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Roviditések jegyzéke

BC — visszakeresztezés, back cross

bp — bazispar

biotin — biotin-11-dUTP

Cf — centrikus fuzid

CSph1b — a 'Chinese Spring' phlb mutans genotipusa

DAPI - 4°,6’-diamidino-2-fenilindol

DS — dextran-szulfat (25%-0S)

digoxigenin — digoxigenin-11-dUTP

EDTA — etilén-diamin-tetraecetsav

FISH — fluoreszcens in situ hibridizacio

FITC — fluoreszcein-5-izotiocianat

FL — a delécios kar- és a teljes kar hosszanak hanyadosa (fraction length)
GISH — genomi in situ hibridizacio

Gy — gray, az elnyelt sugarzas energiajat jellemz6 mennyiség

Th. — Thinopyrum genus

ISH — in situ hibridizacid

Kb — kilobazis

kr — kromoszoma

Lr — levélrozsda-rezisztenciagén

MCGISH — tobbszini genomi in situ hibridizacid

MQ viz — Milli-Q viz, ioncseréld gyantan megsziirt desztillalt viz
MvGB — Martonvasari Génbank

NOR — nukleolusz organizald régio6

PCR — polimeraz lancreakci6 (polymerase chain reaction)

Ps. — Pseudoroegneria genus

QTL — mennyiségi jelleget meghatarozo lokuszok (quantitative trait loci)
SDS — natrium-dodecil-szulfat (10%-0s)

SF50 — formamid 50%-o0s oldata (solution formamide)

Sr — szarrozsda rezisztenciagén

SSC — trinatrium-citrat és natrium-klorid oldat keveréke (saline-sodium citrate)
SSR — egyszerii szekvenciaismétlodés (simple sequence repeats)
szv — szabadon viragzott kaldsz, nem dntermékenyitett

TNB — trisz-NaCl blokkol6 puffer

tr — transzlokacié

TRIS — trisz(hidroxi-metil)-amino-metan

U — egység (unit)

® — ontermékenyités
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Torzsoldatok

20xSSC: 3M NaCl, 0,3M CgHsNazO7-2H,0 (trinatrium-citrat dihidrat) (pH 7,0)
10xPBS: 137 mM NacCl, 27 mM KCI, 80 mM Na; HPO, , 15 mM KH,PO, (pH 7,0)
TNB: 0,1M Tris-HCI, 150mM NacCl, 0,5% Blocking Reagent (Roche)

Munkaoldatok (mindig frissen készitve):

2xSSC (1000ml): 900 ml MQviz + 100 ml 20xSSC

4xSSC-Tween (500ml): 400 ml MQviz + 100 ml 20xSSC +2,5 ml 10% Tween20

1xPBS (1000 ml): 900 ml MQ viz + 100 ml 10xPBS

paraformaldehid (50 ml): 50 ml MQ viz + 2g paraformaldehid, + 8 uLL 8M NaOH (pH 7.,4)
etanol sorozat: 70% - 90% - 100% etanol

pepszin: 1 mg/ml 10 mM HCI-ben oldva (pH 7,5)

RNaz: 5 mg/ml 2xSSC-ben oldva
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1. BEVEZETES

Bolygénk lakossaga a XX. szazad eleje 6ta 1,65 milliardrol 7,3 milliardra emelkedett. A
Fold 1élekszamanak tovabbi novekedése miatt a rendelkezésre 4llo élelmiszer-mennyiségnek is
novekednie kellene. A vilagon ma eldallitott élelmiszer jelenleg elegendd volna az emberiség
szamara, mégis sok millidan éheznek. Ennek oka napjainkban nem a megtermelt ¢lelmiszerek
alacsony mennyisége, hanem egyéb komplex szociologiai €s gazdasagi problémak, elsdsorban az
¢lelmiszerek egyenl6tlen eloszlasa (fejlodd allamok szegénysége szemben a nyugati allamok
pazarl6  életmddjaval). A ndvénynemesitoknek  mégis  szembeslilniiikk  kell a
népességnovekedéssel €s az egyre csokkend termoteriiletekkel €s azok mindségével. A
kovetkezo évtizedek igazi kihivasa emiatt abban all, hogy miként fokozhaté a mezdgazdasag
hatékonysaga. A terméshozamok emelésének kornyezeti szempontbol is elfogadhaté modja
olyan 0j, modern novényfajtdk nemesitése, amelyek esetleg kisebb kornyezeti terheléssel is
biztonsagosan termeszthetok.

A kenyérbza (Triticum aestivum L.) a mérsékelt Ovi régido - igy Magyarorszag -
legfontosabb gabonandvénye, melyet hazankban kb. 1,1 millié hektaron termesztenek. A termés
mennyisége azonban évrél évre jelentdsen valtozik foéleg az abiotikus (pl. a téli fagyok, a
szarazsag) ¢és biotikus stresszek (pl. gombabetegségek ¢és rovarkartevok) hatasara. A
hagyomanyos nemesitési modszerek mellett a rokon fajokban rejlé potencial felhasznalasa is
kialakuloban van a problémak enyhitésére. Egyik modja hagyomanyos nemesitési modszerrel, a
buzaval rokon, j6 adaptacidés képességgel rendelkezd termesztett vagy vad fajok hasznos
agrondmiai tulajdonsagainak atvitele. A masik lehetdség a genetikailag moddositott novények
eldallitasa transzformacioval, ez az eljaras azonban Magyarorszagon jelenleg nem hasznalhatod
fajtaeloallitasi célra.

A buza terméshozamanak és termésbiztonsaganak novelése mellett egyre nagyobb szerepet
kap a beltartalmi tulajdonsagok modositasa. Ahogyan a buza feldolgozoipari felhasznalasi kore
egyre szélesedik, ugy egyre tobb specialis Osszetételll fajta eldallitdsara van igény.

A buza arpaval vald keresztezésének egyik célja az 4arpa kedvezd Dbeltartalmi
tulajdonsagainak (nagyobb élelmi rost, esszencialis aminosav) beépitése a buzaba. A kiilonb6z6
fajok keresztezésével mar a XVII. szazadban is probalkoztak, azonban csak a biotechnologiai
moddszerek és kromoszomafestési eljarasok kidolgozasat kovetden tudtak elvégezni a létrehozott
hibridek és utodjaik citogenetikai elemzését az utddok genomdsszetételének vizsgalata céljabol.

Tudomdanyos és gyakorlati szempontbol is fontosnak tekinthetd a bliza rokonsagi korébe
tartozo vad fajokbol torténd génatvitel. A vad Thinopyrum nemzetségbe tartoz6 tarackbuzafajok
abiotikus és biotikus stresszfaktorokkal szemben rendkiviil ellenalloak. A legszélsdségesebb

klimatikus viszonyok kozott is megtalalhatok, genetikai diverzitasuk jelentds. Tobb fajukat is
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felhasznaltak a buza betegség-ellenallosaganak javitasara. Napjainkig kiilonbozé levélrozsda-,
szarrozsda- ¢€s lisztharmatrezisztencia-géneket vittek at beldlik sikeresen a buzaba. A
Thinopyrum fajokban rejlo lehetdségek feltarasa azonban korantsem ért még véget, nemesitési
programokban torténd felhasznalasuk tovabbra is ujabb sikerekkel kecsegtet.

A buza idegen fajokkal torténd keresztezésének végsé célja olyan stabilan 6rokl6dé
transzlokaciok eldallitasa, melyek agronomiailag értékes kromoszoémaszakaszokat hordoznak.
Az idegen fajok kromatinjanak biizaba torténé eredményes atviteléhez elengedhetetlen feltétel,
hogy az idegen genom kimutatasara és a beépiilt kromoszoéma, vagy kromoszémaszakasz
azonositasara alkalmas molekularis genetikai és citogenetikai modszerek alljanak rendelkezésre.
Az in situ hibridizaciés technikak fejlodésével egyre tobb fajban irjak le a kromoszomak
azonositasahoz sziikséges egyedi mintazatokat, azonban a Thinopyrum nemzetségbe tartozé vad

fajok tobbségének kromoszoma szinten torténd azonositasa egyeldre még megoldasra var.

Célkitiizések

A blza harmadlagos génforrasai kozil a Hordeum vulgare L. és a Thinopyrum
intermedium/Thinopyrum ponticum szintetikus hibrid (Agropyron glael) agronomiailag elényds
tulajdonsagainak buzaba torténd beépitése érdekében a kovetkezd célokat tiiztiik ki:

e A Martonvasaron korabban elkezd6dott btza/arpa  hibridizacios  programok
utddvonalaibol olyan intergenerikus transzlokacidk kivalogatdsa, melyek nemesitési
alapanyagként felhasznalhatok a termesztett bliza mindségének vagy biotikus/abiotikus

stresszrezisztenciajanak javitasara.

e Az arpagenotipusok kozotti polimorfizmus kimutatasahoz kiilonb6z6 6kologiai eredetii

fajtak haromszini fluoreszcens in situ hibridizaciéval (FISH) torténd kariotipizalasa.

e A 4BS.7THL buza/arpa transzlokaciés vonal citogenetikai modszerekkel torténd

elemezése.

e A 4H(4D) buza/arpa szubsztitciés vonal besugarzasaval, valamint a 'Chinese Spring'
phlb mutans genotipussal torténé keresztezésével arpa 4H kromoszomaszakaszokat

hordozé transzlokacios vonalak kivalogatasa és azonositésa.

o Az MvOkrl/Igri' keresztez€sbol szarmazo, spontan 1étrejott és korabban kimutatott SHS-
7DS.7DL buza-arpa transzlokéaciés vonal részletes citogenetikai elemzése és a 7D

kromoszoma SSR markerekkel torténd fizikai térképezése.
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. A Thinopyrum intermedium/Thinopyrum ponticum szintetikus fajhibriddel (Agropyron
glael) létrehozott Mv9krl/A. glael utodok vizsgalata soran célunk levél-, és sargarozsda-
fert6zéssel szemben ellenalld introgresszios vonalak kivalogatiasa volt, tovabba e genetikai

anyagok molekularis citogenetikai elemzését terveztiik a kovetkezd kutatasi teriileteken:

e A Thinopyrum intermedium és Thinopyrum ponticum genomanalizise

e Az MvIkrl buza/A. glael hibrid bazaval visszakeresztezett utodvonalaibol genetikailag
stabil levélrozsdarezisztens vonalak kivalogatasa, ¢és azonositasa molekularis

citogenetikai technikakkal.

