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1 A MUNKA ELOZMENYEL KITUZOTT CELOK

A buza (Triticum aestivum L.) az emberiség egyik legfontosabb gabonandvénye, ezért a
bluzanemesiték kiemelt feladata e faj termésszintjének és termésbiztonsaganak folyamatos
novelése. Ennek egyik hatékony moddja a buzaval rokon vad fajok rezisztencianemesitésben
torténd felhasznalasa. Az egyik ilyen vad faj, a Triticum timopheevii Zhuk., mely nagymértékben
ellenall a buzat fert6z6 fontosabb gombabetegségeknek (levél-, sarga- és szarrozsda, lisztharmat,
fuzarium). A fajok kozotti kozvetlen keresztezés mellett ugyancsak sikeres génatvitelt tesz
lehetové egy keresztezési hidként hasznalt szintetikus amfiploid eléallitasa és hasznalata is. A
hexaploid buzaval azonos kromoszoémaszamu amfiploid eldallitasara a tetraploid T. timopheevii-t
a diploid alakorral (Triticum monococcum L.) célszerii keresztezni, mivel ez utobbi is
kiemelked6 biotikus és abiotikus rezisztenciaval rendelkezik. A hibridekben az idegen kromatin
mennyiségének csokkentése hatékonyan érhetd el visszakeresztezésekkel (BC: back-cross). Az
elénemesités soran az idegen kromatin nyomonkovetésének hatékony modja a DNS
(dezoxiribonukleinsav) in situ hibridizaci6, 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 fluoreszcens probaként.

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

bluzanemesitésben, amit a kdovetkezd feladatok kidolgozasaval kivantunk megvaldsitani:

e Az MTA Agrartudomanyi Kutatokdzponthoz (MTA ATK) tartoz6 Martonvasar Gabona
Génbankban tarolt T. timopheevii tételek jellemzését kovetden kivalasztani azt a genotipust,
amivel buza elOnemesitési programot indithatunk, mely sordn vizsgaljuk a hibridek
ellenallosagat is a buza f6bb gombakorokozoival szemben,

e A kivalasztott T. timopheevii genotipus és a martonvasari MTA ATK Mez6gazdasagi
Intézetében korabban nemesitett alakor torzs felhasznalasaval uj T. timopheevii x T.
monococcum amfiploid létrehozéasa, részletes morfologiai, agrondmiai €s molekularis
citogenetikai jellemzése, valamint a buza elénemesitési programba torténd bevezetése,

¢ A martonvasari intézetben korabban eldallitott, T. timopheevii kromoszomat hordozo6 addicios
buza genetikai anyag létrehozasat eredményez6 elonemesitési program folytatasa,

e Az clonemesitési program soran a buzaba beépiilt T. timopheevii és T. monococcum
kromoszémak, kromoszoémaszakaszok nyomonkdvetésére alkalmas molekuléris citogenetikai
modszerek (FISH, GISH) fejlesztése és optimalizaldsa, tovabba, az idegen kromoszomak

azonositasanak érdekében a T. timopheevii FISH kariotipusanak elkészitése.



2 ANYAG ES MODSZER

2.1 Novényi anyagok és keresztezések

Osszesen 56 T. timopheevii génbanki tétel (MVGB) koziil valasztottunk Ki egyet (T. timopheevii
subsp. timopheevii var. rubiginosum (MVGB845)) a tovabbi elénemesitési munkakhoz.

Az amfiploid (T. timococcum Kost., nom. nud.) eléallitasahoz, pollenadoként egy Martonvasaron
elénemesitett féltorpe alakortdrzset (T. monococcum subsp. monococcum “1T-1") hasznaltunk.
Buza genotipusok koziil a krlkrl recessziv keresztezhetdségi allélpart hordozo — ezért az idegen
faju keresztezésekben jol kombinalodo — T. aestivum *Mv9krl’ buzatérzset, valamint normal
buzafajtakat "Mv Karizma’, "Mv Marsall’, ’"Mv Nador’, ’Mv Suba’) hasznaltunk.

A T. timococcum és sziildi betegségrezisztencidjanak vizsgalatanal kontrollok voltak:

e Levélrozsda: "Mv9krl’ (fogékony), T. aestivum ’Alcedo’ (fogékony), sziilok (rezisztens),

e Lisztharmat: fogékony (Mv9krl’, ’Carstens V.”) és rezisztens (’Nannong 02Y23’) buza

genotipusok, T. monococcum *Myv Alkor’ (rezisztens), T. zhukovskyi MVGB650 (fogékony),

o Kalaszfuzarium: fogékony ("Mv222-13") és mérsékelten rezisztens ("Mv213-11") buzatorzs.
T. timopheevii kromoszomat hordozo, Martonvasaron korabban eldallitott buza vonalakat
teszteltlink, koztiik egy T. aestivum x T. timopheevii 6G diszomas addicios buzatorzset.

A GISH vizsgalathoz a Triticum urartu — MVGB115 (A genom), valamint az Aegilops
speltoides — MVGB905 (S genom, a B és G genom 0Ose) teljes genomi DNS-ét hasznaltuk.

Keresztezési kombinacidk:

e T. timopheevii MVGB845 x T. monococcum “1T-1°, Triticum timococcum néven jelolt

o Tesztkeresztezésbol szarmazo, egyéb T. timopheevii x T. monococcum *1T-1" hibridek,

e ’MvOkrl’ x T. timococcum, majd ennek "Mv9kr1’ alapt BCy, BC,, BC3 nemzedéke,

e T.timococcum x buza genotipusok ("Mv9kr1’, "Mv Marsall’, "Mv Nador’, "Mv Suba’),

e T. zhukovskyi MVGB650 x T. timococcum,

e ’Mv9krl’ x T. timopheevii MVGB845, majd ennek BC; és BC, nemzedéke,

e T. timopheevii MVGB845 x buza genotipusok ("Mv9kr1’, "Mv Karizma’, "Mv Marsall’,
"Mv Nador’, "Mv Suba’),

e T. aestivum ’Rannaja’ 6B monoszoma MVGS1117 x T. aestivum 6G diszomas addicio.
2.2 Fajhibridek eloallitasa

