a buzaba (bridge-keresztezés), amely keresztezés az

azonos ploidiaszint miatt feltételezhet6en jobb hatasfokkal hajthato végre.

4.4  Triticum timopheevii kromatint hordozoé biiza elénemesitési anyag eléallitasa

Kutatasaink kovetkez6 1épése a Triticum timococcum és a T. timopheevii genetikai anyaganak,
bluza elonemesitési programban torténd hasznositdsa volt. E tevékenység kivitelezése soran
visszakeresztezéses (BC) modszerrel allitunk el minél jobb agrondmiai tulajdonsagokkal
rendelkez0 hibrideket, és ezzel parhuzamosan a ploidiaszint szerinti keresztezés hatékonysagara
is valaszt kerestiink. Munkank legfontosabb célja a Triticum timopheevii fajban rejlé hasznos
tulajdonsagok (betegség-ellenallosag) kiaknazasa mind kozvetlen, mind kdzvetett Giton. Mindkét
elénemesitési eljaras sordn, az F; hibrid eldallitdsat kovetden tobbszori visszakeresztezéssel
kivanjuk csokkenteni az idegen kromatin aranyat az utdédnemzedékekben. A hasznos gének
buzaba torténd kozvetett beépitését a hidként hasznalt T. timococcum alapu keresztezések utjan
kivanjuk elérni, melynek soran az amfiploid mésik sziiléi genotipusabol, a T. monococcum-bdl is
szamithatunk hasznos gének atépiilésére. A T. timococcum sziilgjeként kivalasztott
T. timopheevii genotipust (MVGB845) felhasznalva kozvetlen génatviteli programot is
inditottunk. Emellett egy masik T. timopheevii genotipus kromatinjat tartalmazd, korabban
eldallitott 6G diszomas addicios blzatorzset kereszteztik egy 6B monoszomas btiza vonallal
monoszomas szubsztiticids genetikai anyag eldallitasa céljabol, melyek utddjaiban késdbb

transzlokaciok kialakulasa és 6G eredetli hasznos gének beépiilése varhato.

4.4.1 Triticum timococcum amfiploiddal végzett keresztezések

A 2010/2011 telén eldallitott amfiploid utddnemzedékének felnevelése soran a T. timococcum C;
generacid novényeivel inditottunk el 2012 nyaran egy elénemesitési programot, melyben az
"MvO9kr1’ buzatdrzset hasznaltuk f6 keresztezési partnerként. Ugyanezzel a buzatorzzsel végzett
visszakeresztezések eredményeként 2015 nyarara mar a hibridek haromszor visszakeresztezett
nemzedékének (BCj) felszaporitasa is megtortént a kovetkez6 évi szantofoldi tesztekhez. Ezzel
parhuzamosan az amfiploiddal azonos genomszerkezet(i T. zhukovskyi (MVGB650) faj genetikai
diverzitasanak szélesitését, tovabba az altalunk eldallitott, kilenc egyéb T. timococcum genotipus
A T. timococcum amfiploidra alapozott buza elénemesitési program és a vele végzett egyéb

keresztezések évenkénti alakulasat a 14. tablazatban foglaltuk 6ssze.
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A 2012 nyaran végrehajtott keresztezések alkalmaval a recessziv keresztezhetdségi allélt
hordozd, jol keresztezhetd *Mv9krl’ buzatdérzs novényeit fitotronban neveltiik, melyhez a T.
timococcum keresztezési partnert a szanto6foldrdl biztositottuk, mivel ¢ két genotipus tobb hetes
eltéréssel viragzott. Az "Mv9krl’ buzatorzset a tenyészkertben gyiijtott viragzo T. timococcum
kalaszokkal poroztuk be a fitotronban, mig a forditott kombinaci esetén a fitotronban levagott,
viragzd buzakalaszokkal poroztunk a tenyészkertben. Mindkét kombinacidban végzett
keresztezés eredményeként megallapitottuk, hogy a hibrideléallitds kozel haromszor
hatékonyabba tehetd, ha a blUza partnert anyaként hasznaljuk, melynek hatterében a T.
timococcum viragok részleges sterilitasa allhat. A kovetkezé év telén fitotronban neveltiik
mindkét keresztezési partnert, de ekkor, a hagyomanyos buzafajtakkal végzett porzas
eredményéhez hasonldan gyenge szemkotést (2,45%) sikeriilt csak elérniink. Ez a tobb mint 2,5-
szeres hatékonysagcsokkenés jol mutatja, hogy az amfiploidot anyai keresztezési partnerként

szababfoldon érdemes hasznalni.

4.4.1.2 Hibridek visszakeresztezése buzaval

Fitotroni koriilmények kozott, 2012/2013 telétdl kezdve az F; hibrid ndvényeket tobb generacion
at visszakereszteztilk a keresztezési partnerként hasznalt *MvOkrl’ buzatorzzsel, melynek

eredményét a 16. tablazat ismerteti.

16. tablazat Triticum timococcum és buza F; hibridjeinek T. aestivum *Mv9krl’ buzatorzzsel
tortént tobbszori visszakeresztezésének eredménye (BCi.3 = elsé, masodik illetve harmadik

visszakeresztezett nemzedék)

Gene- Pollen- Megporzott Kotott
f s Anya . viragok szemek Szemkotés
racio ado . .
szama szama
"Mv9krl' x T. timococcum "Mv9krl’ 417 9 2,16%
BC, T. timococcum x *Mvokrl> | MVokrl’ 157 1 0,64%
(’Mv9krl ’>< T. tlmc’Jcoccum) X | ’Mv9krl’ 473 33 6.98%
BC Mv9krl
2 1 > > ) )
(T. tlmoco?cum X I}/Iv9kr1 ) X | "Mv9krl 39 3 9,38%
Mv9krl
(CMv9krl’ x T. timococcum) < | "Mv9kr1’ 0
BC "Mv9krl’) x *Mv9krl’ 1276 238 18,65%
3 .
((T. timococcum x *Mv9krl’) x | "Mv9kr1’ 0
"Mv9krl’) x *Mv9krl’ 44 2 4,55%
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Az els6 visszakeresztezéssel (BC1) parhuzamosan, 2013-ban eldallitott 16 db 1) F; ndvényen
nem kaptunk szemet és azok visszakeresztezése sem jart sikerrel, ezért a 16. tdblazatban csak a
2012-ben inditott visszakeresztezéses program eredményei szerepelnek.

A T. timococcum amfiploidra alapozott el6nemesitési programban az F; novények els6
visszakeresztezése bizonyult a legnehezebbnek, elsésorban akkor, ha az amfiploidot hasznaltuk
anyai sziil6partnerként. Ebben az esetben a beporzott viragok csupan 0,64%-a termékenyiilt meg,
azonban ez az arany a kovetkezd visszakeresztezések alkalmaval tobbszordsére nétt, igaz igy is
csak néhany szemet eredményezett. Lényegesen hatékonyabbnak bizonyult a biza citoplazmaval
rendelkez6 F1 hibridek visszakeresztezése. Az elsé generacidoban, ebben az esetben is rossz volt a
szemkotés, azonban a harmadik visszakeresztezést kovetden ez az érték mar a 18%-os értéket is
meghaladta. A programbdl szarmazo6 utdédokat tiveghazban szaporitottuk fel 2015 nyarara, igy a

kozeljovoben sorra keriilé szantofoldi tesztelésiikhoz elegendd szem all majd rendelkezésre.

4.4.1.3 Utdodnemzedékek genomvizsgalata

A keresztezési munkaval parhuzamosan elvégeztik az utddnemzedékek molekularis
citogenetikai elemzését is, melynek soran a preparatumok FISH mintazata alapjan értékeltiik
azok genomszerkezetét.

A blza ¢és az amfiploid keresztezésébdl szarmazo F; hibrid szemek csirdztatdsakor készitett
mitotikus gyokércstics-preparatumok vizsgalatdval megéllapitottuk, hogy mindkét iranyt
kombinécio esetén a hibrid ndvények 75%-a 42 kromoszomaval rendelkezett, mig 17%-uknal 40
kromoszémat és a maradék néhany névénynél az instabilnak tekinthetd 39 vagy 41 kromoszomat
szamoltunk. A tovabbiakban, az "Mv9krl’ buzatorzzsel végzett elsd visszakeresztezésnél a 42
kromoszomas F; hibrideket hasznaltuk csak fel, hogy lehetéleg stabil genomu utdédokat kapjunk.
A buza citoplazmat hordozd6 BC; novények FISH vizsgalatanal sikeriilt azonositani tobb T.
timopheevii eredetii G kromoszoémat, tovabba egy T. monococcum eredetti kromoszomat (1A™)
IS. Leggyakrabban az 1G, 2G és 6G kromoszomak fordultak el a BC; utdodokban, azonban
egyes novényekben ezek mellett egyéb G kromoszomakat is azonositottunk. A G kromoszomak
minden esetben par nélkiil alltak, és a legtobb esetben a veliilk homeoldg egyik B kromoszoéma
helyére épiiltek be (monoszomas szubsztitucid). A T. timococcum A kromoszomai €s a bliza A
kromoszoémai kozotti nagyobb foki hasonlosdg miatt csak a specifikus FISH mintazattal
rendelkez6 A' és A™ kromoszomaékat lehetett biztosan idegenként azonositani, amelyre csupan

néhany ndvény esetében talaltunk példat (21(a). abra).
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21. abra Triticum aestivum *Mv9kr1’ x T. timococcum hibrid *Mv9kr1’-gyel visszakeresztezett
BC; (a) és BC, (b) utodjainak kromoszomai fluoreszcens in situ hibridizacioval vizsgalva,
pSc119.2 (z6ld), Afa-family (piros) és pTa71 (sarga) DNS probakkal jelolve. A 42 kromoszémas

sejtekben a T. timococcum kromoszomak sargaval és nyillal jeldlve (Skala = 10 um)

A BC; novények *MvIkrl’-gyel tortént keresztezése eredményeként a BC, utdédok koriilbeliil
30%-a lett normal 42 kromoszomas, mig sok aneuploid névény is keletkezett 38 és 44 kozotti
kromoszomaszammal, ami a viszonylag nagy aranyl idegen kromatin normal sejtosztodast
zavard hatdsaval magyardzhat6. Az el6z6 generacidbhoz hasonléan, G kromoszomak
monoszomas szubsztituciojat azonositottuk, azonban egy ndovényben atlagosan mar kevesebb
idegen kromoszdéma fordult eld, mint a BC; generacio ndvényeiben (21(b). 4bra).