e A buza/A. glael hibrid utdédok Mv9krl genotipussal és 'Mv Karizma' fajtaval torténd
visszakeresztezésével az Agropyron kromoszémak szadmanak csokkentése az

utdodndvényekben.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A termesztett buizaba torténo génatvitel lehetséges forrasai

A termesztett buza termésbiztonsaganak novelése érdekében uj abiotikus és biotikus stressz-
rezisztenciaért felelds géneket sziikséges a buzagenomba beépiteni. Minél szélesebb a
felhasznalhaté génforrasok kore, annal nagyobb mértékii a genetikai sokféleség, ezért napjainkan
ismét elotérbe keriiltek az interspecifikus és intergenerikus hibridizacio altal kiaknazhato
lehetéségek. A Triticeae torzson beliil kb. 500 faj talalhato, melybdl mintegy 400 éveld (WANG
és LU 2014). A torzs fajai a vilagon szinte minden éléhelyen megtalalhatok, a legextrémebb
1dojarasi és talajmindségi feltételekhez alkalmazkodtak. A rokon fajok értékes tulajdonsagainak
bluzaba torténd bevitele még viszonylag j kutatasi terliletnek szamit. A termesztett novények
génforrasait HARLAN ¢és DE WET (1971) javaslatira harom csoportba osztottak
genomosszetételiik alapjan. A termesztett btiza - Triticum aestivum L. (BBAADD)- elsédleges
génforrasai koz¢ a buzaval homolog genomokat tartalmazo fajokat soroljuk, melyek kozott
megtalalhatok hexaploid tajfajtak, termesztett tetraploidok (Triticum turgidum L. subsp. durum,
BBAA), valamint a durum ¢és a termesztett bliza A és D genomjanak diploid donor fajai
[Triticum monococcum L. (A™A™), T. urartu Tumanian ex Gandilyan (A"A"), T. boeticum Boiss.
(AA), Aegilops tauschii Coss. (DD)]. Az ezekkel a fajokkal létrehozott hibridek altalaban
fertilisek, a benniik lezajlo homolog kromoszdémaparosodas soran végbemend ,,crossing over”-
rel spontan rekombinaciok johetnek 1étre. A masodlagos génforrasok koz¢é allopoliploid Triticum
fajok (pl. T. timopheevii Zhuk., GGAA) és a buza B genomjaval hasonlésagot mutatdo S
genommal rendelkez6 Aegilops (Sitopsis szekcio) fajok tartoznak (Ae. speltoides, Ae. longissima,
Ae. sharonensis, Ae. searsii, és Ae. bicornis). A csoport tagjai a buzaval kozeli rokonsagban
allnak, azonban a létrejott hibridben problémak adodhatnak a kromoszomapéarosodas soran.
Egyes kombinaciokban az endospermium nem fejlédik ki, ezért sziikség lehet embriomentésre.
A hexaploid buza genomosszetételének AABBDD jel6lése helyett FELDMAN (2001) javasolta
a BBAADD jelolést, melynek alapja WANG et al. (1997) citoplazma analizise, amelyben a
poliploidizacié soran a tetraploid és hexaploid buzafajok eredeti anyai sziildpartnere (ezaltal
citoplazmadonorja) a B genom (Aegilops speltoides), ezért ezt pedigrék és genomjel6lések
esetén eldre kell irni. A blza harmadlagos génforrdsai igen tavoli rokonsagban allnak az
els6dleges génforrasokkal, a buzaval homoldég genomot nem tartalmaznak, az idegenfaju
kromoszomak buzakromoszomaval vald parosodasa nem torténik meg, ezért a géntranszfer csak
specidlis technikdk alkalmazasaval valdsithatd meg. A hibrid utéodok eldallitasahoz
elengedhetetlen az embri6 mentése és a steril hibrid ndvény kromoszémaszdmanak
kolchicinkezeléssel — torténd  megkétszerezése, vagy buza  sziildpartnerrel  torténd

visszakeresztezése. Ebbe a csoportba tartoznak tobbek kozott a H, R, J, St, P, V sth. genomokkal
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rendelkezé Hordeum, Secale, Thinopyrum, Pseudoroegneria, Agropyron, Dasypyrum sth. fajok,

amelyek a buzanemesités jovdjében egyre nagyobb szerephez juthatnak.

2.2 Arpabél a buzaba torténé génatvitel

A buza és az arpa kozotti intergenerikus hibridizécid régota all a novénynemesitok, a
citogenetikusok és az evoluciokutatok érdeklodésének kozéppontjdban. A buzanemesités
szempontjabol a cél elsdsorban az arpa kedvezd beltartalmi paramétereinek (jelentds élelmi rost-,
esszencialis aminosavtartalom) atvitele a termesztett buzaba, valamint minden olyan egyéb
elonyds tulajdonsag (s6- és szarazsagtiirés, télallosag, bokrosodas stb.) beépitése, amivel a

termesztett buza termésbiztonsaga ndvelheto.

2.2.1 Arpa/biiza és biiza/arpa hibridek el6allitasa

A buza arpaval vald keresztezése nem egyszeri, mivel a két faj nem kozeli rokon. Az arpa
genommérete (C-értéke) 5,3 Gb (INTERNATIONAL BARLEY GENOME SEQUENCING
CONSORTIUM, 2012), a kenyérbuza¢ 17 Gb (BRENCHLEY et al. 2012). Buzal/arpa
hibridizaciorol mar a XX. szazad elejérdl talalunk leirast (FARRER 1904), azonban SHEPHERD
¢s ISLAM (1981) szerint nem valoszinii, hogy az eléallitott ndvény igazi hibrid lett volna, mivel
sem a hibrid, sem az utédnemzedékei nem mutattak arpajelleget. A hibridel6allitas soran az els6
akadaly az idegen pollennel torténd megtermékenytiilés. Ha létre is jon, a szemk&tés nagyon
kismértékli és a fejlddésnek indult embridk a taplaloszovet (endospermium) hidnyaban hamar
abortalodnak. A probléma megoldasara az 1970-es évek elején a Daniaban kutaté Anthon Kruse
alkalmazta buza/arpa hibrideken az embriomentést (KRUSE 1973). A megporzas utani 12.
napon a hibrid embriokat steril koriilmények kozott eltavolitotta, majd 1 perc 0,1%-0s HgCl,-
kezelés utdn 14 napos arpa-endospermiumba helyezte. Ezzel a technikaval létrehozta az elsd
arpa/bliza hibrid novényeket. Beporzoként a T. aestivum mellett a T. dicoccum ¢és a T.
monococcum fajt haszndlva szintén sikeres hibridizaciot hajtott végre. Kruse munkdssaga
nyoman megnétt az érdeklddés a hibrideldallitasi programok irant. A 'Betzes' arpa és a 'Chinese
Spring' buzafajta felhasznalasaval ISLAM et al. (1975) és FEDAK (1977a, b) hozott 1étre
¢letképes hibrideket. A 'Chinese Spring' az egyik legjobban keresztezheté btizagenotipus, mert
keresztezhet6ségi gének talalhatok az 6t6s homeolog kromoszomakon (JIANG et al. 1994).
Tetraploid buza felhasznalasaval THOMAS et al. (1977) allitott el6 hibrid novényt két
kombinacioban. Ezen hibridek esetében mindig arpa volt az anya. Arpa/buza hibrideket az 1980-
as években tobb kutatocsoport is eldallitott (CLAUSS 1980, MUJEEB-KAZI 1981, CHEN et al.
1984, MOLNAR-LANG et al. 1985, SHIMADA et al. 1987). A hibrid névények sterilek voltak

és a kromoszomakészletik megkettézésének céljabol alkalmazott Kkolchicinkezelés sem volt
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eredményes, ezért a hibridek buazaval torténd visszakeresztezésével probalkoztak. Az
utédndvényekben azonban az arpacitoplazma és a buzasejtmag interakcidja miatt a porzok
bibeszeri képletekké alakultak (pistilloidia), ezért a novények sterilek voltak. Késébb XUE et al.
(1988) tudott egy 43 kromoszomaval rendelkezé utdodnovényt felnevelni. PERSHINA et al.
(1993) arpa/buza hibridek és BCs- BCs nemzedékiik jellemzését publikalta. AKSYONOVA et al.
(2005) olyan hibridet és fertilis rekombinans utddokat allitott eld, melyekben a mitokondrialis és
kloroplasztisz-DNS kizardlag apai eredetii volt. A pistilloidia elkeriilésére FEDAK (1980) anyai
partnerként a buzat hasznalta, azonban az életképes hibrid novény eldallitasanak sikeressége a
felére (7,9%-161 3,3%-ra) csokkent az arpa/buza kombinacidhoz viszonyitva. Ennek ellenére a
modszer elterjedt és napjainkig szamos buzalarpa hibridet allitottak el6 (ISLAM et al. 1978,
ISLAM ¢és SHEPHERD 1990, SETHI et al. 1986, KOBA et al. 1991, WOJCIECHOWSKA és
PUDELSKA 1993, MOLNAR-LANG és SUTKA 1994, JAUHAR 1995, TAKETA et al. 1998,
MOLNAR-LANG et al. 2000a, MALYSHEVA et al. 2003, POLGARI et al. 2014).