A keresztezési kombinaciok anyai partnereinek kaldszait Kikasztraltuk, melyeket 2-4 nap
elteltével a pollenadd partnerek levagott kalaszaibol szarmazd pollenckkel megporoztunk. A

novénynevelést és keresztezéseket szantofoldon és fitotronban is végeztiik.
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Az aratast kovetden a szemkotést a feldolgozas soran szamolt, egy kalaszban 1évd szemek ¢€s a
megporzott virdgok szamanak hanyadosaval hataroztuk meg.
A T. timopheevii x T. monococcum F; hibrid triploid genomjat 0,04%-o0s kolhicin-oldattal

duplaztuk meg a 3-5 leveles ndvények gyokereinek aztatasos kezelésével.
2.3 Molekularis citogenetikai vizsgalatok
2.3.1 Kromoszémapreparatum készitése és elokezelése

A csiraztatott buzaszemekr6l leszedett gyokércsticsokat jeges vizben majd abszolut etil alkohol :
100%-o0s ecetsav 3:1 aranyu keverékében fixaltuk, melyet 1%-0s karminecetsavas festési eljaras
kovetett. Az ebbdl készitett mitotikus kromoszémapreparatumot faziskontrasztos mikroszkoppal
vizsgaltuk, majd ezt kdvetden az in situ hibridizacidig —20 °C-on taroltuk.

A fluoreszcens in situ hibridizaciot (FISH és GISH) megel6z6en ribonukleaz enzimmel és
pepszinnel tavolitottuk el az RNS-t és a citoplazmat a prepardtumokrol, majd (mosési 1épések
kozbeiktatasaval) a kromoszomakat paraformaldehides oldattal fixaltuk. A preparatumokat -20
°C-os etanol sorozatban dehidrataltuk. FISH-t kovetd GISH esetén a preparatumokat 4x SSC-

Tween-ben mostuk az jrahibridizalas elétt.
2.3.2 Fluoreszcens in situ hibridizacio

A fluoreszcens in situ hibridizacié soran hasznalt DNS probakat digoxigenin-11-dUTP-vel
és/vagy biotin-16-dUTP-vel jeldltik nick transzlacioval, hogy a hozzajuk kapcsolddod
fluorokromok segitségével detektalhassuk azok hibridizacios helyeit a vizsgalt kromoszémakon.
A 30 pl/preparatum mennyiségli hibridizacios keverék torzsoldata (~28 ul) formamidot, 25
VIV%-0s dextran szulfatot, 20x SSC-t és 10 v/v%-0s SDS-t 50:33:10:1 aranyban tartalmazott.
Ehhez blokkolé DNS-ként hozzaadtunk még 5 ng (50 ng/ul siiriségii) lazac sperma DNS-t
(FISH), illetve 2 pg (a jeldlt S genomi proba 50-szeres mennyisége) S genomi DNS-t (GISH).
Preparatumonként a kovetkezé mennyiségben adtuk hozza a jeldlt probakat a térzsoldatokhoz:
e FISH: 20 ng (0,4 ul) Afa-family (digoxigenin), 30 ng (0,6 ul) pSc119.2 (biotin) és 30 ng
(0,6 ul) pTa71 (biotin és digoxigenin 1:1 aranyu keveréke)
e GISH: 40 ng (0,8 ul), biotinnal jelolt A genomi proba és 40 ng (0,8 ul), digoxigeninnel
jelolt S genomi proba
Az Osszeallitott hibridizacids keverékben 1évé DNS-t 85 °C-on 12 percig (FISH), illetve 99 °C-
on 10 percig (GISH) denaturaltuk, majd a keveréket a preparatumokra juttatva, a kromoszoémakat
a proba jelenlétében denaturaltuk 75 °C-on 6 percig (FISH), illetve 80 °C-on 2 percig (GISH). A
denaturaciot kdvetden a preparatumokat 16 oran keresztiil 37 °C-on (FISH), illetve 42 °C-on
(GISH) inkubaltuk, majd tobb 1épésben, SSC sorozattal lemostuk.



A digoxigeninnel jelolt probak hibridizacios helyeit vords fluoreszcens jelet add anti-
digoxigenin-rhodamine Fab (antigén kot6) fragmentekkel, mig a biotinnal jelolt probakét zold
fluoreszcens jelet add streptavidin-FITC Fab fragmentekkel jeloltiik egy 20 perces, 37 °C-0s
hibridizacié soran (50 pl/preparatum). Ezt kovetéen 2 mg/ml DAPI/Vecta Shield keverékkel (20
ul/preparatum) végeztiink kontrasztfestést. Ezt kovetden a preparatumokat Zeiss Axiolmager.M2
fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk, majd Zeiss AxioCam MRm CCD fényképezdogéppel
fotoztuk és kiértékelésiikhoz az AxioVision 4.8.2 szoftvert hasznaltuk.

2.4 Fiatalkori rezisztencia-vizsgalat
2.4.1 Mesterséges levélrozsda-fertdzés

Az tliveghazi levélrozsda-fert6zéshez optimalis koriilményeket az inokulaciot kovetd két napban
polietilén folids boritassal biztositottuk. A taphengerben nevelt, kétleveles ndvények fertézését

koveté 10. napon egy hatos skalan (0, ; , 1-4) értékeltiik a fert6zottség mértékét.
2.4.2 Mesterséges lisztharmat-fertézés

Az iivegfalll izolator dobozokban tortént vetést kdvetd 6. napon fertdztiink az 51-es és 76-0S
lisztharmatrasszok konidiumaival, majd az ezt kdvet6 7. napon 0-4 skalan pontoztuk a tiineteket.