A harmadik visszakeresztezés eredményeként a BC3 novényekben transzlokaciok eléfordulasat
feltételeztiik a monoszomas szubsztituciokat alkotd, egymassal homeolog B és G kromoszoémak
kozott, amit egy izolalt koriilmények kozott végzett ontermékenyitéssel stabilizaltunk. Ez a
felszaporitas 2015 nyarara valosult meg, melyet az utdodokban (BCsiiz nemzedék) létrejovo

esetleges transzlokaciok azonositasa és az utddok szant6foldi rezisztenciavizsgalata fog kovetni.

4.4.1.4 Utodnemzedékek fenotipusos vizsgalata és iiveghazi rozsdafertozése

Az elsd keresztezéssel eldallitott T. aestivum Mv9krl® x T. timococcum F; hibridek 100 cm
koriili magassaga tobb mint 30%-kal haladta meg a blza sziild magassagat, és inkabb a
pollenadé amfiploidhoz volt hasonld, mikdzben kalaszaik inkabb a tar kalasza 'Mv9krl’

bélyegeit mutattdk. A buzaval végzett tObbszori visszakeresztezés eredményeként a
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novénymagassagot eredményesen csokkentettiik: a BC3 ndvényeken 40 cm és 60 cm kozotti
magassagokat mértiink. A homogén megjelenésti F; kalaszok utan a visszakeresztezett
utddnemzedékek kalaszfelépitésében nagyobb mértékii variabilitast tapasztaltunk, ami a

novényekben 1év6 idegen kromatin konnyen ellendrizhet6 indikatora (22. abra).

? d F1 BC, BICZ BlC3

il

22. abra Triticum aestivum "Mv9krl’ () és Triticum timococcum (&) Fi hibridjének és annak

"Mv9krl’ buzatorzzsel tobbszor visszakeresztezett utodnemzedékeinek (BC1-BCs) kaldszai

A T. timococcum citoplazmaval rendelkez6 F; hibrid visszakeresztezett generacioi abnormalis,
csokkent fertilitasu kaldszokat fejlesztettek, és novénymagassaguk sem haladta meg a 40 cm-t.

Az elsé visszakeresztezésbol (BCi) szdrmazo Osszes utdodndvényt felneveltilk, majd a BC,
generacid novényeit csirandvény korban levélrozsdaval fertéztiik iiveghazi kortilmények kozott,
2014 tavaszan. A T. timococcum sziil6hoz hasonldan a levélrozsdaval szemben a vizsgalt 28 BC;
novény 55%-a bizonyult immunisnak vagy a hiperszenzitiv reakcio jellegzetes tiinetét hordozta
(értékelés: 0 vagy ;), mig 25%-uk kiilonb6zé mértékben allt ellen a koérokozd tamadasanak

(értékelés: 1 vagy 2) (23. abra).

23. abra Triticum timococcum (balra) és Triticum aestivum *Mv9krl’ (jobbra) hibridjének

"Mv9krl’ blzatorzzsel kétszer visszakeresztezett generaciojabol (BC,) szarmazo fiatal novények

(k6zéps6 harom) levélrozsdaval szembeni fogékonysaga (Martonvasar, 2014)
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A tobbi ndvénynél a buza sziiléhoz hasonld mérsékelt fogékonysagot (értékelés: 3) figyeltiink
meg, mely alapjan ezeket a novényeket nem hasznaltuk a kdvetkez6 visszakeresztezésnél.
A forditott kombinaciéju, T. timococcum x T. aestivum *Mv9krl’ BC; novényekbdl kettd

csirandvénykori levelein sem talaltunk uredotelepeket (a harmadik szem nem csirdzott).

4.4.1.5 Triticum zhukovskyi genetikai diverzitasanak szélesitése

A természetben fellelheté Triticum zhukovskyi a T. timopheevii és a T. monococcum spontan
hibridizacidja révén alakult ki. Kialakulasabol és elterjedési teriiletének kis méretébdl adoddan e
faj genetikai diverzitasa erdsen korlatozott, amit hatékonyan lehet boviteni az altalunk el6allitott
szintetikus amfiploiddal. Ebbdl a célbol keresztezéseket végeztiink 2012-ben egy T. zhukovskyi
génbanki tétel (MVGB650) és a T. timococcum felhasznalasaval, melynek eredményeként
sikeriilt 4 db F; hibrid szemet eldallitani (szemkotés: 5,26%). A generaciok elérehaladtaval a
szemkotés fokozatosan novekedett, és az F3 ndvényeken elérte a 26,6%-0ot. A kisérleti évek soran
az izolalt kalaszokrol aratott szemeket vetettiik el Gjra, majd az F3 nemzedék genomszerkezetét

¢s morfologiai felépitését vizsgaltuk (24. abra).

24. abra Triticum zhukovskyi MVGB650 x T. timococcum F; kromoszomapreparatumanak
multicolour genomi in situ hibridizaciés mintézata (a), ahol az A' és A™ kromoszémak zélden (T.
urartu genomi proba), a G kromoszomak vordses szinnel (Ae. speltoides genomi proba)
jelolddtek. A T. timopheevii eredetii, fajspecifikus 6A'S/1GS intergenomikus transzlokacio
nyillal jelolve (Skala = 10 um). Az F;3 utdd kalasza (b) leginkabb a T. timopheevii kalaszahoz
hasonlit. Mesterséges levélrozsdafert6zésbol szarmazod csiranévénykori levele (¢) pedig teljes

immunitast mutat e betegséggel szemben (Martonvasar, 2014)
90



10.14751/SZIE.2016.005

McGISH vizsgélattal bizonyitottuk, hogy a sziilethez hasonléan az F3; utédok is 14 G
kromoszémaval és 28 A kromoszomaval rendelkeznek (24(a). abra). Tovabba kimutattuk, hogy
ez a genetikai anyag is hordozza a T. timopheevii eredetii, fajspecifikus 6A'S/1GS
intergenomikus transzlokaciot (az abran nyillal jeldlve).

Egy atlagos F3 novény 5 hajtast fejlesztett, magassaga 63 cm volt, és 5,6 cm hosszu, szalkas
kalaszainak felépitése leginkabb a T. timopheevii kalaszaihoz hasonlitott (24(b). abra). Uveghazi
rezisztenciavizsgalata eredményeként megallapitottuk, hogy fiatalkori levélrozsda-ellenallosaga

kiemelkedd (értékelés: 0) volt (24(c). abra).

4.4.2 A Triticum timopheevii fajjal végzett keresztezések

A T. timococcum elballitasa, vizsgalata és nemesitésben valo hasznositasa mellett 2012/2013
telén a korabban kivalasztott T. timopheevii génbanki tétellel (MVGB845) is megkezdtiik az

elénemesitési munkat, amelyet évenkénti bontasban a 17. tdblazatban foglaltunk 6ssze.

17. tablazat Triticum timopheevii genotipusra (MVGB845) alapozott eldnemesitési program

folyamata (fehér cella: fitotron/iiveghaz, sziirke cella: szant6fold; LR-levélrozsda)

Ido- . fos o
szak Elonemesitési program soran végzett feladat
2010 nyar T. timopheevii subsp. timopheevii var. rubiginosum (MVGB845) kivalasztasa

2012/13 tél

MVGB845 x "Mv9krl’
MVGB845 x Mv buzafajtak

2013/14 tél | Fy x *Mv9krl’ F1 x Mv buzafajtak F1 x Mv buzafajtak

Nem lett hibrid szem, de
van tartalék szem az Fy és
F, nemzedékbél

Utodok nem csiraztak, de van
mindkét kombinaciébol
tartalék F; szem

wiln

Az elénemesitési program eredményeként nemcsak uj genetikai anyagokat kivantunk eléallitani,

BC,
LR teszt (tavasz)

2014 nyar

hanem az els6 keresztezések hatékonysagat is 6ssze kivantuk vetni az amfiploiddal végzett
keresztezések hatékonysagaval. Az Osszehasonlithatosag érdekében keresztezési partnernek
ugyanazt az "Mv9krl’ buzatorzset, illetve martonvasari buzafajtakat hasznaltuk fel (kiegészitve

az ’Mv Karizma’ fajtaval), és a keresztezéseket mindkét kombinacidoban elvégeztiik. A buza
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citoplazmaval rendelkezd, buzaval kétszer visszakeresztezett F1 nemzedék (BC;) ndvényeinek
felszaporitasa 2015 nyarara megtortént, €s szantofoldi tesztelésiiket a kozeljovoben végezziik el.
A T. timopheevii citoplazmat tartalmazo utédok felhasznalasaval himsteril torzsek eléallitasat is

megkezdtiik, amelyek a késobbiekben felhasznalhatok lesznek hibridbuza eldallitasara.

4.4.2.1 Buzdaval alkotott Fq hibridek elbdllitdsa és visszakeresztezésiik biizaval

A T. timopheevii felhasznalasaval fitotronban inditott F; hibrid eldallitas eredménye jol mutatja,
hogy a recessziv keresztezhetdségi allélpart (krlkrl) hordozo *Mv9krl’ buzatorzzsel kozel 40%-
os hatékonysaggal lehet hibrid szemet eldallitani (18. tablazat). A szemkd&tések gyakorisaga az
els6 visszakeresztezés (BC;) soran nagymértékben csokkent, azonban a BC, nemzedékben mar
nagyszamu utodot kaptunk, melyek tiveghazi felszaporitasat 2015 nyarara végeztiik el, és izolalt
termésiiket (BCji; nemzedék) a kozeljovoben tervezett szabadfoldi vizsgalatok soran fogjuk

felhasznalni.

18. tablazat Triticum aestivum x Triticum timopheevii subsp. timopheevii var. rubiginosum
MVGBB845 visszakeresztezéses program eredménye

Megporzott Fy Szem-
Generacio Anya Pollenadé viragok szemek Kotés
szama szama
F, T. aestivum 'Mv9krl' T. timopheevii MVGB845 529 210 39,70%
’Mv9krl’ 364 17 4,67%
BC, "MvIkrl’ x MVGB845 T. aestivum buzafajtak
(’Mv Marsall’, "Mv Nador’, ’Mv 985 48 4,87%
Suba’)
(Mvekrl’ x MVGB845) MOk’ 260 22 | 8.46%
x *Mv9krl
BC, (Mv9krl’ x MVGB&45)
x T. aestivum buzafajtak , , 0
(Mv Marsall’, "My Mv9krl 324 132 | 40,74%
Nador?)