2.2.2 Buzal/arpa addicios és szubsztiticios vonalak eléallitasa

Addicionak azt a kromoszomaszam-valtozdst nevezziikk, amikor a blza teljes
kromoszomakészletébe egy vagy egy par idegen kromoszomat épitiink be. Amennyiben csak
egyetlen arpakromoszémaval egésziil ki a buizagenom, akkor monoszémas, ha egy homeolog
kromoszémaparral, akkor diszomas addiciorol beszélink. Az els6 addicidés vonalak
létrehozasanak idején a beépitett kromoszomak azonositasahoz C-savozast alkalmaztak, majd
elotérbe keriiltek a molekularis markerek és a fluoreszcens in situ hibridizacio. A szakirodalom
feldolgozasat neheziti, hogy az arpakromoszémék mai, a blzaval valé homeoldgian alapuld
szamozasa nem egyezik a korabbi citologiai alapti kromoszomaszdmozassal. A 7™ International
Barley Genetics Symposium-on 1996-ban tortént megegyezés alapjan LINDE-LAURSEN et al.
(1997) publikalta az arpakromoszomak 0j szamozasi rendszerét, mely alapjan az 1H megfelel a
korabbi citologiai 5-0s kromoszomanak, az SH a 7-es, a 7H pedig az 1-es kromoszoémanak felel
meg. A tobbi kromoszoma szdmozéasa valtozatlan maradt. A tovabbiakban a ma elfogadott
szamozast fogom hasznélni az 1997 el6tti irodalmak emlitésekor is.

Els6ként ISLAM et al. (1981) szamolt be a 'Chinese Spring'/'Betzes' kombinaciobol
szarmaz6 diszémads addicios sorozat eldallitasarol, mely az 1H kivételével valamennyi addicios
vonalat tartalmazta. Az 1H kromoszoma a buza genetikai hattérben extrém citologiai
abnormalitisokat okoz a meidzis soran, ami sterilitashoz vezet. A sterilitasért felelds Shw
(sterility in hybrids with wheat) gént TAKETA et al. (2002) az 1H hosszu kar centromérahoz
kozeli részére térképezte. A hosszu kart nem tartalmazo 1H-t hordozo, fertilis 1HS teloszomas

addiciés vonalat allitott el§ és azonositott ISLAM (1983) és SZAKACS és MOLNAR-LANG
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(2007). Az utobbi, Mv9krl/'Igri' addicioban az 1HS kar izokromoszoémas formaban volt jelen a
buza genetikai hattérben. TAKETA ¢s TAKEDA (1998) szerint a 6H kromoszéma hosszu karjan
talalhaté gén(ek) enyhitheti(k) az 1HL okozta sterilitast. Ezt ISLAM és SHEPHERD (2000) is
bizonyitotta, amikor olyan addicidés vonalat valogatott ki, amelyben egy teljes 1H és egy 1HS
teloszoma mellett diszomasan a 6H kromoszoma is jelen volt. A 'Chinese Spring' és az arpaval
kozeli rokon Hordeum chilense keresztezésbél MILLER et al. (1981) fertilis diszomas 1H
addicios vonalat allitott el6, mely alapjan valosziniisithetd, hogy a H. chilense 1H
kromoszomajan nem talalhat6 a termesztett arpaéhoz hasonlo sterilitasi gén.

A 'Shinchunaga’ buza és a 'Nyugoruden' arpafajta hibridjébol KOBA et al. (1997) 5H és
6H diszomas addiciés vonalat allitottak eld, valamint 6t olyan addiciot, amelyben transzlokacios
kromoszdémak voltak jelen. Az 6t transzlokaciobol kettét azonositottak SBL.SHS-ként, a tovabbi
harom transzlokaciét nem tudtdk azonositani C-sdvozassal. A 'Chinese Spring' buzafajta
buzalarpa hibridekben megmutatkozé eldnytelen agrondmiai tulajdonsagainak kikiiszobolése
céljabol annak recessziv krl keresztezhetéségi alléljat MOLNAR-LANG et al. (1996a) beépitette
az Mv9 buzagenotipusba, majd ennek felhasznaldsdval SZAKACS és MOLNAR-LANG (2007,
2010) 0j Oszi buza/6szi arpa (Mv9krl/'Igri') addicids sorozatot allitott eld. A sorozat az 1HS
izokromoszomas, a 2H, 3H, 4H, 7H diszomas és a 6HS diteloszomas addiciobol all. A ‘Manasz'
ukran arpaval létrehozott addiciés sorozat (MOLNAR-LANG et al. 2012) a kozép-eurdpai
kornyezeti viszonyokhoz jobban alkalmazkodott, mint a német arpafajtakkal 1étrehozott addicids
vonalak. Termdképességiik tobbnyire kisebb, mint a buzasziiloé. Jelentségiik elsdsorban az,
hogy alapanyagként szolgélnak a genetikailag stabilabb szubsztiticids és transzlokacids vonalak
eldallitasahoz, illetve segitségilikkel tanulményozhatd, hogy az adott kromoszéma jelenléte
hogyan befolyésolja a buza tulajdonségait.

A szubsztituciés vonalak (a buza valamely kromoszomaparjat egy masik genotipusbol
szdrmazo homeoldg kromoszomapar helyettesiti) addicids vonalakbol torténd eldallitasanak
modszerét UNRAU et al. (1956), valamint RILEY és KIMBER (1966) irta le. Egy adott arpa
diszomas addici6 (44 kr) és egy megfelel6 homeolog (A, B vagy D) bliiza monoszoémas vonal (41
kr) keresztezése utan azokat a ndvényeket valogatjak ki, melyekben mind az &rpa, mind a buza
adott kromoszoméjara nézve monoszomds (20 par buza + 1 arpa + 1 buza). Ezen ndvények
onmegporzasaval allitott el6 ISLAM és SHEPHERD (1992a, 1995), valamint YA-PING et al.
(2003) buza/arpa szubsztituciés vonalakat. MOLNAR et al. (2007) szovettenyészetben
fenntartott 'Chinese Spring'/'Betzes' BC, utdédok kozott spontan 1étrejott 4H(4D) szubszituciot
azonositott. A szubsztituciok rendszerint genetikailag stabilak, fertilisek. Az elmult 40 évben a
buza/arpa keresztezés teriiletén elért eredményeket MOLNAR-LANG et al. (2014) 6sszefoglalo

cikke részletesen tartalmazza.
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2.3 A Thinopyrum genus

A Thinopyrum genust LOVE (1980) vezette be a J genomot hordozé fajokkal, melyek a
blza harmadlagos génforrasai kozé tartoznak. E nemzetségbe szarazsagtiiré fiifajok tartoznak,
melyek él6helyiil és taplalékként szolgalnak a tengerparti és belsé teriileteken Eurdpaban (foként
a mediterran régiokban), Nyugat-Azsidban, Afrika északi részén és Eszak-Amerikaban. A gorog
eredetli szavakbol Osszerakott Thinopyrum elnevezés (thino-tengerpart, pyros- bliza) is a
diinéken el6forduléd fajokra utal. Megkozelitdleg 20 faj alkotja a nemzetséget (DEWEY 1984),
melyek kozil foként a Th. intermedium és a Th. ponticum fajt tanulmanyoztak. Szaporodasuk
elsGsorban vegetativ Gton torténik, viszont lassu novekedésii tarackjuknak koszonhetéen nem
invazivak. Szerepet jatszanak a talajer6zidé megel6zésében, a talaj rehabilitaciojaban, egyes fajok
szikes talajokon csokkentik a sOtartalmat a leveliikbe torténd akkumulacioval (GORHAM et al.
1985; WANG 2011). A Thinopyrum genus fajai szamos értékes tulajdonsaggal rendelkeznek.
Ezek koziil kiemelkedik a fokozott vitalitas, valamint a széles spektrumu abiotikus és biotikus
stresszrezisztencia, ezért mar a XIX. szazad végén felvetodott a Triticum és akkor még
Agropyron genusba sorolt fajok keresztezésének gondolata.

A genus nagy aranyban tartalmaz éveld fajokat, melyek ploidszintje diploidtél dekaploidig
terjed. A taxonbol a diploid (2n=2x=14) Th. elongatum (Host D.R.) Dewey ¢és Th. bessarabicum
(Savul. & Rayss) Love, valamint a hexaploid (2n=6x=42) Th. intermedium (Host) Barkworth &
D.R. Dewey ¢és a dekaploid (2n=10x=70) Th. ponticum (Podp.) Z.-W. Liu & R.-C. Wang fajt
hasznositottak leginkabb a buzanemesitésben (CEOLONI et al. 2014). Tobb mint 50 éve
kezd6dott a fajok bevondsa a buza genetikai variabilitisanak gazdagitasara, a betegségek és
korokozok elleni rezisztencia (LI és WANG 2009) javitasaval. Napjainkig a Thinopyrum fajokat
a sotiirés novelésére (COLMER et al. 2006), szemtelitodési fazisban a magas hémérséklet, erés
fényintenzitds és szarazsag okozta stresszvalasz erdsitésére (LI et al. 2008), valamint mindségi
paraméterek javitasara (LIU et al. 2008) hasznaltak.

A fajokat sokszor kiilonb6z6 taxonokra utald szinonimakkal illetik, a legtobb Thinopyrum
fajnak Agropyron szinonimaja is van. Ennek oka az, hogy a taxonémusok a multban kizarolag
morfologiai bélyegeik alapjan osztilyoztdk a fajokat és ez alapjan a két nemzetség sok
hasonlésagot mutatott. BENTHAM (1882) és HITCHCOCK (1951) az Agropyron genusba
sorolta az Osszes ével0 fiifélét, amelynek maganyos kaldszkaja van (a viragzat minden noédusan 1
kalaszka talalhatd), igy ebbe a heterogén genusba tobb mint 100 faj tartozott. NEVSKI (1934)
volt az elsé kutatd, aki olymodon szervezte at a Triticeae nemzetségeit, hogy azok jobban
tiikrozzék az evolicios kapcsolatokat. Igy az Agropyron nemzetséget is 4 genusra (Agropyron,

Antosachne, Eremopyrum, Roegneria) osztotta fel. Az egyre nagyobb szamu citogenetikai adat

15



10.14751/SZIE.2016.003
elemzését kovetéen LOVE (1984) és DEWEY (1984) is genomdsszetételen alapuld

rendszerezést javasoltak és az éveld fliféléket igy tobb nemzetségbe soroltdk: Agropyron,
Australopyrum, Dasypyrum, Peridictyon, Festucopsis, Psathyrostachys, Pascopyrum, Leymus,
Elymus, Pseudoroegneria, Thinopyrum, Elytrigia (BARKWORTH ¢és DEWEY 1985). Az
osztalyozasi rendszer alapjan egy genusba tartoznak az azonos genommal rendelkez6 fajok, és
azok a hasonlo fajok, amelyek az adott genomot is tartalmazzak. Az Agropyron genusban Dewey
javaslatdra mar csak a P genommal rendelkezd poliploid sorozat fajai talalhatok. A nemzetség
jellegzetes képviselGje a taréjos buzafli (Agropyron cristatum).