Emellett a korokozd ¢és gazdandvény kozotti interakciok iddbeni alakulasat is elemeztik
genotipusonként, anilinkékkel és DAB-bal kezelt, ecetsavval fehéritett levélpreparatumokon. A 9
idépontbdl (inokulacié utan 8 éranként, majd a 3., 4. és 7. napon) szarmazo, Zeiss AxioScope.Al

fénymikroszkoppal vizsgalt preparatumokat Canon digitalis fényképezdgéppel dokumentaltuk.
2.5 Kalaszfuzarium rezisztencia vizsgalata

A kalaszfuzariummal (F. graminearum °‘IFA-66" és F. culmorum °‘IFA-104’ izolatumok)
szembeni rezisztenciat permetezést koveté 26. napon, valamint kalaszkainjektalast kovetd 21.
napon kétféle modszerrel értékeltiik (%). A kalaszkainjektalasos eljaras (II. tipust rezisztencia)

soran genotipusonként 6t kalaszt kezeltiink, melyek eredményét statisztikailag is elemeztiik.
2.6 Fenotipusos tulajdonsagok meghatiarozasa

A szant6foldi felvételezés soran meghataroztuk a genotipusok életforméjat, novekedési tipusat,
kalaszolasi idejét, magassagat ¢és ezerszemtomegét, valamint a fontosabb buza
gombabetegségekkel (lisztharmat, levélrozsda, sargarozsda) szembeni fogékonysagukat
természetes korokozo nyomas mellett, 0-9 skalan pontozva (0 = tiinetmentes, 9 = fogékony).

A szantofoldi vizsgalatokkal parhuzamosan az amfiploidot és sziiltorzseit fitotronban is
vizsgaltuk 2012-ben és 2013-ban. E két év soran vizsgaltuk a kalaszmorfologiai tulajdonsagokat

is. A felvételezett adatokat statisztikailag (ANOVA és post hoc teszt) is elemeztiik.
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3 EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

3.1 Triticum timococcum eléallitasa
3.1.1 Triticum timopheevii génbanki tételek jellemzése és tesztkeresztezése

Jellemeztik a Martonvasar Gabona Génbankban fenntartott 56 T. timopheevii tételt. A
felvételezett adatok alapjan megallapitottuk, hogy agrondmiailag a legcélszeriibb a termesztett
alfajhoz (subsp. timopheevii) tartoz6 38 génbanki tétel koziil kivalasztani az 0j amfiploid anyai
szlilépartnerét. A vad alfajhoz (subsp. armeniacum) tartoz6 génbanki tételek az elényds korai
kalaszolasi- ¢és viragzasi idejik ellenére, a torékeny kalaszorsojuk és a viszonylag kis
ezerszemtdmeglik miatt nehezebben hasznalhatok fel az elénemesitésben.

Az eredmények alapjan kivalasztott 11 korai kalaszolast T. timopheevii tétellel szantofoldon
végzett tesztkeresztezéshez az amfiploid pollenaddjanak kivalasztott féltdrpe alakor torzset (°1T-
1’) hasznaltuk. A legjobb szemkéotést (16%) eredményezd, viszonylag jo agrondmiai értékekkel
bir6 génbanki tételt (Triticum timopheevii Zhuk. subsp. timopheevii var. rubiginosum
(MVGB845)) valasztottuk ki, melyet, mint eldszelektalt génforrast nemcsak az amfiploid

eléallitasanal tudtuk hasznalni, hanem a buzéaval végrehajtott kozvetlen keresztezéseknél is.
3.1.2  Triticum timopheevii x Triticum monococcum amfiploid eldallitasa

A felvételezési és keresztezési kisérletek eredménye alapjan kivalasztott T. timopheevii
MVGB845 és a féltorpe alakor (’1T-17) keresztezésével 255 F; hibrid szemet allitottunk el6. Az
ezekbdl nevelt triploid novények kolhicinkezelését kovetden allitottuk el a duplazott genomn,
A T. timopheevii x T. monococcum amfiploid sziil6i fajnevekbdl alkotott elnevezése még
hivatalosan (botanikailag) nem elfogadott, ezért a tudomanyos publikaciokban elsé emlitésénél
Triticum timococcum Kost., nom. nud. elnevezéssel sziikséges jeldlni ezt a szintetikus fajt.

A jelen kutatasban szereplé hibrid-eléallitas a korabbi T. timococcum eldallitasok soran
tapasztalt nagyon gyenge szemkdtéshez viszonyitva sokkal hatékonyabbnak bizonyult, és arra is
ravilagitott, hogy jo6 agrondémiai tulajdonsagokkal rendelkezd amfiploidok eldallitasdhoz csak

szigoruan szelektalt, eldnemesitett ndvényi anyagot érdemes hasznalni.
3.2 Triticum timococcum molekularis citogenetikai jellemzése
3.2.1 Sziiléi genomok kariotipizalasa és GISH optimalizéalasa

Az amfiploid genomszerkezetének meghatarozasanak elsdé lépéseként a sziildi genomok FISH

kariotipusat készitettiik el a buzakutatasban széles korben hasznalt repetitiv DNS probdk (Afa-



family, pTa71 és pSc119.2) segitségével, mellyel a hexaploid hibrid, a T. timococcum Gsszes

kromoszomaja azonosithatéva valt a késdbbiekben (1. dbra).

1. abra Az A", A' és G genomok FISH
—_ 1 2 3 4 5 6 7 kariogramja: a Triticum monococcum subsp.
L - monococcum *1T-1" (A™) és a Triticum

timopheevii subsp. timopheevii var. rubiginosum

MVGBB845 (A' és G) kromoszomain pSc 119.2
(zold), Afa-family (piros) és pTa71

(narancssarga) repetitiv DNS probakkal kapott
fluoreszcens in situ hibridizacios mintazat. A

kromoszomak genomok és homeoldg-csoportok

szerint rendezve (Skala = 10 um)

A G és B genommal rendelkez6 tetraploid Triticum fajok kiilonb6z6 evoliicios ttjat tamasztja ala
az a megfigyelésiink, hogy a T. timopheevii 4A'L kromoszomakarjan nem sikeriilt a T. turgidum
(és a T. aestivum) 4A kromoszomajan meglévé pScl19.2 jeleket detektalnunk, mely hianyzo
szakasz valosziniileg a 4A'L/4GS transzlokacié soran keriilhetett 4t a 4G kromoszéma révid
karjanak termindlis részére. Ugyancsak ennek a transzlokéacionak a kdvetkezménye, hogy a 4GS
terminalis részén erds Afa-family FISH jeleket is detektaltunk. Az 6sszes G kromoszoma nagy
biztonsaggal elkiilonithetd egymastol és a biiza B kromoszomaitol azok FISH mintazata alapjan.