4.4.2.2 Visszakeresztezett utodnemzedék genomvizsgalata

A hexaploid buza ¢és a tetraploid T. timopheevii eltéré6 kromoszoémaszama miatt az elsd
visszakeresztezést kovetden végeztikk el a hibridek molekularis citogenetikai elemzését FISH
modszerrel. Ennek sordn megallapitottuk, hogy a vizsgalt BC; utdodok tobbsége a stabilabbnak
tekinthetd paros kromoszomaszammal rendelkezett, melyek kozel 30%-at 42 kromoszdémasnak
azonositottuk. Emellett a leggyakrabban a 40 és a 38 kromoszdmaszamu utdodok fordultak eld.
Legnagyobb gyakorisaggal az 1G kromoszomat tudtuk azonositani, amely az egyik 1B

kromoszoma helyére épiilt be (25. 4bra). Ezen kiviil azonositottunk 2G, 6G és 5A" kromoszomat
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hordoz6 utédokat is, melyek az 1G kromoszomahoz hasonldan, leginkabb monoszoémas

szubsztitiicié formajaban fordultak eld.

25. abra Triticum aestivum ’Mv9krl” x T. timopheevii MVGB845 ’*Mv9krl’-gyel
visszakeresztezett BC; utodjanak mitotikus kromoszomai fluoreszcens in situ hibridizacioval
vizsgalva, pSc119.2 (z6ld), Afa-family (piros) €s pTa7l (sarga) repetitiv DNS probakkal jelolve.
A 42 kromoszomas sejtben a T. timopheevii eredetii 1G kromoszéma sargaval €s nyillal jeldlve

(Skéla = 10 um)

Az "Mv9krl’ buzatorzzsel végzett masodik visszakeresztezésnél a 42 kromoszdémas ndvényeket
hasznaltuk fel, hogy lehet6leg stabil genomu utéodokat kapjunk. A felszaporitott BCsig
generacioban, illetve a kozeljovoben eldallitandd BCs nemzedékben feltételezhetéen mar a T.

timopheevii kromatin transzlokacigjat is tudjuk majd azonositani.
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4.4.2.3 Utodnemzedékek fenotipusos vizsgalata és iiveghazi rozsdafertozése

A T. aestivum ’Mv9krl’ x T. timopheevii MVGB845 hibrideket *Mv9krl’ buzatorzzsel
visszakeresztezve kapott BC; utdédok magassaga atlagban 51 cm volt, mely 17%-os csokkenést
jelent az F; hibrid atlagos magassagaval (61 cm) szemben. A BC; névények kalaszainak alakja
valtozatos volt, ami az idegen kromatin jelenlétére utal. A novények néhany esetben abnormalis,
elagazd kalaszokat is fejlesztettek, ami valosziniileg az aneuploid genom jelenlétének
eredménye. A masodik visszakeresztezést kovetéen a BC; ndvények mar nemcsak a

magassagukban hasonlitottak a buza sziil¢jiikhoz, hanem kaldszfelépitésiikben is (26. abra).

? d BC; BC,

26. abra Triticum aestivum *Mv9krl’ (9) és T. timopheevii MVGB845 (J) hibridjének
"Mv9kr1’-gyel tobbszor visszakeresztezett utddnemzedékeinek (BC1-BCy) kiilonboz6 kalaszai

Az ’Mv9krl’-gyel visszakeresztezett utodnemzedékek nodvényei atlagosan 7,4 kalaszt
fejlesztettek, ez 20%-kal haladta meg a martonvasari buzafajtakkal visszakeresztezett utodok
bokrosodoképességét. Ezek a BCi-jellegli utodnoveények 43 cm-es atlagos magassaguak voltak.

A tisztan ’Mv9krl’ alapu BC; utédokat, valamint martonvasari btuzafajtakat is a pedigréjiikben

hordoz6 BC;-jellegii utodokat csirandvény korban levélrozsdaval fertoztiik (19. tablazat).

19. tablazat Triticum aestivum x Triticum timopheevii MVGB845 BC; utodjain végzett

fiatalkori levélrozsda-fertdzés eredménye novényszamonkénti bontasban (Martonvasar, 2014)

o, A , . csiranévénykori levélrozsda-
BC; novények sziil6i genotipusai érzékenysé Nem
Anya Pollenadé | 0 1 | 2 | 3 | 4 |csirazott
"Mv9krl’ 4 0 1 1 0 10
T. aestivum 'Mv9krl' x [, ,
T. timopheevii MVGB845 Mv Marsall” | 1] 0 0 0 0 ! 2
’Mv Nador’ | 3 2 1 0 0 0 7
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A BC; szemek csirazoképessége gyenge volt, amelynek kovetkeztében csak az utdodnovények
45%-at tudtuk felnevelni, illetve levélrozsda-ellenallosagra tesztelni. Eredményeink szerint a
vizsgalt névények kétharmada immunis volt vagy hiperszenzitiv médon reagalt a levélrozsda
fert6zésre (értékelés: 0 vagy ;), amit az immunis T. timopheevii sziil6t6] 6rokolhettek. A tovabbi
5 névény a levélrozsdaval szembeni érzékenység kiilonbozé fokozataival volt jellemezhetd,
melyek koziil a mérsékelten fogékonyat és a fogékonyat (értékelés: 3 illetve 4) nem hasznaltuk
fel a kovetkezd visszakeresztezésnél. Kisérletiinkben az *Mv9krl’ mérsékelten fogékony volt

(értekelés: 3).

4.4.2.4 Triticum timopheevii citoplazmat hordozé buzatorzsek eléallitasa

A T. aestivum citoplazmaval rendelkez6 BC utédok mellett a forditott kombinacioja, T.
timopheevii MVGB845 citoplazmaval rendelkez6 hibridek buzaval vald visszakeresztezését is
elinditottuk, hogy citoplazmas himsteril (CMS) buzatorzseket allitsunk elé martonvasari
buzafajtak felhasznalasaval. Fitotronban 44 F; szemet, liveghazban 26 F; szemet, a 2013
tavaszan vetett "Mv Karizma’ buzafajta felhasznalasaval, szant6foldi koriilmények kozott 183 F

szemet allitottunk el6 (20. tablazat).

20. tablazat Triticum timopheevii subsp. timopheevii var. rubiginosum MVGB845 x Triticum

aestivum F; hibridek eléallitasanak eredménye (Martonvasar, 2013)

Megporzott Fy

Keresztezés Anya Pollenadé viragok szemek SZ.? m-
helye . . kotés
Szama Szama
Fitotron T. aestivum 'Mv9kr1' 220 44 20,00%
T. aestivum buzafajtak
Uveghaz Triticum timopheevii (’Mv Marsall’, "Mv Nador’, "Mv 398 26 6,53%
MVGB845 Suba’)
Szabadfold T. aestivum 'Mv Karizma' 1130 183 16,19%

A T. timopheevii és buza felhasznalasaval végzett F; hibrid eldallitas eredménye jol mutatja,
hogy a recessziv keresztezhet6ségi allélpart (krlkrl) hordozo *Mv9krl’ blzatorzzsel porozva be
a T. timopheevii anyat tobb mint haromszoros hatékonysaggal lehet hibrid szemet el6allitani,
mint a normal, homozigéta dominans KrlKrl allélparral rendelkez6 martonvasari buzafajtakkal.
A T. timopheevii MVGB845 x T. aestivum ’Mv Karizma’ kombinacidé is viszonylag jo
szemkotést eredményezett, azonban az elsé visszakeresztezésre elinditott 73 F; szembdl csak
kettd csirazott ki (2,7%). A felnevelt két F; novényen 2014-ben beporzott 126 viragon nem
kaptunk hibrid BC; szemet, azonban az itt eléallitott 37 izolalt F, szemmel és az el6z6 évrol

megmaradt 110 F; szemmel folytatjuk a programot. Az iiveghazban eléallitott 26 F; szembdl
95



10.14751/SZIE.2016.005

els6 korben elvetett 14 szembdl csak egy csirazott, és az is elpusztult, ezért a megmaradt 12 db
T. timopheevii MVGB845 x T. aestivum ’Mv Suba’ F; szemet is kisérletbe allitjuk a
kozeljovoben.

A T. timopheevii és a T. timococcum keresztezhetéségi hatékonysaganak vizsgalata (15., 16. és
20. tablazat) soran el@allitott T. timopheevii citoplazmat hordozo, Mv9krl’ buzatorzzsel

eléallitott hibrideket is bevonjuk ebbe a CMS buzatorzs eléallitasi programba a kdzeljovoben.

4.43 6B/6G monoszomas szubsztiticios buza vonal (20" +1' 6B+1' 6G) elsallitasa

Az el6z6 fejezetekben ismertetett visszakeresztezéses programok kezdeti eredményeként kapott
monoszomas kromoszoma-szubsztiticiokhoz (21. és 25. abra) hasonld szubsztiticiot lehet
indukdlni egy idegen kromoszomdara diszomés addiciés blzatdrzs és egy monoszomas buza
vonal felhasznalasaval. Egy Martonvasaron tobb évtizede eldallitott T. aestivum ’Rannaja’ 6B
monoszémas (20" + 1' 6B) vonalat (génbanki szam: MVGS1117) hasznaltunk anyaként, melyet
egy 6G diszomas addicids buzatorzzsel (21" + 1" 6G) poroztunk be (21. tablazat). Ennek
eredményeként olyan 42 kromoszémas hibrideket kaptunk, melyek 1 db 6B és 1 db 6G
kromoszomat hordoznak (20" +1' 6B+1' 6G). A pollenadoként hasznalt diszomas addicié idegen
kromatinja a T. timopheevii vad alfajanak egyik génbanki tételébdél (T. timopheevii subsp.
armeniacum 'lraq’ (roviditett jelzése: TG28)) szarmazik, melyet Prof. Sutka Jozsef épitett be tobb

mint egy évtizede T. aestivum *Mv9kr1’ buzatorzsbe.

21. tablazat 6B/6G monoszomas szubsztituciot hordozo blza vonal eldallitasanak folyamata

Idészak Elvégzett feladat

Triticum aestivum *Mv9krl’ x T. timopheevii subsp. armeniacum BCsiz (TG
jelzésii génbanki tételek) felszaporitasa (2001. évi szemekbdl)

2012/13 tél "Mv9krl’ x T. timopheevii subsp. armeniacum BCjiz levélrozsda-tesztje

"Mv9krl’ x TG28 (T. timopheevii subsp. armeniacum 'lIraq’) BCsiz (haromszor
visszakeresztezett, majd haromszor izolalt) kivalasztisa és genomvizsgélata

2013/14 tél "Mv9krl’ x TG28 BCasiy felszaporitasa

2014/15 tél | T. aestivum ’Rannaja’ 6B monoszoma (MVGS1117) x "Mv9krl’ x TG28 BCgiy)

F; novények izolalasa, 42 kromoszomasok (20" +1' 6B+1' 6G) azonositasa és
izolalt felnevelése

2015 nyar

A diszomas addicios buzatdrzs azonositasat, és molekularis citogenetikai vizsgalatat kovetden
valasztottuk ki a T. aestivum ’Rannaja’ monoszoémas sorozatbol az addicionak megfeleld
homeolog kromoszoémara monoszomas vonalat. E két szelektalt genetikai anyag F; hibridjei
kozott azonositottunk olyan ndvényeket, melyek 41 normal buzakromoszomajuk mellett az egyik

6B kromoszoma helyett 6G kromoszoémat tartalmaznak (monoszémas szubsztiticio). A 2015. év
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nyarara befejezett felszaporitasukat kovetéen az F, utédok felnevelésekor mar a 6B és a 6G

kromoszomak parosodasa €s transzlokaciok kialakulésa is bekovetkezhet.