A napjainkban elterjedt molekuléris genetikai technikdk eredményeinek integralasa a
taxonomiaba folyamatban van. A Thinopyrum genus diploid (14 kr), szegmentalis allotetraploid
(28 kr), szegmentalis allohexaploid (42 kr), oktoploid (56kr) és dekaploid (70 kr) fajokat
tartalmaz (1. tablazat).

A genusba tartozd fajok genomdsszetételének jelolése a mai napig nem egységes. A
Thinopyrum-ok mindegyike tartalmaz J (=E?) genomot, és néhany faj P vagy St genomot vagy
abbol szarmazd részletet (LIU és WANG 1993). A Th. elongatum E (E°, J°) és a Th.
bessarabicum J (E, J°) genomja DEWEY (1984) szerint homoldg (J=E), azonban mas szerzok
szerint (JAUHAR 1990, WANG 1992, 2011) nagyon kozeli, de mégsem teljesen azonos. Ez
utobbi megallapitast tamasztjak ala ENDO és GILL (1984a) altal végzett C-savozas eredményei
is. A kariotipuselemzések és a genomanalizisek alapjan ugyanakkor a J és az E genom elég
kozelinek bizonyult ahhoz, hogy azonos genomi jelolést kapjon. Mivel a J genomot hamarabb
leirtak, mint az E genomot (OSTERGEN 1940, CAUDERON és SAIGNE 1961) ezért WANG
(1985) az E genom J°-re torténd modositasat javasolta. Wang véleményének helyességét a
DEWEY (1984) altal modositott taxondmiai Ujitasok is megerdsitették, mivel az 0 rendszerezes
alapjan mindkét faj a Thinopyrum genusba keriilt, igy J genomi jelolést kaptak. DVORAK
(1981) mar 1981-ben a J genom EP-re torténd modositasat tartotta célszerfinek. A IL
International Triticeae Symposium Genomijel5lési bizottsaga is az E° és E° jeldlést fogadta el a
Th. bessarabicum és a Th. elongatum genomjanak jelolésére (WANG et al. 1995). Ezekkel a
fajokkal foglalkoz6 kutatok koziil azonban tobben is a J b gs J° jelolést hasznaljak a mai napig
(CHEN et al. 1998, LI et al. 2003), ezért ugyanannak a fajnak 2-3 féle genomjeldlésével
talalkozhatunk a publikaciokban (2. tdblazat). WANG et al. (2014) Osszefoglaloja alapjan a
témaban eddig megjelent publikaciok koziil 32 vizsgalat a J és E genomot azonos klaszterbe, 14
vizsgalat egymas melletti- és 9 vizsgalat pedig egymadstol tavoli klaszterbe csoportositotta.

Jelenleg ugyanazon alapgenom kiilonboz6 verzidinak tekinthetdk.
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genomjelolésiik
Jelenlegi fajnév Szinonima 2n | Genom
Thinopyrum bessarabicum | Agropyron bessarabicum Savul. & Rayss 14 | Jvagy E°
(Savul. & Rayss) A. Love Elytrigia bessarabica (Savul. & Rayss)
Dubovik
Thinopyrum caespitosum Agropyron caespitosum C. Koch 28 | ESt
(C. Koch) Z.W. Liu & R.C. Lophopyrum caespitosum (C. Koch) A.
Wang Love
Thinopyrum curvifolium Elymus curvifolium (Lange) Melderis 28 | EE vagy
(Lange) D.R. Dewey J&J°
Thinopyrum distichum Agropyron distichum (Thunb.) P. Beauv 28 | JE vagy
(Thunb.) A. Love Elytrigia disticha Prokudin ex A. Love E°E®
Thinopyrum elongatum Agropyron elongatum (Host) P. Beauv 14 | E vagy
(Host) D.R. Dewey Lophopyrum elongatum (Host) A. Love E®
Elytrigia elongata (Host) Nevski
Thinopyrum flaccidifolium | Agropyron elongatum var. flaccidifolium 28 | EE vagy
(Boiss. & Heldr.) Moustakas | Boiss. & Heldr. E°E®
Elytrigia flaccidifolia (Boiss. & Heldr.)
Holub
Thinopyrum gentryi Agropyron gentry Melderis 42 | EE'st
(Melderis) D.R. Dewey Elytrigia intermedia ssp. gentryi (Melderis) vagy ESt
A.Love
Thinopyrum intermedium Elytrigia intermedia (Host) Nevski ssp. 42 | EE™'st,
(Host) Barkworth & D.R. intermedia Jtst,
Dewey Agropyron glaucum (Desf. ex DC.) Roem. & ESt
Schult.
Agropyron intermedium (Host) P. Beauv.
Thinopyrum junceiforme Agropyron junceum ssp. boreoatlandicum 28 | JE vagy
(A. Love & D. Love) Simonet & Guinochet E°E®
Thinopyrum junceum Agropyron junceum (L.) P. Beauv 42 | JJE vagy
(L.) A. Love Thinopyrum runemarkii A. Love E°E"E®
Thinopyrum nodosum Agropyron nodosum Nevski 28 | ESt
(Nevski) D.R. Dewey Lophopyrum nodosum (Nevski) A. Love
Thinopyrum podperae Agropyron podperae Nabelek 42
(Nabelek) D.R.Dewey Elytrigia intermedia subsp. podperae
(Nabelek)
Thinopyrum pycnanthum Agropyron pycnanthum (Godr.) Godr. & 42 | SP°E®
(Godr.) Barkworth Gren.
Elytrigia pycnantha (Godr.) A. Love
Thinopyrum ponticum Agropyron elongatum (Host) P. Beauv. 70 | EEEStSt
(Podp.) Z.-W. Liu & R.-C. Elytrigia pontica (Podp.) Holub ssp. pontica NANARAR
Wang Lophopyrum elongatum (Host) A. Love
Elytrigia elongata (Host) Nevski
Thinopyrum pungens Agropyron pungens (Pers.) Roem. & Schult. 56 | EStStP
(Pers.) A. Love Elytrigia pungens (Pers.) Tutin EStLP
Thinopyrum sartorii Agropyron sartorii (Boiss. & Heldr.) 28 | JE vagy
(Boiss. & Heldr.) A. Love Elytrigia sartorii (Boiss. & Heldr.) E°E®
Thinopyrum scirpeum Agropyron scirpeum K. Presl 28 | EE vagy
(K. Presl) D.R. Dewey Lophopyrum scirpeum (K. Presl) A. Love J6J°
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2. tablazat Genomjel6lések valtozasai és leirdjuk a diploid Thinopyrum bessarabicum és
Thinopyrum elongatum fajoknal

genomjelolés leirdja Th. bessarabicum | Th. elongatum
genomjelolése genomjelolése
OSTERGEN (1940) J
CAUDERON ¢s SAIGNE (1961) E
DVORAK (1981) EP E
LOVE (1984) J E
DEWEY (1984) J J
WANG (1985) J J
WANG et al. (1995) E E°
CHEN (1998) P J

2.3.1 Buza/Thinopyrum hibridek és részleges amfiploidok eléallitasa

A buza és a Thinopyrum fajok kozotti keresztezési programok az 1920-as és 1930-as
években kezdédtek a Szovjetunidban, az Egyesiilt Allamokban, Kanadaban és Németorszagban.
Az elsé sikeres eredményekrol kozel egyiddben szovjet nemesiték szamoltak be (CICIN 1933,
VERUSHKINE és SHECHURDINE 1933). Magyarorszagon az elsé buza/tarackbtiza hibrideket
Kiss és Rajhathy allitotta el6 1953-ban, az MTA Mezdgazdasagi Kutatointézetében (KISS és
RAJHATHY 1956, BELEA 1964).

A kanadai prérin a baza/Agropyron glaucum (Th. intermedium) hibridek eléallitasanak f6
célja jo termOképességli, a talajt megkotd, éveld takarmanynovény létrehozasa volt
(ARMSTRONG 1936). Az F; hibridek minden esetben az Agropyron sziilére hasonlitd hossz1,
vékony, laza kalaszt hordoztak (VERUSHKINE és SHECHURDINE 1933, CICIN 1933). Az
éveld buza eldallitasara iranyuld kutatasok az 1930-as években legaldbb akkora érdeklddésre
tartottak szamot, mint a tritikalé fejlesztése teriiletén végzetteké az 1980-90-es évektdl. Eveld, 70
¢€s 56 kromoszdmas teljes vagy részleges amfiploidokat hoztak 1étre, de csak részben valtottak be
a hozzajuk fiizott reményeket (CAUDERON 1979). CICIN (1960) egyik hibridje /Trititrigia
cziczinii Tsvel taxondmiai néven valt ismertté (CVELIOV 1973).