Az amfiploid G és A genomjainak elkiilonitését tobbszinli GISH (mcGISH) alkalmazasaval
végeztiik el, melyet megel6zott a T. timopheevii MVGB845 genotipuson végzett optimalizalasi
eljaras. Ennek sordn a probak és blokkold6 DNS mennyiségét €és aranyat allitottuk be, melynek
paraméterei a 2.3.2 fejezetben talalhatoak. A G és A kromoszoémak elkiilonitése mellett a T.

timopheevii faj fajspecifikus intergenomikus transzlokaciojat is azonositottuk (T6A'S/1GS).
3.2.2  Triticum timococcum genomszerkezete

Az optimalizalt FISH és mcGISH technikak egymast kovetd hasznalatdval megallapitottuk, hogy
az amfiploid 42 kromoszomaval rendelkezik ¢és hordozza mindkét szilo teljes
kromoszomakészletét, valamint a T. timopheevii fajspecifikus intergenomikus transzlokaciojat is.
Ezek alapjan az ujonnan eldallitott szintetikus amfiploid, a Triticum timococcum hexaploid
genommal rendelkezik, mely a kovetkezSképpen irhat6 fel: 2n=6x=42, GGA'A'ATA™.

Eredményeink hozzajarultak a T. timopheevii kromoszémainak fluoreszcens in situ hibridizacios
technikakkal (FISH, mcGISH) t6rténd azonositasdnak javitdsdhoz, tovabba elséként igazoltuk

ezen optimalizalt eljarasok hasznalhatosagat a T. timococcum genomjanak vizsgalata soran.



Az amfiploidban és az elOdnemesités soran eldallitando bluza alapu hibridekben az 6si diploid T.
monococcum faj legtdbb A™ kromoszémaja nagy biztonsaggal megkiilonbdztetheté az A' és a
bliza A" kromoszoémaitol azok FISH mintézata alapjan. Ettél eltéréen azonban a buza megfelel6
homeoldég kromoszomaitol csak a T. timopheevii 1A, 3AL 4A' & 6A' kromoszomai
kiilonboztethetéek meg a faj evolucidja soran végbement transzlokaciok miatt.

Eredményeink alapjan a T. timococcum és T. timopheevii buza eldnemesitési programba valo
bevezetését kovetd utodvizsgalatok (FISH és mcGISH) alkalméval a bliza genetikai hattérben

megfelel6 hatékonysaggal azonosithatova valt mindkét faj atépiilt kromatinja.
3.3 A Triticum timococcum fenotipusos és agronémiai jellemzése
3.3.1 Morfologiai jellemzok

A kétéves részletes szantofoldi kisérletben a Triticum
timococcum a  legtébb  vizsgalt  tulajdonsagban
szignifikdnsan eltért a szildi genotipusoktol. Ezzel
szemben a fitotronban kevesebb szignifikans kiilonbséget
talaltunk, s6t a szant6foldi eredményekkel (80 cm)
ellentétben az amfiploid novénymagassaga (100 cm)

nagyobb hasonldsagot mutatott a T. timopheevii sziilovel,

mint a féltdrpe alakor torzzsel. Oszi vetést kovetéen, a T. , ! k!
2. abra Triticum timopheevii
MVGB845 (bal), T. monococcum
1T-1° (k6zép) és T. timococcum
képviselnek a sziilok kalasz(ka)formai kozott, emellett  Cs generacid (jobb) szant6foldrol

timococcum atlagosan junius kozepén kalaszolt. Az

amfiploid szalkas kalaszai és kaldszkai atmeneti tipust

gyljtott kalaszai (Martonvasar,

hosszabb ¢és kevésbé tomott kalaszokat fejlesztett a
2015; Skala =1 cm)

sziilethez  képest, mely tulajdonsdg a  késdbbi

generaciokban végzett szelekcio hatasara még inkabb megnyilvanult (2. abra).

A T. timococcum a sziil6i genotipusokhoz hasonléan fakultativ életformaju, tovabba a T.
timopheevii sziil6nél erdteljesebben szOrozott, mely novelheti a virusvektor rovarok és a
széarazsag elleni védekezoképességet. Fénymikroszkdpos vizsgalattal igazoltuk, hogy a sziileihez

viszonyitva a duplazott genomu amfiploidnak van a leghosszabb gazcserenyilasa (100 pm).
3.3.2 Betegség-ellenallosag

Az amfiploid levélrozsdaval szembeni fiatalkori és felndttkori, valamint a sargarozsdaval
szembeni felndttkori immunitasa (értékelési pontszam: 0) annak mindkét sziil6i genotipusa altal

hordozott nagyhatasu rezisztenciagéneknek kdszonhetd.



Az ide vonatkozo6 szakirodalomban azonban nem talalhato adat sem a T. timopheevii, sem pedig
a T. monococcum lisztharmattal szembeni fiatalkori fogékonysagardl. Ezek a fajok és a beldlik
eléallitott amfiploid valdszinlileg més gének 4altal vezérelt, felndttkori rezisztencidval is
rendelkeznek, melyet az altalunk (erds korokozd nyomas mellett) megfigyelt lassu lefolyasu (az
alakor esetében atipikus csirazast mutatd) fiatalkori lisztharmat fert6z6dés, valamint a
szant6foldon megfigyelt felndttkori immunitas is igazol. A fiatalkori fert6zés soran a T.
zhukovskyi és a T. timopheevii fajokon mérsékeltebb hiperszenzitiv reakciot is megfigyeltiink
(értékelési pontszam: ;), tovabba ellenalld egyedeket is szelektaltunk a T. timopheevii és az
amfiploid populacioibol.