4.4.3.1 Triticum timopheevii kromoszomas buza vonalak levélrozsda-rezisztencia vizsgalata

A Martonvasaron, Prof. Sutka Jozsef altal kozel 20 éve eldallitott T. aestivum Mv9krl® x T.
timopheevii subsp. armeniacum hibridek haromszor viszakeresztezett majd haromszor izolalt
(BCsi3 nemzedék) utodjairdl, a 2001. évbdl szarmazod szemeket 2012/2013 telén vetettiik el azzal
a céllal, hogy folytassuk az akkor abbahagyott elénemesitési munkat. A 2001-ben feljegyzett
kormoszoémaszam-vizsgalat eredménye alapjan Kivalogattuk a 44 kromoszomasként
nyilvantartott vonalakat, és csiraztatasukat kovetéen teszteltiik a levélrozsdaval szembeni
ellenallosagukat. Ez a rezisztencia-tulajdonsag a hasznos T. timopheevii kromatin jelenlétének
kimutatasara alkalmas, jol hasznalhaté indikatornak bizonyult. Osszesen harom vad T.
timopheevii génbanki tétel felhasznalasaval eléallitott 28 BCsiz buza vonalat valasztottunk ki. A
rajtuk elvégzett csirandvénykori mesterséges levélrozsda-fert6zés eredményeként 72,2%-ban
fogékony (értékelés: 4), 19,4%-ban mérsékelten fogékony (értékelés: 3), 2,8%-ban ellenalld
(értékelés: 2) egyedeket azonositottunk, mig 2 ndvény gyakorlatilag immunis mindsitést
(értékelés: ;) kapott. A vonalak fiatalkori levélrozsda-fogékonysaganak vizsgalata soran immunis
kontrollként a T. timopheevii MVGB845 génbanki tételt, mig fogékonyként a T. aestivum
’Alcedo’ buzafajtat hasznaltuk (27. abra).

27. abra Triticum aestivum *"Mv9kr1” x Triticum timopheevii subsp. armeniacum kiilonb6z6 BCs

vonalainak  (k6zéps6 harom) fiatalkori mesterséges levélrozsda-fert6zédési —tiinetei,
Osszehasonlitasban az immunis T. timopheevii MVGB845 (balra) és a fogékony T. aestivum
’Alcedo’ (jobbra) tiineteivel (Martonvasar, 2013)

4.4.3.2 6G diszomas addicio molekularis citogenetikai azonositasa

A mesterséges levélrozsda-fert6zés eredményei alajan kivalasztott két immunis buzatérzset

tovabb vizsgaltuk molekularis citogenetikai eszkozokkel, ugyanis feltételezésiink szerint a

rezisztenciajukat okozo T. timopheevii eredetli kromatint hordoztak. A ndvények gyokerébdl
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készitett mitotikus kromoszomapreparatum felhasznalasaval, FISH technikaval mindkét
ndvényben sikeriilt azonositanunk a 42 buzakromoszoma mellett 1 par 6G kromoszomat is (28.
abra). Ezeket a torzseket a TG28 jelzésti T. timopheevii subsp. armeniacum ’Iraq’ genotipus

felhasznalasaval allitottak elo.

28. abra Triticum aestivum *Mv9kr1’ x Triticum timopheevii subsp. armeniacum ’Iraq’ (TG28)

"Mv9kr1’-gyel haromszor visszakeresztezett és haromszor izolalt (BCsiz), 44 kromoszomas
utddjanak mitotikus kromoszoémai fluoreszcens in situ hibridizacioval vizsgalva, pSc119.2
(zold), Afa-family (piros) és pTa7l (sarga) repetitiv.z. DNS probakkal jeldlve. A 42
buzakromoszoma mellett azonositott T. timopheevii eredetii 6G kromoszomapar sarga szinnel €s

nyillal jeldlve (Skala =10 pm)

4.4.3.3 ’Rannaja’ 6B monoszomadas buza vonal ellendrzése és Fy hibridek létrehozdasa

A Martonvasar Gabona Génbank altal fenntartott genetikai anyagok kozott a ’Rannaja’ 6szi
buzafajtara épiil6 monoszmas sorozatot is fenntartjak, melynek aneuploid genomdosszetétele (41
kromoszoma: 20" + 1') kévetkeztében az utédokat minden generacioban vizsgalni sziikséges,
hogy a 40 és 42 kromoszomas egyedeket ne vigyiik tovabb a kovetkezé nemzedékbe. A pontos
¢s hatékony kromoszdémaszam-ellendrzésre legjobban a Feulgen mddszer hasznalhato, melyet mi

is alkalmaztunk a 6B monoszomak Kivalogatasa céljabol.
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A ’Rannaja’ 6B monoszomas genetikai anyag egyetlen, 2010-ben izolalt kalaszardl szarmazo 46
szemet csiraztattunk és Feulgen modszer alkalmazasaval 34-et valasztottunk ki a keresztezés
anyai partnerének. A 6G diszomas addicioval 2014/2015 telén beporzott ’Rannaja’ 6B
monoszomas bliza vonal 1404 viragjan 6sszesen 129 szemet kaptunk (szemkotés: 9,2%), melyek
kozil, szintén Feulgen modszert hasznalva valogattuk ki a 42 kromoszomas egyedeket (29.

abra).

| / ""-
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29. abra Triticum aestivum ’Rannaja’ 6B monoszéma (MVGS1117) x (T. aestivum *Mv9krl1’ x

T. timopheevii subsp. armeniacum 'lraq’ BCsis) fejlodé F; szemei (a) és azok koziil a 42

kromoszomasok kivalogatasa Feulgen modszerrel (b)

Az F; szemek 81,4%-a csirazott ki (105 szem), melyekbdl gyOkércstcs-preparatumot
készitettiink a kromoszomaszam meghatarozasahoz. Osszesen 29 ndvényrdl allapitottuk meg,
hogy 42 kromoszémaval rendelkezik. Ezek izolalt felnevelését 2015 nyaran kezdtiik el

mesterséges novénynevelési koriilmények kozott fitotronban.

4.43.4 6BI6G monoszémds szubsztiticiés (20" +1' 6B+1' 6G) Fy hibridek FISH azonositésa

Az altalunk kivalasztott 29 db 42 kromoszomas egyed az egyik 6B kromoszoma helyett egy 6G
kromoszoémat hordoz potencialisan, azonban a monoszoémas novényegyedek esetleges téves
azonositasabol eredd hibat csak FISH hasznalataval tudtuk kizarni, amelyet a kivalasztott F;

novények felnevelésével parhuzamosan végeztiink el (30. abra).
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30. abra Triticum aestivum ’Rannaja’ 6B monoszéma (MVGS1117) x (T. aestivum "Mv9krl’ x
T. timopheevii subsp. armeniacum ‘lraq’ BCsis) F1 hibrid mitotikus kromoszomai fluoreszcens in
situ hibridizacioval vizsgalva, pSc119.2 (zold), Afa-family (piros) és pTa7l (sarga) repetitiv
DNS probakkal jelolve. A 42 kromoszomas sejtben egy 6B és egy T. timopheevii eredetii 6G

kromoszoma talalhato (nyillal jellve), mely utobbi sarga szinnel van jelolve (Skala = 10 pm)

A preparatumok FISH mintazatat kiértékelve 19 olyan ndvényt azonositottunk, melyek
hordozzak a 6B/6G monoszomas kromoszoma-szubsztitiiciot. Ezeknek a novényeknek a fitotroni
kamréaban torténd felnevelése 2015 0szén fejez0dott be, és a beldliik szarmazé izolalt szemekbdl
nagy valosziniiséggel mar transzlokacidt hordozod F, ndvényeket is sikeriil a kozeljovoben

azonositanunk.
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4.4.4 Triticum timopheevii fajra alapozott génatvitel lehetéségének megvitatasa

Munkank soran haromféle modszerrel épitettiink be T. timopheevii eredetii kromatint Gszi
buzaba. A T. timopheevii fajjal végzett kozvetlen keresztezés mellett egyrészt a hexaploid T.
timococcum, masrészt egy 6G diszomas addiciés buzatorzs génatviteli hidként valod
felhasznalasaval els6 1épésben monoszoémas kromoszéma-szubsztituciokat alakitottunk ki. E
haromiranyu el0nemesitési munka megkezdése mellett valaszt kaptunk a tetraploid T.
timopheevii és a hexaploid T. timococcum buzaval vald keresztezhetéségében fennallo
kiilonbségekre is. Eredményeink alapjan a T. timopheevii sziil6vel végzett keresztezést kovetden
a szemkotés kozel kétszerese volt a hexaploid szinten véghezvitt hibridizaciééhoz viszonyitva
(15. és 18. tablazat). A T. timococcum sziilével 1étrehozott kombinacioknal tapasztalt gyengébb
szemkotés a masodik A genom és a D genom kozotti kromoszdma-asszociacids zavar okan
fellép6 abnormalis endospermium-fejlédés hatasaval magyarazhat6, ahogy arra Belea (1986) is
utalt Triticum fajhibridek interspecifikus keresztezés utani genomviszonyainak alakulasat
értékelve. A Keresztezhetdségi hatékonysag kiértékelése mindkét genotipus esetében jol
szemléltette egyuttal a homozigdta recesziv krl allélt hordoz6 buizagenotipus ("Mv9krl’) jobb
keresztezhet6ségét a normal buzafajtakkal szemben, mely megfelel Molnar-Lang et al. (1996)
altal leirtaknak. Farshadfar et al. (1994) korabbi eredményeivel 6sszhangban, a kisérleteinkben
hasznalt T. timopheevii genotipus és buza kozott, mindkét iranyban elvégzett keresztezés eltérd
hatékonysagu volt. Az "Mv9krl’ buzatorzset anyaként hasznalva a szemkdotés kétszerese Volt,
mint azokban a kombinacidkban, amelyekben ugyanez a sziild pollenadoként szerepelt. A
hexaploid T. timococcum és az *Mv9krl’ kozotti keresztezés hatékonysaga hasonldan alakult a
keresztezési irdny fliggvényében, azonban a szemkotések kozotti kiilonbség még nagyobb
mértékt volt, mint a T. timopheevii esetében. A recessziv krl allélpart nem hordozo
buzafajtakkal végzett keresztezések soran 50%-kal nagyobb szemkéotést (6,53%) értiink el, mint
Belea (1986), amely valoszinlileg az altalunk hasznalt eltéré genotipusok jobb kombinalodd
képességének a kovetkezménye. Ez megfelel Sharma (1995) megallapitasanak is, mely szerint
azonos fajok kiilonbozd genotipusai is mutathatnak eltéré szemkotési hatékonysagot.