A Th. intermedium (2n=6x=42, JJ°'St) hexaploid pazsitfi-féle. Specialis genomjaban a J
mellett a valoszinlileg Pseudoroegneria fajbol szarmazdé St és egy harmadik genom is
megtalalhatd, amely a kromoszémak centromérdjandl St genomi DNS-sel hibridizalo
szakaszokat tartalmaz, ezért J° genomnak is nevezik, de ennek eredetét és jelolését vitatjak
(MAHELKA et al. 2011). Elsésorban levélrozsda- és szarrozsda-rezisztenciaja miatt vontak be

buza- és durumbiiza nemesitési programokba. A buza stresszrezisztenciajanak javitasara a Th.
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intermedium mellett a dekaploid Th. ponticum (2n=10x=70, JJJJ%J%) a masik eredményesen
hasznalt faj, melynek egyes kromoszomadin szintén talalhatok St genommal hibridizal6do
centroméra kortili szakaszok.

Az idegen faju géntranszfer egyik legfontosabb Iépése a hibridekbdl ¢életképes
utddnemzedék eldallitaisa blzaval torténd visszakeresztezéssel vagy a steril hibrid
kolhicinkezeléssel torténd kromoszéma-megduplédzasaval, amfidiploidok létrehozasaval. Az
amfiploidokban a homeoldg kromoszomak magas szama instabilitist okoz, szubsztituciok,
deléciok jonnek 1étre, ennek kovetkeztében a novények kromoszomaszama lecsokken, a genom
végiil részleges amfiploid szinten stabilizalodik (3. tablazat). Hibrid- és amfiploid-eléallitas
els6sorban a Szovjetunioban, Kanadaban, Kinaban tortént (CHI et al. 1979, CICIN 1981,
FEDAK et al. 2000), de az USA-bol, Ausztraliabol, Bulgariabol és Magyarorszagrol is
szamoltak be részleges amfiploidok kivalogatasarol (CAI et al. 1998, SEPSI et al. 2008,
GEORGIEVA et al. 2011). A legtobb esetben buza/Th. intermedium és buza/Th. ponticum
kombinaciobol szarmaznak ezek a ndovények, de durumbuza/Th. intermedium (ZENG et al.
2013), buza/Th. bessarabicum, buza/Th. elongatum ¢és buza/Th. scirpeum amfiploidokrol is
talalhatok publikaciok (AKHTAR et al. 1994).

A Th. ponticum és a Th. intermedium eredetii részleges amfiploidok altalaban egyarant 56
kromoszoémaval rendelkeznek annak ellenére, hogy az elobbi faj kromoszomaszama eredetileg
70, az utobbié 42. A durumbuzaval 1étrehozott részleges amfiploidok 42 kromoszomaszamuak.
Az 56 kromoszomas ndvényekben nem minden esetben van jelen a teljes bliza kromoszéma
garnitura, ez esetben buza-Thinopyrum transzlokaciok vagy homeolég Thinopyrum
kromoszomak helyettesitik a hianyz6 buza kromoszomakat (OLIVER et al. 2006, SEPSI et al.
2008). Az esetek nagy részében a genomok kozott transzlokaciok figyelhetok meg, féleg a Th.
intermedium fajjal 1étrehozott részleges amfiploidok esetén, melynek egyik lehetséges oka a
novényben megtaldlhaté Osszesen 6 kiillonbozé homeoldg genom (A, B, D, J, JSt, St) jelenléte
(HAN et al. 2004).

A részleges amfiploidok a kiindul6 alapanyagai a transzlokacids vonalak eldallitasanak,
melyeken keresztiil a buza fajtak biotikus és abiotikus stressz elleni rezisztencidja javithato,

ezaltal nagyobb termésbiztonsag érhetd el.
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3. tablazat Buza/Thinopyrum intermedium és btza/Thinopyrum ponticum részleges amfiploidok elnevezése, kromoszomaszama, genomdsszetétele,
biotikus rezisztencidja, a l1étrehozasukat ismertetd irodalmi forrasok (W: buza, Ag: Agropyron kromoszoma, S-Js: S és Js kromoszomak kozott 1étrejott

transzlokacio)
Részleges amfiploid vonal Kr’- Genomaosszetétel Imrpumta§ i Irodalmi forras
szam rezisztencia
T. aestivum/Th. intermedium Zhong1l 52 42W +10 Ag Buza csikos mozaik
T. aestivum/Th. intermedium Zhong2 54 42W + 12Ag (W.SMV); Eriophyes
tulipae (WCM) CHI et al. (1979)

T. aestivum/Th. intermedium Zhong3 56 A2W + 4S + 4)° + 25-0° + 2S-J + 2X°-°-S | WSMV, levélrozsda, AN et a'l (2004)

. . . s s o i sargarozsda, Arpa sarga '
T. aestivum/Th. intermedium Zhong4 56 42W + 4S + 4 + 2S-J° + 25-S-J° +2S-] torpiilés (BYDV)

. . : 40W + 4S + 2J° + 2J°-W + 2S-J° + 25-S-
T. aestivum/Th. intermedium Zhong5 56 P+ 257 + 2W-J° BYDV, WSMV
T. aestivum/Th. intermedium 56 42W + 14 Ag _
Otrastayushchaya nem rezisztens a BANKS et al. (1993)
T. aestivum/Th. intermedium PGR- 56 A2W + 14 A vizsgalt korokozokra '
18752A J

CAUDERON et al.
T. aestivum/Th. intermedium TAF46 56 42W+ 6St + 8J nincs adat (1973)
FEDAK et al. (2000)

T. aestivum/Th. intermedium TE-3 52-56 | 40W + 8St + 4J° + 2] + 2 J-St sargarozsda, lisztharmat | YANG et al. (2006)
T. aestivum/Th. intermedium TE253 54-56 | 42W + 2St + 8J° + 2] +2J-St lisztharmat, sargarozsda BAG etal. (2009)

. . . levél-,sarga,-szar- CHANG Z.J. et al.
T. aestivum/Th. intermedium TAI8335 | 54-56 | 42 W + 14 Ag rozsda lisztharmat (2010)
T. aestivum/Th. intermedium H95 56 44W + 6S +2] + 4W-] levélrozsda, GEORGIEVA et al.
T. aestivum/Th. intermedium 55(1-57) 56 42W+ 12Ag + 4 W-Ag sargarozsda, lisztharmat | (2011)
T. aestivum/Th. intermedium TE253-I 56 42W + 2St+ 8%+ 2sat] +2 J-St
T. aestivum/Th. intermedium TE257 56 42W + 2St+ 8J°+ 2sat] + 2] lisztharmat, sargarozsda | BAO et al. (2014)
T. aestivum/Th. intermedium TE267 56 42W+ 10J° + 2sat] + 2J
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T. aestivum/Th. intermedium TE346 56 2St+ 8J° +2sat] +2J
T. aestivum/Th. ponticum Agrotana 56 40W + 8] + 8Js WSMV CHEN etal. (1995)
T. aestivum/Th. ponticum PWM206 56 38W +10J + 8J° CICIN (1981
T. aestivum/Th. ponticum PWM209 56 37W + 9] + 8J° + 2J-W FEDAK( of al) (2000)
T. aestivum/Th. ponticum PWMIII 56 40W + 10J + 6J° '
T. aestivum/Th. ponticum PWM706 56 42W + 6-8J + 6J° nincs adat
. i ) i +8J]+8J°
S R S oAt 00
- &8 P g-buza 56 | 40W +8J +8J°
hibrid
T. aestivum/Th. ponticum 693 56 | 40W + 8] +8J° levélrozsda Lietal. (2003)
T. aestivum/Th. ponticum BE-1 56 40W + 8J + 7St + 1J° levélrozsda SEPSI et al. (2008)
T. aestivum/Th. ponticum SS5 56 42 W + 14 Ag
T. aestivum/Th. ponticum SS156 56 42 W + 14 Ag kalaszfuzarium, OLIVER et al. (2006)
T. aestivum/Th. ponticum SS363 56 40W + 14 Ag + 2W-Ag Halozatos levélfoltossag
T. aestivum/Th. ponticum SS660 56 40W + 16 Ag
T. aestivum/Thinopyrum AT3425 56 36W + 14Ag + 6W-Ag Fekete csikoltsag CAl etal. (1998)
T.aestivum/ Th. ponticum Xiaoyan 68 56 42W + 2A-D + 12 Ag
T.aestivum/ Th. ponticum Xiaoyan 784 | 56 42W + 14Ag 9 szarrozsda rassz,
;gegtlvum/ Th. ponticum Xiaoyan 56 44W + 12 Ag koztiik TTKSK (Ug99) | ZHENG et al. (2014)
T.aestivum/ Th. ponticum Xiaoyan 693, | 56 40W +16 Ag szarrozsda
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2.3.2 Buza/Thinopyrum introgressziés vonalak és jelentoségiik a novénynemesitésben

A Thinopyrum fajok értékes agrondémiai tulajdonsagait hordozo forras genotipusok a
blzanemesitésben is megjelentek. A diploid Th. elongatum fajt buzaval keresztezve DVORAK
és KNOTT (1974) addiciés vonalakat (21”ABD + 17 1-7E°®) hozott létre, a CIMMYT Wheat
Wide Crosses Program-ja keretében pedig a szintén diploid Th. bessarabicum faj genetikai
anyagat tartalmazo addicios vonalakat (21”ABD + 17 1-7J) allitottak elé (WILLIAM és
MUJEEB-KAZI 1995). Az INRA-ban (Institut National de la Recherche Agronomique) 11 Th.
junceum eredetti addicios vonal sziiletett (CHARPENTIER 1992). Az addici6s vonalak genetikali
anyagat hasznalva irta le LINC et al. (2012) az E (E®) kromoszémak FISH mintizatat, ami
nélkiilozhetetlen a buza/Thinopyrum transzlokaciok azonositasahoz. A genetikailag kevésbé
stabil addiciés vonalakhoz képest a transzlokaciés vonalak nagyobb értéket képviselnek a
buzanemesitésben, mivel nem teljes kromoszoma, hanem révidebb-hosszabb DNS- szakasz épiil
be stabilan a buzagenomba. Az 1920-as évektél kezd6dd keresztezési programoknak
koszonhetden napjainkra szamos értékes, elsdsorban a Th. ponticum és a Th. intermedium
fajokbol szarmazoé 0j génnel gazdagodott a bizagenom (4. tablazat, WANG 2011 nyoman).