A lisztharmat — n6évény interakcio vizsgalata soran a gomba fejlodését és terjedését (anilinkék),
valamint a novény esetleges védekez6 valaszreakcidjat (DAB-bal jelolt hidrogén-peroxid (H20,)
felhalmozodas, papilla képzOdés) vizsgaltuk. Ot genotipusnal, genotipusonként valtozo
lefolyast, kompatibilis korokozo-gazdandvény interakciot figyeltiink meg, mig az "Mv Alkor’ és
a ’Nannong 02Y23’ genotipusok ellenalloak voltak. A T. timococcum annak ellenére, hogy
fogékony volt, mar az elsédleges csiratomld kialakulésra is erételjes lokalis hidrogén-peroxid
termeléssel valaszolt, mig a tobbi genotipus nem mutatott ilyen korai reakciot. Késdbb az alakor
az egész ¢rintett sejtre kiterjedd DAB festddést mutatott, mely Osszefiigghet annak mérsékelt
ellenallosadgaval is. A fogékony buzafajtan a lisztharmat mar a 4. napon sporulalt, mig az
amfiploidon és annak sziilein csak az inokulaciot kovetd 7. napon talaltunk sporulalo telepeket.
A felnéttkorban végzett fuzariumteszt eredményeként a T. timopheevii genotipus (MVGB845)
mérsékelten ellenallonak (F. graminearum: 5%; F. culmorum: 25%; II. tipust rezisztencia: 12%
mindkét esetben) bizonyult, mig a pollenadoként hasznalt féltérpe alakor genotipus (’1T-1") nem
(100%-os fertdzottség). Ezért e két fajbol elballitott amfiploid a szantofoldi (F. graminearum:
5%; F. culmorum: 15%) és a II. tipusu fert6z6déssel (F. graminearum: 15%; F. culmorum: 5%)
szembeni, jo ellenallosagat bizonyosan az anyai sziil6t6l 6rokolte. Mindkét fuzarium izolatum
esetében a T. timococcum a kontrollként hasznalt mérsékelten rezisztens buzatérzsnél ("Mv213-
11°) jelentdsen jobb szantofoldi ellenallosagot mutatott. Azonban a II. tipusu rezisztencia

vizsgalata soran szignifikans kiilonbséget nem sikeriilt kimutatni e blizatérzzsel szemben.
3.4 Triticum timopheevii kromatint hordozé buiza elonemesitési anyag eléallitasa
3.4.1 Triticum timococcum amfiploiddal végzett keresztezések

Az amfiploid felhasznalasaval 2012 nyaréan inditottunk el egy elénemesitési programot, melyben
az "Mv9krl’ buzatorzset hasznaltuk f6 keresztezési partnerként. Mindkét kombinacioban végzett
F1 hibrid eldallitas eredményeként megéllapitottuk, hogy az kdzel haromszor hatékonyabba

tehetd, ha a buza partnert anyaként hasznaljuk (szemkotés: 19,5%).

10



Az *Mv9krl’-gyel végzett visszakeresztezések soran az F; novények elsé visszakeresztezése
bizonyult a legnehezebbnek, elsésorban akkor, ha az amfiploidot hasznaltuk anyai
sziillopartnerként (szemkotés: 0,64%). Lényegesen hatékonyabbnak bizonyult a buza
citoplazmaval rendelkezé F; hibridek visszakeresztezése. Az elsdé 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 szarmazé BCs; utddokat iiveghazban
szaporitottuk fel 2015 nyarara a jovobeni szant6foldi kisérletekhez.

Az amfiploiddal azonos genomszerkezetti T. zhukovskyi (MVGB650) faj genetikai diverzitasat
szé€lesitettiik, melynek soran a T. zhukovskyi x T. timococcum F3; nemzedék genomszerkezetét

crey

azonositottuk. Ez a hibrid rezisztens volt a fiatalkori levélrozsda fertdzéssel szemben.
3.4.1.1 Utdédnemzedékek genomvizsgalata

A buza és az amfiploid keresztezéséb6l szarmazé F; hibrid névények citologiai vizsgalata soran
megallapitottuk, hogy mindkét irdnyd kombinacio esetén a ndvények 75%-a 42 kromoszomaval
rendelkezett, melyeket a tovabbi visszakeresztezéseknél hasznaltuk fel.

A buiza citoplazmat hordoz6 BC; novények FISH vizsgalatanal tobb T. timopheevii eredeti G
kromoszémat, tovabba egy T. monococcum eredetli kromoszémat (1A™) is azonositottunk.
Leggyakrabban az 1G, 2G ¢s 6G kromoszomak fordultak el6, melyek minden esetben par nélkiil
alltak, és a legtobb esetben a velikk homeoldog egyik B kromoszoma helyére épiiltek be
(monoszomas szubsztitcid). A BC, utodok koriilbeliil 30%-a lett normal 42 kromoszomas, ami
a viszonylag nagy aranyu idegen kromatin normal sejtosztodast zavard hatasaval magyarazhato.
Az el6zd generacidhoz hasonldan, G kromoszomak monoszoémas szubsztiticiojat azonositottuk,
azonban egy novényben atlagosan mar kevesebb idegen kromoszoma fordult eld, mint a BC;
generacid novényeiben. A harmadik visszakeresztezés eredményeként a BC3 ndvényekben mar
transzlokaciok el6fordulasat feltételezzilk a monoszomas szubsztituciokat alkotd, egymassal

homeolog B és G kromoszomak kozott.
3.4.1.2 Utodnemzedékek fenotipusos vizsgalata és tiveghazi rozsdafertozése

Az idegen kromatin jelenlétét jelzd tulajdonsag, hogy az egymast kdvetd generaciok ndvényei
valtozatos alaku kaldszokat fejlesztettek, melyek kozott a BC3 nemzedékben mar a tar "Mv9kr1’-
hez hasonléak is eldfordultak. A visszakeresztezések hatdsara az F; hibridek atlagos
novénymagassaga (100 cm) kozel a felére csokkent.

A T. timococcum citoplazmaval rendelkezé F; hibrid visszakeresztezett generacioi abnormalis,

csokkent fertilitasu kaldszokat fejlesztettek, és novénymagassaguk sem haladta meg a 40 cm-t.