Elénemesitési programunk egyik legfontosabb célja, hogy a T. timopheevii betegség-rezisztencia
génjeit épitsiik be a buzaba, lehetdség szerint minél kisebb idegen kromatinnal kapcsoltan,
amelynek eléréséhez a visszakeresztezéses (BC) modszert alkalmaztuk. Az elsé keresztezést
kovetden termett F; szemek szamahoz viszonyitva koriilbeliill 10%-os hatékonysaggal tudtuk
csak elvégezni az elsé visszakeresztezést, azonban a szemkdotés gyakorisaga a tovabbi
visszakeresztezések soran nagymértékben és fokozatosan novekedett. Hasonld eredményekrol
szamoltak be tetraploid Triticum fajokon (Belea 1986) vagy alakoron (Megyeri 2014) alapuld,

buzaval végzett visszakeresztezéses programokkal kapcsolatban.
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Az idegen kromatin beépiilését eltérdé morfologiai felépités (pl. kalaszalak, szOrozottség, kalasz
szalkassaga) is jelezheti (O’Mara 1940, Driscoll 1975, Szakacs és Molnar-Lang 2010), amelyet a
kiilonb6z6 BC nemzedékek gyors ellenérzésére is hasznéltunk (22. és 26. dbra). Emellett az
utodok levélrozsda-rezisztencidja is jol mutatja, hogy a betegségre ¢érzékeny buzatorzs
(’Mv9krl’)  genetikai  hatterébe  beépiilt-e  egy  rezisztenciat  hordozo  idegen
kromoszomaszegmens. A T. timopheevii és T. timococcum alapi BC novények, illetve a 6G
diszomas addicios buzatorzs levélrozsda-ellenallosagat mesterséges csirandvénykori fertézéssel
vizsgaltuk, mivel a tobb mint 60 levélrozsdarezisztenciaért felelés Lr gén nagy tobbsége
csirandvénykorban megnyilvanul (Dakouri et al. 2013). E szelekcid 1étjogosultsagat tamasztja az
is ala, hogy a felnéttkori rezisztencia csak a kifejlett novényeken jelenik meg, mig a
csirandvénykori rezisztencia legtobbszor a ndovény egész ¢Elete soran kifejezddik (Singh et al.
2001). Munkénk soran a vizsgalt BC utddnemzedékek ndvényei kozott tobb mint 50%-ban
azonositottunk immunis vagy kozel immunis egyedeket, melyeket (felszaporitasuk utan) a
kozeljovoben tervezziik szant6foldi koriilmények kozott vizsgalni.

Az idegen kromatin, a BC utddokban torténé pontosabb kimutatasara és nyomonkovetésére
molekularis citogenetikai modszert hasznaltunk, melynek soran a T. timococcum 3 genomjara,
altalunk kidolgozott FISH kariotipust, valamint a G és A genom altalunk optimalizalt mcGISH
alkalmazasaval torténd elkiilonitését eredményesen hasznaltuk. Ezekben a BC utédokban tobb
idegen kromoszomat is azonositottunk a btza kromoszoémak mellett, utoébbiakat Sepsi et al.
(2008) altal publikalt buza kariotipus segitségével hataroztuk meg. A FISH technikéval hasonld
eredményességgel lehetett azonositani az idegen kromoszomakat, mint azt korabban C-
savozassal T. aestivum x T. timopheevii hibridekben értek el (Badaeva et al. 1986, Langné
Molnar et al. 1996). Az egymast koveté T aestivum x T. timococcum BC utédnemzedékek
vizsgalata soran az idegen kromoszomak szdmanak kisebb mértékii csokkenését tapasztaltuk,
mely Osszhangban all kordbbi kutatdsok eredményeivel (Langné Molnar 2006). A vizsgalt
utodnovények nagy tobbségében idegen faji monoszémas kromoszdémaszubsztiticidt talaltunk,
ami FISH technikaval jol azonosithatd. A kovetkez6 nemzedékekben a monoszomas
szubsztiticiot alkotd, egymdssal homeoldg kromoszémak kozotti transzlokaciok kialakulasa
varhato.

A 6G diszomas addicios buzatorzs eldallitasat eredményezd, Prof. Sutka Jozsef altal koordinalt
elénemesitési program tobb mint egy évtizede befejez6dott Martonvasaron. Ennek eredményét
sikeresen hasznéltuk fel az Gjrainditott eldnemesitési program kovetkezd 1épésében, ahol 6B/6G
monoszomas szubsztiticiot hordozo T. aestivum ’Rannaja’ 6B monoszoma (MVGS1117) x (T.
aestivum *Mv9kr1’ x T. timopheevii subsp. armeniacum 'lraq’ BCsis) F1 novényeket sikeriilt
eldallitanunk 15% koriili hatékonysaggal. Ezekben a ndvényekben mind a 6B, mind a 6G
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kromoszoma par nélkiil van jelen, ezért ezek nagy valoszinliséggel egymassal fognak parosodni
a kovetkezd meiodzis sordn, igy hozva létre transzlokaciokat az F, nemzedékben. A kovetkezd
nemzedékekben Horvathné Uhrin (2013) altal kidolgozott SSR marker alapt eljarast hasznalva
nagy biztonsaggal lesz meghatarozhatd az atépiilt 6G kromoszomaszakasz, annak hossza ¢€s
elhelyezkedése a 6B kromoszoman. Tovabba, amennyiben nem jon 1étre az 6sszekapcsolodas, a
két univalens a centromérandl eltorhet, és a kromoszoémakarok a homeolog parjukkal, egymast
kompenzalva centrikus fiziot is 1étrehozhatnak, ahogy erre Lukaszewski (2000) és Friebe et al.
(2005) is ramutattak.

Az atépiult idegen T. timopheevii kromoszomarészek kimutatasa molekularis markerekkel
munka- és koltséghatékony modon végezheté el (Timonova et al. 2012), melyben az A' és G
kromoszomak buza SSR markerekre alapozott térképe is segitségre lehet (Salina et al. 2006). Az
utodnemezedékek tovabbi szelekciojat segitheti, hogy az ismert rezisztenciagént hordozo
kormoszomaszakasz hatékonyan azonosithatd az adott rezisztenciagénekre alapozott marker
alapu szelekcio (MAS) soran (Vida et al. 2009).

A T. timopheevii citoplazmaval eléallitott hibridek szemkotési aranya viszonylag jonak
tekinthetd, azonban a hibrid szemek csirdzasi szazaléka nagyon alacsony volt. Ez megfelel Belea
(1986) korabbi kutatasi eredményeinek, mely a keresztezési hatékonysag genotipus-fiiggését irja
le, illetve a nagyobb ploidszintii sziild anyaként valo alkalmzasat ajanlja. A citoplazmas himsteril
(CMS) buzatorzs eldallitasanak kezdeti 1épései jol tiikrozik az ebben a technikaban rejld
nehézségeket (Longin et al. 2012), azonban az iddigényes CMS torzseldallitast kompenzalhatja a
hibridkombinacié pollenadd torzsének eldallitdsa soran, a fertilitast visszaallitdé génekre
alapozott MAS hasznalata (Zhou et al. 2005, Sinha et al. 2013).

Az elénemesitési munkank soran hasznalt T. timococcum genotipus mellett eléallitott kilenc
kiilonb6z6 T. timopheevii tételen alapuld T. timococcum torzs is szamos kiaknazasra vard
tulajdonsaggal rendelkezik, melyek a kozeljovoben nemcsak a nemesitdk hasznara lehetnek,
hanem segithetnek a természetben el6forduld, azonos genomszerkezetii T. zhukovskyi erdsen

besziikiilt genetikai diverzitasanak szélesitésében is.
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45 Uj tudomanyos eredmények

1. Felmértiik és jellemeztik a Martonvasar Gabona Génbankban fenntartott Triticum
timopheevii buza vad rokon faj génbanki tételeinek fébb fenotipusos és agrondmiai
tulajdonsagait, valamint alakorral valo kombinalodd képességét. Az eredmények
alapjan kivalasztottunk egy genotipust (Triticum timopheevii subsp. timopheevii var.
rubiginosum — MVGBB845), melyet célszerii felhasznalni a buza-elénemesitésben.
Eredményeink hasznos informaciot biztositanak a martonvasari T. timopheevii

génbanki tételek jovObeli célzott felhasznalasahoz is.

2. Triticum timococcum Kost., nom. nud. néven szintetikus amfiploidot hoztunk létre a
kivalasztott T. timopheevii genotipus (MVGB845) és Martonvasaron Dr. Kovacs Géza
altal, korabban nemesitett féltérpe alakor torzs (T. monococcum subsp. monococcum
"1T-1") felhasznalasaval. A keresztezhetdségi vizsgalatok eredményeként tovabbi 9 T.
timococcum torzset allitottunk eld, és szaporitottuk tovabb szant6foldon, mely

eredmény vilagviszonylatban is kiemelkedd.

3. Részletesen jellemeztiik a T. timococcum ¢és sziildi genotipusainak fenotipusos és
rezisztencia tulajdonsagait. Megallapitottuk, hogy a T. timopheevii ¢és a T.
monococcum egyes tételeinek csirandvényei mesterséges lisztharmat fertézés soran
fogékonyak, ezért a szant6foldi rezisztencidjukat valosziniileg felnéttkori rezisztencia

IS biztositja.

4. Fejlesztettiik és optimalizaltuk a T. timopheevii kromatinjanak kimutatasara alkalmas
fluoreszcens in situ hibridizacios (FISH) eljarast, mellyel elkészitettik a G és A'
genomok, pScl119.2, Afa-family és pTa7l repetitiv DNS probakon alapuldé FISH
kariotipusat. A Kkariotipusokat eredményesen hasznaltuk a T. timococcum
genomvizsgalatanal, illetve e fajok btzéval alkotott hibridjeiben az idegen kromatin

azonositasanal.