A Dblzanemesitésben eddig hasznositott Thinopyrum eredeti gének kozil a
legjelentésebbek kozé tartozik az Lr24 levélrozsda- és az Sr24 szarrozsda-rezisztenciagén,

melyek a Th. ponticum 3J%

kromoszomajan helyezkednek el kapcsoltan (LI et al. 2003). E
géneket kiilonboz6 transzlokaciés vonalak kozvetitésével vilagszerte tobb buzanemesitési
programban is felhasznaltak (FRIEBE et al. 1996a, BARIANA et al. 2007, KOLMER et al.
2007).

Egy masik, széleskortien alkalmazott Th. ponticum eredetli gén a 6-os homeoldg csoport
kromoszémajan, a hossza karon elhelyezkedd Sr26, amely igen hatékony védelmet biztosit a
szarrozsdaval szemben (FRIEBE et al. 1994), még az 1999-ben azonositott és jelentds gazdasagi
karral fenyeget6 TTKSK (Ug99) rassz ellen is (LIU et al. 2010). Az Lr19/Sr25 géneket Th.
ponticum fajbodl ionizald besugarzast kovetden (KNOTT 1968) sikeriilt a buza 7DL karjara
beépiteni. A transzlokicioval beépiilt kromoszomaszakaszon a két rezisztenciagénhez sarga
pigment termelést szabalyzd gén is kapcsolodott, ezért a blizanemesitésben eredeti formajaban
nem lehetett hasznositani az értékes betegség-ellenallosagot. Késébb sikeriilt szétvalasztani a
hasznos és a nemkivanatos géneket (PRINS et al. 1997), igy az Lrl9-alapi rezisztencia
hasznositasa lehetségessé valt a kozonséges buzaban. Meg kell jegyezni, hogy durumbtizaban az
Lr19 ¢és az Yp gének kozotti kapcsoltsag eldnyds tulajdonsagnak szamit, hiszen a
szaraztésztagyartds soran a nagy sarga pigment tartalom noveli a végtermék esztétikai értékét.
CEOLONI et al. (1996) ¢s LUKASZEWSKI (2006) egymastol fiiggetleniil a durumbuza 7A

kromoszomajara is beépitette a két gént, a forrasokat tobb nemesitési programban is
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hasznositjak. Az Sr43 gént a 7-es homeoldg csoport kromoszomairdl vitték at homeolog
rekombinacioval biizaba (KNOTT et al. 1977). Hatranya, az eredeti Lr19/Sr25 génkombinaciot
tartalmaz6 transzlokaciohoz hasonld, a hasznos génhez kapcsoltan itt is jelen van a sarga
pigment képzésért felel6s kodold régido (KNOTT 1980). Lisztharmat és sargarozsda rezisztenciat
meghataroz6 Th. intermedium eredetii kromoszomaszakaszt hordozé vonal létrehozasarol
szamolt be ZHAN et al. (2015).

Ezt a két Thinopyrum fajt felhasznaltak még szarazsaggal, magas homérséklettel és nagy
sotartalommal (CHEN et al. 2004, TRETHOWAN ¢és MUJEEB-KAZI 2008) szembeni
tolerancia novelésére, éveld jelleg kialakitasara (TSITSIN 1965, CAIl et al. 2001) és
fehérjetartalom novelésére (FENG et al. 2004, CHEN et al. 2007, GEORGIEVA et al. 2011).
Ezen poliploid fajok egymastol nagy tavolsagra 1évé teriileteken johettek létre, kiilonb6zd
progenitorokbol, eltéré iddpontban (WANG 2011), ezért a genetikai variabilitasuk é&s
molekularis polimorfizmusuk igen nagyfokd, mely nemesitdk és bioldgusok szaméra egyarant

nagy jelentdséggel bir.
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4. tablazat Buzaba beépitett, Thinopyrum fajokbodl szarmazé rezisztenciagének, eredetiik és a bizagenomba torténd beépiilésiik helye, egy-egy

jellegzetessége (WANG 2011 nyoman)

korokozo gén gén eredete helyzete az idegen kromoszoman és a beépiilés helye a publikacio
buzakromoszoman, jellegzetesség, fajta, marker
Levélrozsda | Lrl9 Th. ponticum, 7Ae kromoszéman, 7D hosszu karjan 1évo SHARMA ES KNOTT (1966)
Th. distichum transzlokacioban Agatha, Indis, Sunnan, Oasis 86 stb. FRIEBE et al. (1994)
fajtaban PRINS et al. (2001)
marker: STSLr19:3
Lr24 Th. ponticum 3Ae kromoszoman, 3DL kromoszéman a Cody, Osage, MCINTOSH et al. (1977)
Payne, 1BL-en az Amigo fajtdban; Ausztral genotipusok
(Fox, stb.), Sr24 génnel kapcsolt
marker: J09-STS SCHACHERMAYR et al. (1995)
Lr29 Th. ponticum 7Ae kromoszoman, 7D hosszu karjan 1évé PROCUNIER et al. (1995)
transzlokacioban, Thatcher*6//CS7D/Ag#11vonalban PROCUNIER:
marker: SCAR marker Lr29F18- Lr29R18 primerekkel http://maswheat.ucdavis.edu/protocols/Lr29/
Lr38 | Th. intermedium 7Ai kromoszéman, 1DL, 2AL, 3DS, 5AS, 6DL FRIEBE et al. (1992a)
kromoszéman transzlokacioban
RL6097 = Thatcher*6/T7 vonalban
Széarrozsda Sr24 Th. ponticum 3Ae kromoszoman, 3DL karon és 1BL-en az Amigo SEARS (1973)
fajtaban, Agent, Blueboy II, stb. MCcINTOSH et al. (1977)
Lr24-gyel és voros maghéjszinnel kapcsoltan fordul el
marker: J09-STS SCHACHERMAYR et al. (1995)
Sr25 Th. ponticum 7Ae kromoszoman, buzaban 7DL és 7AL kromoszdéman, MCINTOSH et al. (1977)
Sears CS 7D/7Ag transzlokacids vonalaiban, sokszor Lr19- FRIEBE et al. (1994)
cel kapcsolatan
marker: BF145935 kodominans EST eredet(i marker LIU et al. (2010)
Sr26 Th. ponticum 6Ae kromoszoman, buza 6AL kromoszéman Avocet, FRIEBE et al. (1994)
Flinders, Takari, Bass stb. 6A kromoszoman Teacher MAGO et al. (2005)
fajtdban, Ug99 rassz ellen is hatékony gén
marker: multiplex PCR: Sr26#43 (dominans STS marker LIU et al. (2010)
Sr26 kimutatasara) és BE518379 (6 AL-specifikus, Sr26
hidnyéara)
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Sr43 Th. ponticum 7Ae kromoszoman, buzaban 7DL vagy 7DS kromoszéman KIM et al. (1993)
KS10-2; KS23-9; KS24-1; KS24-2 vonalakban
marker: Xcfa2040 SSR és Xrwgs30 EST markerek NIU et al. (2014)
Sr44 | Th. intermedium | 7Ai kromoszoéman, 7DS vagy 7A kromoszoman a 86.187- FRIEBE et al. (1996a)
es vonalban
marker: Xbe404728 és Xbe473884 CAPS markerek LIU W. etal. (2013)
Arpa sarga Bdv2 | Th. intermedium 7St kromoszoéman, 7D hossza karjan 1€vo BANKS et al. (1995),
torpiilés transzlokacioban, Glover, Mackellar genotipusokban ZHANG et al. (2004)
marker: Xgwma37, Xpsr129-7D, Xpsr548-7D, XksuD2-7D,
XcsIH81-7D
Bdv3 | Th. intermedium 7E kromoszoman, buza 7DL-en, Ohahe fajtaban SHARMA et al. (1995)
marker: gdm67, wmcl121, gdm46 SSR, BE442572, AYALA-NAVARRETE et al. (2009)
5253737 STS
Bdv4 | Th. intermedium 2Ai kromoszéman, 2D vagy 2B kromoszéman LIN et al. (2006)
TAI-27, DH549 és DH554 addicids vonalakban, N431,
N452, HG295 szubsztitacids vonalakban
marker: BF145935 EST alapu LIU et al. (2010)
Sargarozsda | Yr50 | Th. intermedium 4BL kromoszémakaron CH223 vonalban LIU J. etal. (2013)
marker: Xgwmb540, Xbarc1096, Xwmc47, Xwmc310,
Xgpw7272 SSR
Buza csikos | Wsm1 | Th. intermedium 4Ai kromoszoéman, 4AL vagy 4D, 6AS, 6AL LIANG et al. (1979)
mozaik kromoszoman
marker: STSJ15 TALBERT et al. (1996)
Eriophyes Cmc2 | Th. ponticum 6Ae kromoszoman, buzaban 6AS, vagy SBL, 6DL WHELAN (1988)
tulipae kromoszoman, WSMV-t terjesztd levélatka
kolonizacid
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2.3.3 Agropyron glael: Thinopyrum intermedium/Thinopyrum ponticum szintetikus hibrid