11



A BC; nemzedéket csirandvénykorban mesterségesen fertdztilk levélrozsdaval, melynek
eredményeként az egyedek tobb mint fele mutatott immunitast, mig 25%-uk kiilonb6z6
mértékben (értékelési pontszam: 1 vagy 2) ellenallt a korokozé tamadasanak. Ezeket az immunis

és ellenallé egyedeket hasznaltuk fel a tovabbi keresztezéseknél.
3.4.2 A Triticum timopheevii fajjal végzett keresztezések

A korabban kivalasztott T. timopheevii génbanki tétellel (MVGB845) is megkezdtik az
elonemesitési munkat 2012/2013 telén. A kozvetlen T. timopheevii génatvitel soran "Mv9krl1’-
gyel hoztunk Iétre hibrideket, majd ezek *Mv9krl’-gyel visszakeresztezett utodait. Az Fi
hibridek eldallitasanal tapasztalt 40%-os szemkotés az elsd visszakeresztezés (BCjp) soran
nagymértékben csokkent (5%), azonban a BC; nemzedékben mér nagyszamu utddot kaptunk.
Ezek felszaporitasa 2015 nyarara megtortént, és szanto6foldi tesztelésiket a kozeljovoben

végezzik el.
3.4.2.1 Visszakeresztezett utodnemzedék genomvizsgalata

A hexaploid buza és a tetraploid T. timopheevii eltéré kromoszémaszama miatt el6szor a BCy
nemzedéket vizsgaltuk FISH segitségével, melynek sordn az utédok kozel 30%-at 42
kromoszomasnak azonositottuk. Ezeket hasznaltuk fel a kovetkezd visszakeresztezésnél.
Legnagyobb gyakorisdggal az 1G kromoszémat tudtuk azonositani. Ezen kiviil azonositottunk
2G, 6G és 5A! kromoszémat hordozd utdédokat is, melyek az 1G kromoszémahoz hasonloan,
leginkabb monoszoémas szubsztiticié formajaban fordultak el6. A kovetkezé generaciokban

feltételezhet6en mar a T. timopheevii kromatin transzlokacigjat is tudjuk majd azonositani.
3.4.2.2 Utédnemzedékek fenotipusos vizsgalata és iiveghazi rozsdafertozése

Az idegen kromatin jelenlétét jol mutatta az utodnemzedékeknél tapasztalt valtozatos kalaszalak,
azonban a BC, nemzedékben mar a buzahoz hasonldakat is azonositottunk, mikoézben
magassaguk (51 cm) is kozelitett a buza sziil6jéhez.

A tisztan *Mv9krl’ alapu BC; utédokat, valamint martonvasari buzafajtakat is a pedigréjiikben
hordoz6 BCi-jellegli utodokat csirandvény korban levélrozsdaval fertztiik, melynek eredménye
szerint a vizsgalt novények kétharmada immunis volt vagy hiperszenzitiv mdédon reagalt a
levélrozsda fertézésre (értékelés: 0 vagy ;). Ezek a rezisztens novények adtdk a kovetkezo

visszakeresztezés anyai partnerét.
3.4.2.3 Triticum timopheevii citoplazmat hordozé buzatorzsek eléallitisa

A T. aestivum citoplazmaval rendelkez6 BC utdédok mellett a forditott kombinacioju, T.
timopheevii MVGB845 citoplazmaval rendelkezé hibridek buzaval vald visszakeresztezését is

elinditottuk, hogy citoplazmas himsteril (CMS) buzatorzseket allitsunk el6 martonvasari
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buzafajtak felhasznéalasaval. Az *Mv9krl’ buzatérzset pollenadoként hasznadlva tobb mint
haromszoros hatékonysaggal (20%) tudtunk hibrid szemet eldallitani, mint a normal
buzafajtakkal (6,5%). A T. timopheevii citoplazmaval eléallitott hibridek szemkotési aranya
viszonylag jonak tekinthetd, azonban a hibrid szemek csirazasi szazaléka nagyon alacsony volt,
és az els6 visszakeresztezés sem jart eredménnyel. A fennmaradé F; és F, szemekkel folytatjuk a
programot, kiegészitve a hibridkombinaciok pollenad6 torzseinek eldallitasa soran végzendd (a

fertilitast visszaallitd géneket célzo) genetikai marker alapu szelekcioval (MAS).
3.4.3 6B/6G monoszdmas szubsztiticios buza vonal (20" +1' 6B+1' 6G) elballitasa

Monoszoémas kromoszoma-szubsztiticiot Iétre lehet hozni egy idegen kromoszomara diszomas
addicios buzatorzs és egy monoszomas buza vonal felhasznalasaval is. Ehhez elsé 1épésben
felszaporitottuk a T. timopheevii vad alfajanak kromatinjat tartalmazo6, Martonvasaron korabban
eléallitott buza vonalak tobb mint 10 éves szemeit, és 2013 elején csirandvénykori levélrozsda
vizsgalattal kivalogattuk az immunis egyedeket, melyek FISH vizsgélatait kovetden
azonositottunk egy 44 kromoszomas vonalat, mely a buza genom mellett 2 db 6G kromoszomat
hordoz (21" + 1" 6G).

A T. aestivum ’Rannaja’ 6B monoszomas (20" + 1' 6B) buza vonalat (génbanki szam:
MVGS1117) hasznaltuk anyaként, melyet ezzel a 6G diszomas addicios bizatorzzsel poroztunk
be. E két szelektalt genetikai anyag F; hibridjei k6zott FISH segitségével azonositottunk olyan
42 kromoszomas novényeket, melyek 1 db 6B és 1 db 6G kromoszémat hordoznak (20II +1'
6B+1' 6G). Ezek 2015 6szére befejezett felszaporitasat kovetden az F, utodok felnevelésekor

mar a 6B és a 6G kromoszomak parosodasa és transzlokaciok kialakulasa is bekovetkezhet.

3.5 Uj tudoményos eredmények

1. Felmértiik és jellemeztiik a Martonvasar Gabona Génbankban fenntartott Triticum
timopheevii génbanki tételek f6bb fenotipusos és agronomiai tulajdonsagait, valamint
alakorral valo kombinalodo képességét. Az eredmények alapjan kivalasztottunk egy
genotipust (Triticum timopheevii subsp. timopheevii var. rubiginosum — MVGB845),
melyet célszerii felhasznalni a biiza-elénemesitésben.

2. Triticum timococcum Kost., nom. nud. néven szintetikus amfiploidot hoztunk létre a
kivalasztott T. timopheevii genotipus (MVGB845) és egy féltorpe alakor torzs (T.
monococcum subsp. monococcum ’1T-1°) felhasznalasaval. A keresztezhet6ségi
vizsgalatok eredményeként tovabbi 9 T. timococcum tdrzset allitottunk eld, és

szaporitottuk tovabb szant6f6ldon, mely eredmény vildgviszonylatban is kiemelkedd.
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10.