5. Tobbszinli genomi in situ hibridizacios (mcGISH) eljarast dolgoztunk ki, mellyel a G
genom ¢s az A genomok elkiilonithetdvé valtak egymastol. Ennek segitségével
azonositottuk a T. timopheevii fajspecifikus intergenomikus atrendezédését az 1j
amfiploidban és annak a T. zhukovskyi fajjal alkotott hibridjében is. Az egymast
koveté FISH és mcGISH eljaras alkalmazasaval hatékonyabba tettilk az 0j amfiploid

kromoszémainak azonositasat az utodnemzedékekben.
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KeresztezhetOségi vizsgalattal igazoltuk, hogy a tetraploid T. timopheevii
eredményesebben keresztezheté mindkét irdnyban a buzaval, mint a hexaploid T.
timococcum. A recessziv keresztezhet6ségi allélpart hordozo buza genotipus
(’Mv9krl’) hagyomanyos buzafajtakkal szembeni kiemelked6 keresztezhet6ségét is

igazoltuk.

Buza elénemesitési programot inditottunk visszakeresztezéses (BC) moddszerrel a T.
timopheevii MVGB845 és a T. timococcum felhasznalasaval elsésorban azok
kiemelked6 betegség-ellenallosaganak hasznositasa céljabol. A T. aestivum *Mv9krl’
genotipuson alapuldo BC program soran csirandvénykorban levélrozsda-ellenalld

utddokat szelektaltunk.

Folytattuk a Prof. Sutka Jozsef altal megkezdett T. timopheevii génatviteli
elénemesitési programot. A kordbban eldallitott aneuploid anyagok kozott
azonositottunk egy 6G diszomas addiciot hordozod genotipust (T. aestivum *Mv9krl’
hattérben), mely az altalunk végzett csirandvénykori levélrozsda tesztben
rezisztensnek bizonyult. Ebbdl az addiciobol és a T. aestivum ’Rannaja’ 6B
monoszomas buza vonalbol (MVGS1117) 6B/6G monoszoémas szubsztitucios
novényeket allitottunk el6. Az 1 db 6B és 1 db 6G kromoszéméat hordozd ndvények

kromoszoma-osszetételét FISH technikaval is igazoltuk.

T. timopheevii citoplazmat hordozo hibrideket hoztunk 1étre martonvasari
buzafajtakkal himsteril buzatorzs eléallitasa céljabol, mely egy hibridbuza nemesitési

program szamara fontos kiindulési anyag lehet.

A T. timococcum amfiploiddal azonos genomszerkezetii, természetes faj, a T.
zhukovskyi besziikiilt genetikai diverzitasanak szélesitése érdekében sikeresen hoztuk
1étre e faj MVGB650 jelzésii génbanki tétele és a T. timococcum kozotti hibridet, majd

jellemeztiik annak utodjait.
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5 KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

5.1 Triticum timococcum elgallitasa

Kiilonb6z6 ploidszintli Triticeae fajok és a Triticum timopheevii felhasznalasaval korabban is
allitottak el6 amfiploidokat, azonban a hexaploid bliza elénemesitésére legalkalmasabb a vele
azonos ploidszintli amfiploid lehet. Ezért a Martonvasar Gabona Génbankban tarolt tobb mint 50
T. timopheevii tétel részletes jellemzése mellett, kivalasztottunk egy, a korabbi eredmények
alapjan jo6 agrondmiai- és keresztezhetdségi tulajdonsaggal rendelkezd, elénemesitett, féltdrpe
alakor torzset (T. monococcum subsp. monococcum ’1T-1°), mint pollenadé keresztezési
partnert. Hibridizaciojukbol és az utdodok genomduplikdldsdbol allitottuk el a szintetikus T.
zhukovskyi-t, melyet Triticum timococcum Kost. nom. nud. néven ismer az irodalom.

A génbanki T. timopheevii tételek tobb éves vizsgalata eredményeként a génbankban sok értékes
informacié halmozodott fel, ami hasznos lehet a jovobeni keresztezéseknél a megfeleld partner
célzott kivalasztasahoz. Ezeket a fenotipusos €s rezisztencia eredményeket azonban a jovében
mindenképpen javasolt kiegésziteni a kiilonbdzo abiotikus stresszérzékenységi mutatokkal.
Megallapitottuk, hogy az amfiploid elballitasahoz kivalasztott MVGB845 azonositoju T.
timopheevii tételen kiviill van még néhany, amelyet célszerii bevonni a blza el6nemesitési
programokba, igy ndvelve a nemesitési alapanyagok genetikai bazisat, akar jabb tipusu T.
timococcum torzsek eldallitasan keresztiil. A dolgozatban részletesen jellemzett amfiploiddal
egyiitt Osszesen 10 kiilonboz6é T. timopheevii genotipusbol szarmazo T. timococcum-ot
allitottunk eld, melyek negyedik generacidja (Cas) jelenleg szant6foldi szelekcids programban
vesz részt, és utddaik bluza elénemesitési programokba torténd bevonasa a kozeljovoben varhato.
Ezek az 1j amfiploidok szamos kiaknazasara vard tulajdonsaggal rendelkezhetnek és
hozzédjarulhatnak a buzanemesitési bazis genetikai hatterének tovabbi bdvitéséhez, valamint
segithetnek a természetben el6forduld, azonos genomszerkezettel bird T. zhukovskyi erésen
besziikiilt genetikai diverzitasanak szélesitésében iS. Ez utobbi célbol eldallitott T. zhukovskyi x
T. timococcum hibrid jelenleg Fs nemezedéknél tart és szaporitasat a jovében is folytatjuk.
Triticum timococcum szintetikus amfiploidot mar korabban is elballitottak, azonban azokat
minden esetben vad T. timopheevii és hagyomanyos tipusi T. monococcum genotipusok
felhasznalasaval hoztdk létre. E sziilok tobb hatranyos tulajdonsagot (pl. kalasztorékenység,
gyenge szarszilardsag) is atorokitettek az utddaikba. Ezzel ellentétben a jelen dolgozatban
ismertetett kutatas soran eldallitott amfiploidot egy koriiltekintéen kivalasztott T. timopheevii
génbanki tétel (MVGB845) és egy féltorpe, jo6 kombinalddd képességii, elénemesitett alakor

torzs keresztezésével hoztuk létre. Eredményeink meggy6zGen bizonyitottak, hogy az
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amfiploidok eléallitdsdhoz csak részletesen ismert, elézetesen szigoru Szelekcion atesett névényi

anyagot érdemes hasznalni.

5.2 Triticum timococcum molekularis citogenetikai jellemzése

Munkank soran elkészitettiik a T. timopheevii (A’ és G) és a T. monococcum (A™) genomjainak
FISH Kkariotipusat a pSc119.2, pTa71 és Afa-family repetitiv DNS probak hasznalataval. Az
amfiploid molekularis citogenetikai vizsgalata pedig igazolta, hogy kromoszémai azonos probak
hibridizalasaval egyértelmiien azonosithatok FISH mintazatuk alapjan. Mind a hét G, hét A' és
hét A™ kromoszomapart el tudtuk kiildniteni egymastol. Az altalunk optimalizalt tobbszini
(multicolour) genomi in situ hibridizacioval (mcGISH) nagy biztonsaggal el tudtuk kiiloniteni a
hexaploid T. timococcum G genomjat a két A genomjatol.

Vizsgalataink eredményeként a T. timococcum és T. timopheevii baza elénemesitési programba
vald bevezetését kovetd utodvizsgalatok alkalmaval, a bliza genetikai hattérben is nagy
biztonsaggal azonosithatok az atépiilt idegen kromoszomak. A kariotipizéldsi munkéank
eredményét nemcsak a bliza elénemesitési programokban lehet hasznositani, hanem az altalunk
kidolgozott kariotipusok eldsegithetik a gének térképezését, izolalasat, kromoszomaspecifikus
markerek tervezését, valamint az aramlasos (flow) citometriai eljaras soran a szeparalt

kromoszomak azonositasat is.

5.3  Triticum timococcum fenotipusos és agronomiai jellemzése

Az amfiploid megjelenésében atmenetet képvisel a sziiléi genotipusok kozott, azonban
felszinének stirli szOrozottsége értékes morfologiai bélyeg, mely a hasznos rezisztenciagének
mellett szintén beépithetd a buzafajtdkba virusvektor rovarok ¢és a szarazsdg elleni
védekezOképesség javitasa céljabol.

A T. timococcum nagyfoku rozsdarezisztencija (levélrozsda, sargarozsda) mellett kiemelkedéen
ellenall6 volt a lisztharmattal szemben is. Ennek hatterében felndttkori rezisztencia kialakitasaért
felelos gének jelenlétét feltételezziik, mivel csirandvénykori mesterségesen fertézott kisérletben
— az irodalomban eddig rezisztensként nyilvantartott sziiléi genotipusokhoz hasonléan —
fogékonynak bizonyult. Megfigyelésiink szerint a szant6foldi lisztharmat-rezisztenciat a levelek
strti szOrozottsége is novelheti. A hasonld témaju kutatasok hianya miatt e feltételezések
igazolasahoz tovabbi vizsgalatok elvégzése sziikséges. Az amfiploid viszonylag korai
ellenallo egyedeket szelektaljuk ki a populaciobol, melyeket felneveliink és tovabbszaporitunk.
Reményeink szerint a T. timococcum altalunk megfigyelt kalaszfuzarium-ellenallosaga is

beépithetd lesz bliza genotipusokba. Az ezirdnyu elénemesitési munka mar elkezdddott, és a
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tobbszordsen visszakeresztezett utodok fuzarium-ellenallosdganak tesztelése a kozeljovoben
varhato.

Gazcserenyilasok eloszlasanak vizsgalata alapjan megéllapitottuk, hogy az amfiploid
vizhasznositasi képessége ¢&s szarazsagtiirése valdsziniisithetben nem kiilonbozik a jo
szarazsagtiiréssel rendelkez6 sziiléi genotipusokétol, azonban ennek céliranyos tesztelése IS még
jovobeni feladat.

A T. timococcum fenntartd nemesitése soran, évente elvégzett szelekcio latvanyos eredménye
(pl. produktivitas 50%-os névekedése) tiikkrében mindenképpen érdemes folytatni a Cs generacio
novényeinek tovabbi szelekciojat, hogy par éven beliill egy agrondomiai szempontbol is

kiemelkedd, egyontetli genetikai anyag alljon a nemesitok rendelkezésére.