Az A. glael szintetikus fajhibrid, melyet az 1930-as években allitottak el a volt
Szovjetunioban. Nikolai V. Cicin, szovjet botanikus, genetikus és ndvénynemesitd, Moszkvaban
a Tudomanyos Akadémia keretein beliil tavoli hibridizacioval, azon beliil Triticum/Agropyron
hibridek el6allitasaval és Agropyron/Agropyron keresztezésekkel foglalkozott. Az Agropyron
glaucum (Desf. ex DC.) Roem. & Schult. (2n=6x=42) és az Agropyron elongatum (Host) P.
Beauv. (2n=10x=70) keresztezésével mindkét kombinacioban hibrideket hozott 1étre Agropyron
glael és Agropyron elgla néven, melyek a glaucum és elongatum elsé szotagjanak
Osszevonasabol sziilettek és utalnak a sziilOpartnerek kombinacidjara. Az A. glael-ben az A.
glaucum volt az anya, az A. elongatum pedig a pollenad6 partner. CICIN (1979) mindkét
kombindcioban azonositott aneuploid ndvényeket, melyek a sziilopartnernél 1-3 kromoszémaval
kevesebbet vagy tobbet tartalmaztak. Tapasztalatai alapjan az A. glaucum és A. elongatum
konnyen keresztezhetéek egymassal, a szemkotés elérte a 40-50%-ot. A hibridek aszott
szemmel, de jol fejlett embridval rendelkeztek. Megfeleld csirdzasi feltételek mellett majdnem
mindegyik kicsirazott, és nagy termdképességgel és jO bokrosodassal rendelkeztek. Az Fj
hibridek tobbségénél heterogenitas volt megfigyelhetd a bokrosodasban, a ndvénymagassagban
¢s a kaldszméretben. A kaldszok mas interspecifikus hibridekhez viszonyitva tomottebbek
voltak, néhany ndvény kalasza kiilonbozott a sziil6i tipusokétol. A CICIN (1979) altal jellemzett
A. glael hibridnévények magassaga 126-149 cm, kalaszhosszuk 19,2- 25,2 cm volt, a kalaszaik
15-17 kalaszkabol épiiltek fel és egy kalaszkdban atlagosan 1,5-2,6 szem termett. Az utddok
magassaga a két sziilé kozotti volt, A sziildpartnerek atlagdhoz viszonyitva lazabb és gyenge
fertilitasu kalaszuk 4-5 cm-rel hosszabbra nott. CICIN 1979-es publikacidjaban megjelent rajza
az A. glael hibridnévényrél, kalaszarol és szemeir6l az M2 mellékletben megtalalhat6. A Cicin
altal elemzett 3 glael klon és az elgla novények is 56 kromoszomaval rendelkeztek (CICIN
1979). A meidzis soran a sejtmagok 21-28 bivalens kromoszomat tartalmaztak. A hibridek
ugyanugy, mint a sziiléi formak éveldk voltak, jol tlirték az atiiltetést és a klonozast. A hibridek
tobbsége a leirdjuk szerint tobb mint 20 évig is fennmaradt.

A DEWEY (1984) altal tortént taxondmiai valtozasok eredményeként az Agropyron
glaucum atkertilt a Thinopyrum genusba Thinopyrum intermedium (Host) Barkworth & D.R.
Dewey néven; az Agropyron elongatum pedig Thinopyrum ponticum (Podp.) Z.-W. Liu & R.-C.
Wang néven. Az Agropyron glael hibrid elnevezésének megvaltoztatasara nem talalhato
szakirodalmi emlités, ezért dolgozatomban is igy szerepel.

A sziilopartnereket, az A. tichoporum, A. repens, A. junceum fajt és az A. glael-t is
felhasznaltak kenyér- és durum buzéval torténd keresztezésekhez a volt Szovjetunidoban, mely

kombinaciokbol értékes alapanyagokat allitottak elé (BELOV et al. 2011), koztiik a Triticum
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agropyrotriticum perenne Cicin és a Triticum agropyrotriticum submittans Cicin ével6 buzat. Az
Agropyron glael Dr. Szalay Dezs6 martonvasari kutaté kozremiikodésével keriilt az MTA
Mezbgazdasagi Intézetének éveld tenyészkertjébe.

A Martonvasaron eléallitott Mv9krl buzagenotipust 2001-ben keresztezte a molekularis
citogenetika csoport az éveld tenyészkertben fenntartott, betegségekkel szemben rezisztens
Agropyron glael 8-as szamu klonnal. A negyvendt beporzott kalasz koziil harminc kalaszban
Osszesen 255 db F; szem fejlodott. Nyole F; novény kalaszkezdeményét mesterséges
koriilmények kozott szaporitottak, majd beldliik ndvényeket regeneraltak. A regeneralt novények
‘Chinese Spring' buzafajtaval tortént elsé sikeres visszakeresztezésével 2004-ben 5 db BC;
szemet allitottak eld, melyek koziil kettdbol életképes novényt sikeriilt felnevelni 2005-ben. A
0566 citologiai szamu, 49 kromoszomaval rendelkezd torpe ndvény Mv9krl genotipussal
visszakeresztezett kaldszain Osszesen 11db BC; szem fejlodott ki, ezekbdl azonban tovabbi
nemzedékeket nem sikeriilt eléallitani, mert vagy kipusztultak még kalaszolas el6tt vagy sterilek
voltak.

A 0567 citologiai szamu, 62 kromoszomat hordozé ndvény harom kaldszat szintén
visszakeresztezték az Mv9krl-gyel, ami 19 db BC, szemet eredményezett, a negyedik kalasz
ontermékenyitésével pedig 46 db szemet kaptak. A 0567-es névény BC; és BC, utddvonalainak
egy részét 2006-t0l tenyészkerti korilmények kozott nevelték, Ontermékenyitették és

szelektaltak. Ehhez a programhoz 2008-ban csatlakoztam.

2.4 Transzlokacidok indukalasa

A transzlokacidk eldallitasanak célja minél rovidebb, legjobb esetben mar csak az adott
elonyos tulajdonsagokért felelés kromoszomaszakasz atvitele a buza genomjaba. A fentebb
bemutatott addicios és szubsztitiicidos vonalak teljes idegen kromoszomat hordoznak. Ezzel
szemben a transzlokaciok létrejottének feltétele a kromoszoma torése, majd egy masik
kromoszoma tort végével torténd ujraegyesiilése. Kromoszomatorések létrejohetnek spontan,
illetve a kromoszoma-szerkezeti valtozasokat mesterségesen is eldidézhetjiik.

Gyakori jelenség, hogy a meidzis 1. metafazisdban az univalensek a centromérandl tornek.
Az igy létrejott két telocentrikus kromoszéma a tort végeknél képes ujra Osszekapcsolodni
(centrikus fuzid). A homeolog kromoszémakon a gének sorrendje kézel azonos, ezért jol
kompenzaljak egymas hatasat. Igy abban az esetben, ha az ujraegyesiilés egy idegen fajbol
szarmazd és egy homeolog bliza telocentrikus kromoszoma kozott jon 1étre, kompenzald
transzlokaci6 alakul ki (LUKASZEWSKI 1993). A kompenzald transzlokacidok genetikailag
altalaban stabilak, igy nagyobb agrondmiai potenciallal rendelkeznek, mint a nem kompenzald

transzlokaciok (FRIEBE et al. 1996a). A legismertebb példa a kompenzald tipust centrikus
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fazidra a lisztharmat-, sargarozsda-, szarrozsda- és levélrozsda-rezisztenciat hordozé buza/rozs
IBL.IRS transzlokacio, mely szdmos termesztett buizafajtaban megtalalhat6. KOBA et al. (1997)
spontan létrejott, nem kompenzald tipust transzlokacidkat irt le a 7HS arpa ¢és az SBL buza
kromoszomakar kozott. A rendkiviil ritkan kialakuld spontan terminalis transzlokacidra példa az
Lr24 levélrozsda rezisztenciagént hordozo 3D/3Ae buaza/Th. ponticum transzlokacié (SMITH et
al. 1968).

Amennyiben a kromoszoémak struktaralis véltozasai a faj kiilonb6z6é vonalaiban egyarant
eléfordulnak, fajspecifikus kromoszoma-atrendez6désekrél beszélink. A tonke buzaban
(Triticum turgidum L.) és a kenyérbtzaban k6zos a 4AL-5AL-7BS ciklikus transzlokacid, amely
még a T. urartu-bol oroklodott (NARANJO et al. 1987, NARANJO 1990). A 6At-1G-4G
ciklikus transzlokaciot a Triticum timopheevii Zhuk. fajban (JIANG és GILL 1994a) és vad
donor fajaban, a T. araraticum Jakubz. fajban (BADAEVA et al. 1995) egyarant kimutattak.

A transzlokaciok — mivel az idegen fajd DNS a recipiens genom valamely
kromoszémajaba épiil be — az idegen faju génatvitel legstabilabb formainak tekintheték. Spontan
transzlokaciok igen kis gyakorisaggal jonnek Iétre, azonban random kromoszomatdrések
indukélasaval vagy homeoldg rekombinacion alapuld eljarasokkal (SUTKA 2004, LANGNE
MOLNAR 2006) a kromoszoma-atépiilések mesterségesen indukalhatok. A homeolég
rekombinacié az azonos homeolog csoportba, de kiillonb6zé genomokhoz tartozé kromoszémak
kozott alakul ki a meidzis sordn. A kovetkezd fejezetben a szdmos modszer koziil csak a

dolgozat témajahoz kapcsolodo technikédkat foglaltam Gssze.

2.4.1 Ionizalo6 sugarzas

Amiota felfedezték, hogy a rontgensugarak mutaciot indukéalnak ecetmuslicaban
(MULLER 1927) és arpaban (STADLER 1928), névénynemesitok és genetikusok kezdték el
vizsgalni a besugarzas altal indukalt mutdciok hatasat a novények tulajdonsagainak
megvaltozasara. lonizald sugarzas barmilyen sugdrzds lehet, amely elegendd energiaval
rendelkezik ahhoz, hogy a vele kolcsonhatasba 1épd atombol eltavolitson egy elektront. Ide
tartozik az elektromagneses sugarzds (ultraibolya-, rontgen- ¢s gamma-sugirzas) és a
részecskesugarzas (proton-, elektron-, alfa-sugarzas). A felsorolt sugarfajtak mind mutagének, de
a mutaciok mesterséges eldidézéséhez a rontgen- és a gamma-sugarakat hasznaljak, mert forrasai
(*°Co, *¥'Cs) viszonylag kénnyen kezelheték, kevésbé veszélyesek. A kezelések hatasara a
kromoszémak kétszalu torést szenvednek, de nem azonos pozicidban, ezaltal ragadds végek
keletkeznek, melyek hasonl6 ragados végekkel Ujra egyesiilhetnek.