Jellemeztiikk a T. timococcum és sziil6i genotipusainak fenotipusos és rezisztencia
tulajdonsagait. Megallapitottuk, hogy a T. timopheevii és a T. monococcum egyes
tételeinek csirandvényei mesterséges lisztharmat fert6zés soran fogékonyak, ezért a
szantofoldi rezisztenciajukat valosziniileg felnéttkori rezisztencia is biztositja.
Kidolgoztuk a T. timopheevii kromatinjanak kimutatasara alkalmas fluoreszcens in situ
hibridizacios (FISH) eljarast, mellyel elkészitettiik a G és A' genomok, pSc119.2, Afa-
family és pTa71 repetitiv DNS probakon alapuld FISH kariotipusat. A kariotipusokat
eredményesen hasznaltuk a T. timococcum genomvizsgalatanal, illetve e fajok buzaval
alkotott hibridjeiben az idegen kromatin azonositasanal.
Tobbszinli genomi in situ hibridizacios (mcGISH) eljarast dolgoztunk ki, mellyel a G
genom ¢és az A genomok elkiilonithetové valtak egymastol. Ennek segitségével a T.
timopheevii  fajspecifikus intergenomikus atrendez6dését is azonositottuk az
utddokban. Az egymast kovetd FISH és mcGISH eljaras alkalmazasaval hatékonyabba
tettiik az j amfiploid kromoszémainak azonositasat az utodnemzedékekben.
Kimutattuk, hogy a tetraploid T. timopheevii eredményesebben keresztezheté mindkét
iranyban a btzaval, mint a hexaploid T. timococcum. A recessziv keresztezhetéségi
allélpart hordozo buza genotipus ("Mv9krl’) hagyomanyos buzafajtakkal szembeni
kiemelked6 keresztezhetéségét is igazoltuk.
Buza elonemesitési programot inditottunk visszakeresztezéses (BC) modszerrel a T.
timopheevii MVGB845 és a T. timococcum felhasznalasaval elsGsorban azok
kiemelked6 betegség-ellenallosdganak hasznositasa céljabol. Az "Mv9kr1’-en alapuld
BC program soran csirandvénykorban levélrozsda-ellenalld utodokat szelektaltunk.
A Martonvasaron korabban el6allitott, T. timopheevii kromatint hordozé aneuploid
anyagok kozott azonositottunk egy 6G diszomas addiciot (T. aestivum *Mv9krl’
hattérben), mely az altalunk végzett csirandovénykori levélrozsda tesztben
rezisztensnek bizonyult. Ebbdl az addiciobol és a T. aestivum ’Rannaja’ 6B
monoszomas buza vonalbél (MVGS1117) 6B/6G monoszomas szubsztiticios
novényeket allitottunk el6. Az 1 db 6B és 1 db 6G kromoszdémat hordozé ndvények
kromoszoma-0osszetételét FISH technikaval is igazoltuk.
T. timopheevii citoplazmat hordozo hibrideket hoztunk 1étre martonvasari
buzafajtakkal himsteril buzatorzs eldallitdsa céljabol, mely egy hibridbuza nemesitési
program szamara fontos kiindulési anyag lehet.
A T. zhukovskyi besziikiilt genetikai diverzitasanak szélesitése érdekében sikeresen
hoztuk létre e faj MVGB650 jelzési génbanki tétele és a T. timococcum kozotti
hibridet, majd jellemeztiik annak utodjait.
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4 KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

4.1 Triticum timococcum elgallitasa

A Martonvasar Gabona Génbankban talalhatdo T. timopheevii tételek tobb éves vizsgalata
eredményeként sok értékes informacido halmozodott fel, ami hasznos lehet a jovébeni
keresztezéseknél a megfeleld partner célzott kivalasztasahoz. Ezeket a fenotipusos ¢s
rezisztencia eredményeket azonban a jovoben mindenképpen javasolt kiegésziteni a kiillonb6z6
abiotikus stresszérzékenységi mutatokkal is.

Megallapitottuk, hogy az amfiploid eldallitasahoz kivalasztott MVGB845 azonositoju T.
timopheevii tételen kiviill van még néhany, amelyet célszerii bevonni a blza el6nemesitési
programokba, igy novelve a nemesitési alapanyagok genetikai bazisat, akar wjabb tipusu T.
timococcum torzsek eldallitasan keresztiil. A dolgozatban részletesen jellemzett amfiploiddal
egylitt dsszesen 10 kiilonboz6 T. timopheevii genotipusbodl szarmazo T. timococcum amfiploidot
allitottunk eld, melyek negyedik generacidja (Ca) jelenleg szant6foldi szelekcids programban
vesz részt, és utddaik bliza elonemesitési programokba torténd bevonasa a kozeljovében varhato.
A természetben el6forduld, azonos genomszerkezettel rendelkezd T. zhukovskyi erésen besziikiilt
genetikai diverzitasanak szélesitése céljabol eldallitott 7. zhukovskyi x T. timococcum hibrid
jelenleg Fs nemzedéknél tart és szaporitasat a jovoben is folytatjuk.

Triticum timococcum szintetikus amfiploidot mar korabban is eldallitottak, azonban azokat
minden esetben vad T. timopheevii és hagyomanyos tipust T. monococcum genotipusok
felhasznalasaval hoztak létre, melyek tobb hatranyos tulajdonsagot (pl. kalasztorékenység,
gyenge szarszilardsag) is atorokitettek az utodaikba. Eredményeink bizonyitottak, hogy az
amfiploidok eldallitasahoz csak részletesen ismert, elézetesen szigoru szelekcion atesett novényi

anyagot érdemes hasznalni.
4.2  Triticum timococcum molekularis citogenetikai jellemzése