5.4 Triticum timopheevii kromatint hordozé buza elénemesitési anyag eléallitasa

A Triticum timopheevii hasznositasat célzo kutatasok tobbsége soran e rezisztenciaforrast
kozvetleniil keresztezték a buzaval, azonban a T. timococcum eldallitasa révén kozvetett uton is
atvihetiink T. timopheevii (és T. monococcum) géneket a T. aestivum fajba (bridge-keresztezés).
Ezért egy tobbiranyl elonemesitési programot inditottunk, mely soran visszakeresztezéses (BC)
modszerrel allitunk eld minél jobb tulajdonsdgokkal rendelkezd hibrideket. Emellett a korabban
eldallitott, martonvasari genetikai anyagok koziil sikeriilt azonositanunk egy 6G diszomas
addicios buzatorzset, melyet a T. timococcum-hoz hasonloan génatviteli hidként hasznaltunk fel,
és hoztunk létre (monOszoémas buza genetikai anyagot hasznalva) 6B/6G monoszomas
kromoszoma-szubsztitiiciot hordozo genotipust. Kiemelendd tovabba, hogy a T. timococcum
felhasznalasaval 1) alakor eredetli géneket is bevihetiink buzdba, ezzel javitva annak betegség-
ellenallosagat, valamint egyes mindségi tulajdonsagait (tokol- és karotinoid tartalom) is. El6zetes
méréseink alapjan a T. timopheevii MVGB845 genotipus kiemelkedé a-tokoferol-, a-tokotrienol-
¢s mikroelem (Se, Mn, K) tartalommal rendelkezik a buzahoz képest, mely részletes vizsgalata
¢s a buizaba valo atvitele a jovobeli feladatok egyik kiemelt részét fogja képezni.

A ploidiaszint szerinti keresztezés hatékonysagara is valaszt kaptunk, mely szerint a T.
timopheevii eredményesebben keresztezheté mindkét iranyban a btzaval, mint a T. timococcum,
mely jelenség hatterében a ploidiaszint-azonossagot feliiliro, eltéré genomok kozotti parosodasi
zavar és fertilitasi problémak allhatnak.

Az elénemesités soran végzett tObbszoros visszakeresztezés megfeleld modszernek bizonyult az
idegen kromatin atvitelére. E munka végs6 eredménye azonban csak évek mulva realizalodhat
olyan buza genotipusokban, melyek csak a hasznos gén(eke)t tartalmaz6 kromoszomaszakaszt
hordozzak. Ehhez az iddigényes folyamathoz azonban egy PhD munkara fordithaté id6 nem

elegendé. Azonban a kezdeti eredmények mindképpen biztatdak, és a BC generaciok jovébeni
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szantofoldi tesztelése tovabbi eredményeket igér. A T. timopheevii és T. timococcum
felhasznalasaval el6allitott BC buzahibridek, illetve a 6G diszémas addicidt hordozé buzatdrzs
levélrozsda-ellenallosagat mesterséges csirandovénykori fertézéssel is vizsgaltuk és a vizsgalt BC
utddnemzedékek ndvényei kozott tobb mint 50%-ban azonositottunk immunis vagy
hiperszenzitiv reakciot mutatd egyedeket. A felszaporitott rezisztens BC, (T. timopheevii), illetve
BC; (T. timococcum) nemzedékek tesztelését a kdzeljovoben szanto6foldon folytatjuk.

Az idegen kromatin BC utdédokban torténd pontosabb kimutatasara és nyomonkovetésére
altalunk kidolgozott T. timococcum FISH kariotipus hatékony eszkéznek bizonyult és ajanlhaté a
T. timopheevii alapu egyéb bizanemesitési programok molekularis citogenetikai értékeléséhez is.
A vizsgalt utodndvények nagy tobbségében idegen faju monoszoémas kromoszoma-szubsztitiiciot
talaltunk, ezért a tovabbi visszakeresztezések hatasara egyre novekvd szamu transzlokaciod
kialakuladsa varhat6 a monoszémas szubsztituciot alkoté homeoldg kromoszémak kozott. A jovo
feladata még a B és G kromoszomak, valamint a kiilonbozé eredeti A kromoszomak
elkiilonitése, ami az intergenomikus transzlokaciok azonositasat segitheti. Ezért fontos jovébeli
feladat a T. timopheevii-specifikus (polimorf) molekularis markerek kivalogatasa, melynek egy
konkrét példajat mar jelenleg is médunkban 4ll haszndlni. A 6B/6G szubsztiticidés ndovényeink
ontermékenyitése eredményeként a kozeljovOoben vélhetéen idegen transzlokaciot hordozéd
utodnovényeket tudunk majd vizsgalni a Martonvéasaron kidolgozott mikroszatellit marker alapt
eljarassal (MAS), amely soran meghatarozhaté lesz az atépiilt 6G kromoszoémaszakasz, annak
hossza ¢és elhelyezkedése a 6B kromoszoman.

A T. timopheevii alapt himsteril buzatorzs eldallitasanak kezdeti 1épéseit megtettiik, azonban
még hosszi 1d6t igényel a hibridbiza-nemesitésben hasznalhatd, martonvasari buzafajtdkra
alapozott torzsek eldallitasa, mely hatékonysaganak egyik feltétele a kozelmultban azonositott, a

fertilitast visszaallité génekre alapozott marker-alapu szelekcid hasznalata.
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6 OSSZEFOGLALAS

Az egyre novekvé népesség biztonsagos ellatdsdnak érdekében az emberiség legfontosabb
haszonnovényeinek folyamatos nemesitése sziikséges. E folyamat eredményességének javitasa
érdekében az egyes fajokon beliil rejlé genetikai diverzitast az idegen fajok bevonasaval is
célszeri novelni. Ez a kitétel igaz a mérsékelt égov legfontosabb, emberi fogyasztasra szant
haszonnovényére, a blzara (Triticum aestivum L.) is, ahol a vele rokon vad fajok elsésorban az
abiotikus és biotikus rezisztencidjanak novelésén keresztiil jarulhatnak hozza a termésbiztonsag
noveléséhez. Az egyik legigéretesebb vad rokon faj, a Triticum timopheevii Zhuk., mely
kiemelkedéen ellenall a buzat fert6z6 jelentés gombabetegségeknek (levélrozsda, sargarozsda,
szarrozsda, lisztharmat és fuzarium). Kozeli rokonsaga miatt hagyomanyos keresztezés utjan is
eredményesen épithetok at hasznos génjei a buzaba, ehhez azonban egy elonemesitési programot
sziikséges elinditani. Az elénemesités sordn torténik a génforrasként leginkabb alkalmas
kovet. A kozvetlen keresztezés mellett kozvetett Gton is atépithetdk a T. timopheevii kivant
hasznos tulajdonsagai. Ehhez el6szor koztes novényi anyagot sziikséges eldallitani a T.
timopheevii felhasznalasaval, amely a késébbi hibridizacié soran génatviteli hidként funkcional.
A Dbuzanemesités gyakorlatdban elterjedten haszndlnak amfiploidokat erre a célra, ezért
kutatasunk elsd lépéseként megfeleld sziildpartnereket kerestiink. Az MTA ATK Martonvéasar
Gabona Génbankjaban fenntartott T. timopheevii tételek kozil — részletes fenotipusos és
agrondmiai jellemzést kovetden — kivalasztottunk egy kedvezd tulajdonsagokkal rendelkezd
genotipust (T. timopheevii subsp. timopheevii var. rubiginosum — MVGBB845). Keresztezési
partnernek egy Martonvasaron korabban eldallitott, kiemelkedd betegség-ellenallosagn, jo
agrondmiai- és keresztezhetOségi tulajdonsagu, féltérpe alakor torzset (T. monococcum L. subsp.
monococcum ’1T-1") valasztottunk. E két genotipus keresztezésébdl ¢és az utddok
genomduplikaldsabol létrehoztunk egy GGA'A'ATA™ genomszerkezetii amfiploidot, melyet
Triticum timococcum Kost., nom. nud. néven mind morfoldgiai, mind agronémiai szempontbodl
kozotti atmenetet képviseld T. timococcum a sziileihez hasonld kivald szintl rezisztenciaval
rendelkezik a fobb korokozokkal szemben. A kaldszméretre és ezerszemtOmegre végzett
szelekcid eredményeként az utodok produktivitasa 50%-kal haladta meg a sziil6i genotipusokét.

Az elénemesitési folyamat hatékonysagat jelent6sen novelheti az idegen kromoszomak vagy
kromoszoma-szegmentumok nyomonkovetése az utdbdnemzedékekben. Erre a célra a molekularis
citogenetika eszkoztaraba tartozo fluoreszcens in situ hibridizaciét (FISH) hasznaltuk.

Kutatdsaink eredményeként a blizanal széleskoriien hasznalt repetitiv DNS szakaszok (pSc119.2,
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Afa-family, pTa7l) probaként valdé hasznalatival kidolgoztuk az amfiploid mindharom
genomjanak FISH kariotipusat. A kromoszdmaspecifikus mintazatnak kdszonhetéen a hét G, hét
A' és hét A" kromoszomapar megkiilonboztethetévé valt egymastol. A munkank soran
optimalizalt t6bbszinti (multicolour) genomi in situ hibridizacioval (mcGISH) nagy biztonsaggal
el tudtuk kiiloniteni a hexaploid T. timococcum G genomjat a két A genomjatol. Vizsgalataink
eredményeként a T. timococcum és T. timopheevii eredetli genetikai anyag beépitésére iranyulod
buiza-el6nemesitési programban, a buza genetikai hattérben is nagy biztonsadggal azonosithatova
valtak az atépiilt idegen kromoszomak az utédokban.
Elénemesitési programunk egyik kiemelt célja a T. timopheevii betegség-rezisztencia génjeinek
beépitése a buzaba, lehetdség szerint minél kevesebb idegen kromatinnal kapcsoltan. Célunk
eléréséhez a visszakeresztezéses (BC) modszert alkalmaztuk. Osszesen haromféle eljarassal
épitettiink be T. timopheevii eredetti genetikai anyagot 0Oszi buzaba: 1.) T. timopheevii
genotipussal (MVGB845) végzett kdzvetlen keresztezéssel; 2.) elézetesen elballitott, hexaploid
T. timococcum amfiploiddal, mint génatviteli hiddal végzett keresztezés utjan; 3.) egy
levélrozsda-rezisztensként azonositott 6G diszomas addiciét hordozd buzatdrzs génatviteli
hidként val6 felhasznalasaval. Els6 1épésben monoszomas kromoszéma-szubsztitiicidkat hoztunk
létre, ahol a buza kromoszomaparok egyikének helyére vele homeoldg T. timopheevii (vagy
ritkan alakor) eredeti kromoszoma épiilt be. Ezekben a hibridekben, a kozeljovében tervezett
ontermékenyitések és tovabbi visszakeresztezések hatasara transzlokaciok kialakulasa varhato.
E haromiranya elénemesitési munka megkezdése mellett igazoltuk a tetraploid T. timopheevii és
a hexaploid T. timococcum buzaval vald keresztezhetdségében fennalld kiilonbséget is, amely
szerint a T. timopheevii fajjal végzett keresztezés kozel kétszeres szemkotési aranyt
eredményezett a hexaploid szinten véghezvitt hibridizaciohoz képest.
A T. timopheevii és T. timococcum ndvényi anyaggal eldallitott BC novények levélrozsda-
ellenallosagat csirandovénykorban mesterséges fertézési kortilmények kozott is vizsgaltuk,
melynek eredményeként a vizsgalt BC utdédnemzedékek novényei kozott tobb mint 50%-ban
azonositottunk immunis vagy hiperszenzitiv reakciot mutatd egyedeket. A T. aestivum *Mv9krl’
genotipuson alapul6 BC program soran felszaporitott levélrozsda-rezisztens BC, (T.
timopheevii), illetve BC; (T. timococcum) novények vizsgalatat szant6foldon folytatjuk.
T. timopheevii citoplazmara épiilé hibridbuza elénemesitési programot is inditottunk, melynek
soran T. timopheevii x T. aestivum ¢és T. timococcum x T. aestivum hibrideket hoztunk 1étre
martonvasari fajtdkon alapuld citoplazmas himsteril buzatorzs eldallitasa céljabol.
A 6G diszomas addiciobol és a T. aestivum ’Rannaja’ 6B monoszomas buza vonalbol
(MVGS1117) 6B/6G monoszoémas szubsztituciot hordozé ndvényeket allitottunk elé, mely
eredményt FISH segitségével igazoltuk.
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7  SUMMARY