Munkank soran elkészitettiik a T. timopheevii (A' és G) és a T. monococcum (A™) genomijainak
FISH kariotipusat a pScl119.2, pTa71 és Afa-family repetitiv DNS probak hasznalataval. Az
amfiploid molekularis citogenetikai vizsgalata soran azonos probak hibridizalasaval mind a hét
G, hét A' és hét A™ kromoszémapart el tudtuk kiiloniteni egymastél azok FISH mintizata
alapjan. Az altalunk optimalizalt tobbszini 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 buza elénemesitési programba
vald bevezetését kovetd utodvizsgalatok alkalméaval, a buza genetikai hattérben is nagy

hatasfokkal azonosithatok az atépiilt idegen kromoszomak. A kariotipizalasi munkank
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eredményét nemcsak a buza elénemesitési programokban lehet hasznositani, hanem az altalunk
kidolgozott kariotipusok elésegithetik a gének térképezését, izolalasat, kromoszoma-specifikus
markerek tervezését, valamint az aramlasos (flow) citometriai eljaras soran a szeparalt

kromoszoémak azonositasat is.
4.3  Triticum timococcum fenotipusos és agronomiai jellemzése

Az amfiploid megjelenésében atmenetet képvisel a sziiléi genotipusok kozott, azonban
felszinének stirti szorozottsége értékes morfologiai bélyeg, mely a hasznos rezisztenciagének
mellett szintén beépithetd a buazafajtdkba virusvektor rovarok ¢és a szarazsag elleni
védekezOképesség javitasa céljabol. Azonban ennek vizsgalata még a jovo feladata.

A T. timococcum nagyfoku rozsdarezisztencija (levélrozsda, sargarozsda) mellett kiemelkedéen
ellenallo volt a lisztharmattal szemben is. Ennek hatterében felndttkori rezisztencia kialakitasaért
felelés gének jelenlétét feltételezziik, mivel csirandvénykori mesterségesen fertézott kisérletben
— az irodalomban eddig rezisztensként nyilvantartott sziil6i genotipusokhoz hasonléan —
fogékonynak bizonyult. A hasonl6 témaji kutatasok hianya miatt e feltételezések igazolasahoz
tovabbi vizsgalatok elvégzése sziikséges. Az amfiploid viszonylag korai generacidjanak
lisztharmat-rezisztencia tesztelését kovetden lehetéségiink nyilt arra is, hogy ellenallo egyedeket
szelektaljuk ki a populaciobol, melyeket felneveltiink és tovabbszaporitunk.

Reményeink szerint a T. timococcum altalunk megfigyelt kalaszfuzarium-ellenallosaga is
beépithetd lesz buza genotipusokba. Az ezirdnyu eldnemesitési munka mar elkezdddott, és a
tobbszordsen visszakeresztezett utddok tesztelése a kozeljovoben varhato.

Gazcserenyilasok vizsgalata alapjan megallapitottuk, hogy az amfiploid vizhasznositasi
képessége ¢€s szdrazsagtiirése valdsziniisithetben nem kiilonbozik a jO szarazsagtiiréssel
rendelkez6 sziil6i genotipusokétol, azonban ennek céliranyos tesztelése is még jovobeni feladat.
A T. timococcum fenntarté nemesitése soran, évente elvégzett szelekcid latvanyos eredménye
(pl. produktivitas 50%-o0s novekedése) tikkrében mindenképpen érdemes folytatni a Cs generacio
novényeinek tovabbi szelekcigjat, hogy par éven beliil egy agrondmiai szempontbdl is

kiemelkedd, egyontetii genetikai anyag alljon a nemesitk rendelkezésére.
4.4  Triticum timopheevii kromatint hordozé btiza elonemesitési anyag eléallitasa

Egy tobbiranyt el6nemesitési programot inditottunk, mely sordn visszakeresztezéses (BC)
modszerrel allitunk elé minél jobb tulajdonsdgokkal rendelkezd hibrideket, amik hordozzak a T.
timopheevii hasznos génjeit. Emellett a korabban eléallitott, martonvasari genetikai anyagok
kozil sikeriilt azonositanunk egy 6G diszomas addicios buzatorzset, melyet a T. timococcum

amfiploidhoz hasonloan génatviteli hidként hasznaltunk fel, és hoztunk létre (monoszémas buza
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genetikai anyagot hasznalva) 6B/6G monoszémas kromoszoéma-szubsztiticiét hordozo
genotipust.

El6zetes méréseink alapjan a T. timopheevii MVGB845 genotipus kiemelked6 a-tokoferol-, a-
tokotrienol- és mikroelem (Se, Mn, K) tartalommal rendelkezik a buzahoz képest, mely részletes
vizsgalata és a buzaba valo atvitele a jovObeli feladatok egyik kiemelt részét fogja képezni.

Az elénemesités soran végzett tobbszords visszakeresztezés megfeleld modszernek bizonyult az
idegen kromatin atvitelére. E munka végsé eredménye azonban csak évek mulva realizalodhat
olyan buza genotipusokban, melyek csak a hasznos gén(eke)t tartalmazo kromoszdémaszakaszt
hordozzak. Ezen iddigényes folyamat kezdeti eredményei mindképpen biztatoak, és a BC
generaciok jovobeni szant6foldi tesztelése tovabbi eredményeket igér.

Az idegen kromatin BC utdédokban torténd pontosabb kimutatasara és nyomonkovetésére
altalunk kidolgozott T. timococcum FISH kariotipus hatékony eszkdznek bizonyult és ajanlhato a
T. timopheevii alapt egyéb buzanemesitési programok molekularis citogenetikai értékeléséhez is.
A vizsgalt utodndvények nagy tobbségében idegen faju monoszémas kromoszoma-szubsztiticiot
talaltunk, ezért a tovabbi visszakeresztezések hatasara egyre novekvO szamu transzlokacio
kialakuldsa varhat6 a monoszémas szubsztituciot alkoté homeolog kromoszémak kozott. A jovo
feladata még a B és G kromoszomak, valamint a kilonbozé eredetii A kromoszoémak
elkiilonitése, ami az intergenomikus transzlokaciok azonositasat segitené. Ezért fontos jovobeli
feladat a T. timopheevii-specifikus (polimorf) molekularis markerek kivalogatasa, melynek egy
konkrét példdjat mar jelenleg is moédunkban all hasznalni. A 6B/6G szubsztiticidés novényeink
ontermékenyitése eredményeként a kozeljovOben vélhetden idegen transzlokaciot hordozd
utodnovényeket tudunk majd vizsgalni a Martonvéasaron kidolgozott mikroszatellit marker alapt
eljarassal (MAS), amely soran meghatarozhat6 lesz az atépiilt 6G kromoszomaszakasz, annak

hossza ¢és elhelyezkedése a 6B kromoszoman.
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