Continued breeding of the most important crops for the ever growing human global population is
of great importance, and to maintain this the introduction of crop wild relatives to increase the
genetic diversity of a given species is recommended in order to support effective and successful
breeding programs. This is especially true for bread wheat (Triticum aestivum L.), the most
important crop for human consumption in the temperate zone, whose wild relatives could
contribute to the improvement of its yield security, primarily through the improvement of its
resistance to abiotic and biotic stress. One of the most promising wheat wild relatives is Triticum
timopheevii Zhuk., which has outstanding resistance to the most important wheat fungal diseases
(leaf rust, stripe rust, stem rust, powdery mildew and Fusarium). Due to its close relationship to
bread wheat, genes expressing these useful traits could also be translocated into wheat using
common direct crossing. This procedure has to be initiated through a prebreeding program,
where the most useful genotypes as a gene source are selected, followed by interspecific
hybridization and selection in the offspring generations. In addition to direct hybridization, the
useful traits of T. timopheevii could be also transferred into wheat in an indirect way which
necessitates, as a first step, the development of intermediate plant material from T. timopheevii
that will function as a bridge for gene transfer during hybridization. Amphiploids are widely
used for this purpose in wheat breeding. Therefore, as the initial stage of our research, the
parental lines were selected. A T. timopheevii genotype (T. timopheevii subsp. timopheevii var.
rubiginosum — MVGB845) with good characteristics was selected from the T. timopheevii
accessions of the Martonvasar Cereal Genebank of MTA ATK after a detailed phenotypic and
agronomic evaluation. As a crossing partner, a semi-dwarf einkorn line (T. monococcum L.
subsp. monococcum *1T-17) bred previously in Martonvasar, which has outstanding resistance to
disease and good agronomic traits and crossing ability, was selected. The genome of their hybrid
was duplicated to develop an amphiploid with the genome composition GGA'A'A"A™ and was
named as Triticum timococcum Kost., nom. nud.. This was characterised in detail for both
morphological and agronomic traits. Based on our results, T. timococcum has intermediate
morphological characteristics compared to its parents and shows high resistance to the main
fungal diseases in common with its parents. Selection of the amphiploid based on seed and spike
size resulted in more than 50% increase in productivity compared to its parents.

The success of the prebreeding procedure is influenced by the alien chromosomes and
chromosome segments in the offspring generations. Monitoring these was achieved by using a
molecular cytogenetic method, fluorescent in situ hybridization (FISH) in our research. FISH

karyotypes of all the three genomes of the amphiploid were developed using repetitive DNA
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segments widely used in wheat research (pSc119.2, Afa-family, pTa71) as probes. Due to their
chromosome specific patterns, all the seven G, seven A' and seven A™ chromosome pairs could
be distinguished from each other. In addition, the G genome of the hexaploid T. timococcum
could clearly be distinguished from the two A genomes with the help of multicolour genomic in
situ hybridization (mcGISH) optimised during our research work. As a result of our research,
introgressed alien chromosomes were clearly discriminated in the wheat genetic background of
the offspring generations resulting from the wheat prebreeding program based on T. timococcum
and T. timopheevii.

One of the most important aims of our prebreeding program is the introgression into bread wheat
of disease resistance genes of T. timopheevii, associated with the least possible amount of alien
chromatin; this was ensured with a back cross (BC) procedure. Altogether three procedures for
transferring T. timopheevii chromatin into bread wheat were used: 1) a direct cross with a T.
timopheevii genotype (MVGB845); 2) a cross with a hexaploid T. timococcum amphiploid
developed as bridge material for alien gene transfer; 3) a cross with a leaf rust resistant 6G
disomic addition wheat line as bridge material. As a first step, monosomic chromosome
substitutions were induced through these crossings, where one part of a wheat chromosome pair
was substituted with a chromosome of T. timopheevii, or rarely einkorn, homoeologues.
Translocations are expected in these hybrids due to selfing and the further back-crossing planned
in the near future.

In addition to launching this prebreeding work with three directions, differences were also found
in the crossing ability with bread wheat of the tetraploid T. timopheevii and the hexaploid T.
timococcum. Based on our results, crossing T. timopheevii with bread wheat almost doubled seed
set compared to the hybridization carried out at the hexaploid level.

Acrtificial leaf rust inoculation was used to examine the leaf rust resistance of the seedlings of BC
plant material developed with using T. timopheevii and T. timococcum. This resulted in the
identification of plants showing immunity or a hypersensitive reaction to leaf rust in more than
50% of the BC plants examined. After a propagation cycle, examination of the leaf rust resistant
BC, (T. timopheevii) and BCs (T. timococcum) plants based on crossings with the wheat
genotype T. aestivum *Mv9kr1” will be continued in field tests.

A T. timopheevii cytoplasm-based hybrid wheat breeding program was also initiated, where T.
timopheevii x T. aestivum and T. timococcum x T. aestivum hybrids were developed in order to
provide cytoplasmic male sterile wheat lines based on varieties from Martonvasar.

Plants carrying a 6B/6G monosomic substitution were developed from the crossing of the 6G
disomic addition wheat line and T. aestivum ’Rannaja’ 6B monosomic wheat line (MVGS1117),
which was shown using FISH.
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KOSZONETNYILVANITAS

Koszonetemet fejezem ki a Magyar Tudomdnyos Akadémia Agrartudomanyi Kutatokdzpont
Mezogazdasagi Intézetének, hogy biztositotta azokat a szellemi, targyi és anyagi feltételeket,
amelyek elengedhetetlenek voltak a PhD kutatomunkam elvégzéséhez. Ezért a segitségért és a
bizalomért kiemelt kdszonetemet fejezem ki a kutatokdézpont volt €s jelenlegi foigazgatdjanak,
Dr. Bed6 Zoltan és Dr. Balazs Ervin akadémikusoknak.

Halas koszonettel tartozom témavezetémnek, Dr. Langné dr. Molnar Martanak, és az intézet
organikus nemesitési kutatasait megalapitd, 2012-ben elhunyt, egykori génbank kuratornak, Dr.
Kovacs Gézanak, akik 2010-ben meglattak bennem a kutatot, és palyafutasomat elinditottak,
tamogattak.

Koszonettel tartozom a Kaldszos Gabona Nemesitési Osztaly volt és jelenlegi vezetdjének, Dr.
Lang Léaszlonak és Dr. Vida Gyulanak a szantofoldi kisérletek kivitelezéséhez nélkiilozhetetlen
infrastruktara biztositasaért, valamint a nemesitéshez és a rezisztenciavizsgalatokhoz nyujtott
szakmai segitségiikért.

Kiilon koszonettel tartozom Dr. Megyeri Marianak a kutatoi életbe valo beilleszkedéshez ¢és a
mindennapi munkamhoz nyujtott Onzetlen segitségéért. Koszonet illeti meg kozvetlen
munkatarsaimat, akik nagy segitséget jelentettek a kisérletek kivitelezésében. Bencze Agnesnek,
Miklosi Doranak és Timar Gergelynek kiilon koszonom daldozatos munkajat, ahogy azt a
nyugdijas éveiket tolté Lévay Jozsefnek és Kiss Gyorgy Gyulanénak is, akik a munkam kezdeti
lépéseit segitették. A Génmegdrzési Osztaly munkatarsainak pedig koszoném, hogy a
molekularis citogenetikdval és az idegen faju keresztezésekkel kapcsolatos ismereteiket
megosztottak velem. A teljesség igénye nélkiil szeretném kiemelni koziiliikk Dr. Molnér Istvan és
Farkas Andras kollégaimat a laboratoriumi munkdmhoz adott tanacsaikeért, segitségiikért.
Koszonet illeti meg a Kalaszos Gabona Nemesitési Osztaly munkatarsait, akik segitették a
szant6foldi és iiveghazi munkdimat. Kiilon koszoném Dr. Jankovics Tiindének, Komdromi
Juditnak és Dr. Puskas Katalinnak, hogy segitségiik révén a rezisztenciakutatds gyakorlati
ismereteit is elsajatithattam.

Ko6sz6ndm csaladomnak, hogy mindig mellettem allnak, szeretetiikkel és tamogatasukkal segitik
palyafutdsomat. Feleségemtdl, Spirk Hajnalkatdl kapott szeretet mindig erét és megnyugtato
hatteret biztosit a mindennapi munkamhoz, ezért neki és fiunknak, Danielnek is kiilon

kOszonettel tartozom.
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Az alabbi kutatasi palyazatok nélkiil nem valdsulhatott volna meg a PhD kutatomunkam, mivel
ezek biztositottak a kisérletek kivitelezéséhez és a konferencia-latogatasokon keresztiili szakmai

fejlodésemhez sziikséges anyagi forrasok jelentds részét:
e TECH_08-A3/2-2008-0423 — ALKOBEER (2008-2014): Organikus egészségvédd alakor

sorfélék kifejlesztése €s gyartasa

e TECH_08-A3/2-2008-0397 — CONFU_08 (2009-2014): Célorientalt organikus nemesités

felhasznalasa 1j, magas mindségii organikus tejtermékek kifejlesztésére

e EU FP7-KBBE 245058 — SOLIBAM (2010-2014): Strategies for Organic and Low-input
Integrated Breeding and Management; és annak kiegészit6 palyazata (EU_BONUS 12-1-
2012-0032)

e AGR_PIAC 13-1-2013-0074 (2013-2016): Régi buza genotipusok mindségének

jellemzése €s felhasznalasa a piacorientalt nemesitésben
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