SEARS (1956) Aegilops umbellulata izokromoszomat hordozo, levélrozsdaval szemben

rezisztens buzandvényeket kezelt rontgensugarzassal, majd ezek pollenjével kezeletlen
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novényeket keresztezett vissza. A sikeres géntranszfert kovetden széleskoriien elterjedt az
ionizald sugarzéds alkalmazéasa intergenerikus kromoszéma-atrendezddések indukalasa céljabol
(FRIEBE et al. 1991, FORSBERG et al. 1998, RIERA-LIZARAZU et al. 2000). A 2004. évig
2252 besugarzott mutdns fajtat allitottak eld, melyek koziil koézel 1100 gabonaféle
(AHLOOWALIA et al. 2004). A modszer hatranya, hogy az ionizalé sugarzas nem iranyitott, a
1étrejott kromoszoématorések és -ujracgyestilések altaldban nem homeoldg kromoszémak kozott
jonnek létre, ami genomi instabilitast okozhat.

Nem intergenomikus atépiilések indukalasa céljabol is alkalmaztdk ezt az eljarast.
Rizsfajtdk besugarzasaval alacsonyabb novénymagassagu, korai €s hidegtiird fajtakat allitottak
elé és termesztettek tobb millié hektaron Azsia érintett orszagaiban (Kina, India, Pakisztan,
Japan, Thaifold, Vietnam, Mianmar). Mutacios nemesitéssel allitottak elé Skocidban a sor és
whisky gyartashoz hasznalt soétiir6 'Golden Promise' arpafajtat (FORSTER 2001), valamint
Csehorszagban a 'Diamant’ arpafajtat (LIPAVSKY et al. 2002). Gyakorlati szempontbol igen
jelentés a Peruban, az Andok 3000 méter felett fekvd fennsikjain termeszthetd két arpafajta
(UNA La Molina 95' és 'Centenario II'), melyek az extém magassag ellenére is 5,5 t/ha koriili
termést ¢és jo6 mindséget adnak (GOMEZ-PANDO et al. 2009, http://www-
naweb.iaea.org/nafa/news/pbg-barley-peru.html). Szintén besugarzassal hoztak létre 1974-ben
Olaszorszagban a 'Creso’ durumbuzafajtat, melynek termésnovekedése a 'Cappelli’ kiinduld
fajtahoz képest 0,9 t/ha is lehetett (SCARASCIA-MUGNOZZA et al. 1993).

SEARS (1977) a 'Chinese Spring' buzafajta kalaszait rontgensugarzassal kezelte, majd a
besugarzott ndvények pollenjével 5B monoszémas vonalakat keresztezett. Az utddok koziil egy
olyan novényt sikeriilt kivalogatnia, mely mutans Ph gént hordozott. A létrehozott 'Chinese
Spring' phlb delécios mutans (CSphlb) alkalmazasa a nemesitési gyakorlatban mara
széleskoriien elterjedt. Normal 'Chinese Spring' és a CSphlb mutans keresztezésébdl szarmazo
F1 hibrid besugarzasaval AL-KAFF et al. (2008) 6t uj phlb deléciés vonalat azonositott az
utédok kozott. SEARS (1977) kisérletével egyidOben, de attol fliggetleniil, GIORGI (1978) a
tetraploid 'Cappelli' durumbuza fajtaban indukalt rontgensugrzassal deléciés mutaciot a Phl
génben. A phlc delécido a phlb-hez hasonld pozicidban helyezkedik el az 5B kromoszoma
hosszl karjan. Mindkét mutacié rovid, kb. 3 Mb DNS-szakaszt érint és atfedik egymast (GILL et
al. 1993).

Magyarorszagi vonatkozasban jelentés a G6dolléi Agrartudomanyi Egyetemen 1965-ben
létesitett sugarkert, ahol BALINT és SUTKA (1966) a vilagon elészor allitott elé nagy
lizintartalmu kukoricamutansokat az 'F Kkorai' fajtabol. Késobb technikajukat az USA-ban
szemescirokra (Sorghum bicolor L.) is alkalmaztak. DUDITS és SUTKA (1970) 200 borso

mutanst allitott el a "Petit Provengal' és az 'lregi P;' fajtabol. A gamma-sugarzas kvantitativ
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tulajdonsagokra gyakorolt hatasat MAZIK-TOKEI és FUREDI (1991) tanulmanyozta kiilonboz6
borséfajtakon, HAJOS és KOROSI (2001) pedig szoja mutansokat szelektalt.

Az  ionizdld6  sugarzassal  létrehozott  kromoszoma-atrendezddések  elénye a
rekombinacidhoz kotott modszerekkel szemben, hogy elméletileg barmilyen DNS-szakasz
beépithetd a buzéaba, valamint a beépiilés hatékonysaga fliggetlen a biiza és az idegen faj kozotti

rekombinacids gyakorisagtol.

2.4.2 Szovettenyésztés altal indukalt kromoszoma-rendellenességek

A buza ¢s tavoli rokon fajai kozotti keresztezéskor gyakran eléfordul, hogy a hibrid szem
nem tartalmaz endospermiumot, igy az embrio tdpanyag hidnyaban abortalodik. A probléma
elkeriilésére alkalmazzak az embriomentési technikat (KRUSE 1974, SHARMA és GILL 1983),
melynek soran a hibrid embriét eltavolitjak a fejlédé szemtermésbdl és in vitro koriilmények
kozott, mesterséges taptalajon nevelik fel. Novényregeneralaskor a szovettenyészetekben
altalanosan fordulnak eld genetikai rendellenességek: kromoszomaszam-valtozasok, a
kromoszoémak strukturalis megvaltozasa, példaul deléciok, transzlokaciok ¢és inverziok
(HESZKY 2003), valamint DNS metilacié és mutaciok (PHILLIPS et al. 1994). A genetikai
valtozasok valosziniileg stresszre adott valaszreakciok, melyeket az alkalmazott taptalajban
talalhatd asvanyi anyagok, novekedésszabalyozok, valamint a szOvettenyésztés kornyezeti
feltételei (homérséklet, fotoperiodus, fényspektrum stb.) indukalnak. Az in vitro
szovettenyészetekben a gibberellinek és citokininek mellett novekedésserkentdként mesterséges
auxinokat is alkalmaznak, melyek koziil a 2,4-diklor-fenoxiecetsavat (2,4-D) tobbszor
Osszefliggésbe hoztdk kromoszomamutacidk létrejottével. A 2,4-D rendellenességeket idéz el a
mitozis és a meiodzis folyamataban (KHALATKAR ¢és BHARGAVA 1982), valamint kromatin-
¢és kromoszomatoréseket okoz (MOHANDAS és GRANT 1972). Mogyorohagymaval végzett
kisérletekkel igazoltdk a 2,4-D citotoxikus és mutagén hatasat (PAVLICA et al. 1991). A
sejtosztodas ana- €s telofazisdban kromoszomahidakat figyeltek meg, illetve kimutattak a 2,4-D
kotddését a mitotikus orsok mikrotubulusainak tubulin-fehérjéihez. Ennek kovetkezményeként
az anaféazis elmaradasaval kromoszoémaszam-megduplazodast (c-mitdzis) tapasztaltak. A 2,4-D
valosziniileg nem kozvetleniil karositja a DNS-t. LINNAINMAA (1984) elmélete szerint a
peroxiszomak érési folyamatanak indukdlasaban jatszik szerepet, ezaltal a hidrogén-peroxid és
stressz hatdsara kovetkeznek be. Az emlitett kromoszomadtrendezddések nemesitési
szempontbol elényosek is lehetnek. LAPITAN et al. (1984) embriokulturdban regeneralt
buzalrozs hibridnévény kolchicinkezelésével allitott eld oktoploid tritikalét, melyben C-

sdvozéssal buza/rozs transzlokiciokat azonositott. Tovabbi, szdvettenyésztés altal indukalt
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transzlokaciokrol szamoltak be Hordeum interspecifikus hibridekben (PICKERING 1989,
JORGENSEN és ANDERSEN 1989), valamint buza/arpa (MOLNAR-LANG et al. 1991),
buza/Agropyron desertorum (LI és DONG 1994) és buza/Dasypyrum villosum (LI et al. 2000)
intergenerikus hibridek utédaiban. MOLNAR-LANG et al. (2000a) meidzisvizsgalatok soran
genomi in situ hibridizacioval kimutatta, hogy a szovettenyészetben regeneralt buza/arpa hibrid
utddndvényekben a buza-arpa kromoszémaparosodasok szama jelentdsen megnétt az eredeti
hibridekhez képest. BANKS et al. (1995) a Th. intermedium arpa sargatorpeség virus (BYDV)
rezisztenciagénjét vitte at sikeresen a buzaba, amikor transzlokacidos ndovényeket valogatott ki
egy, a Th. intermedium 7-es kromoszomajat hordozo, szovettenyészetben fenntartott addicios
vonalbdl. Hasonlé modon épitettek be rozsbol a buzéba zab fonalféreg-rezisztenciat (LARKIN et

al. 1989).

2.4.3. Indukalt homeol6g kromoszémaparosodas a Phl lokusz kiiktatasaval

A hexaploid kenyérbuza (BBAADD) és a tetraploid durumbuza (BBAA) genomja
poliploidiz4cié eredménye, melynek sordn tobb szdzezer év leforgasa alatt kiilonbozd diploid
genomok egyesiiltek. A tobb genom jelenlétének ellenére ezek a fajok citologiailag diploidként
viselkednek a meiodzis soran, azaz csak a homolog kromoszomak (A-A, B-B, D-D) parosodnak
¢és rekombinalodnak, a homeologok (A-B, A-D, B-D) nem (RILEY ¢és LAW 1965). Ez biztositja
a genom stabilitasat. A helyes kromoszomaparosodast elsésorban a dominans Phl (pairing
homologous 1) szupressziv lokusz iranyitja, melynek 1étezését eldszor az 1950-es évek végén
irtak le (OKAMOTO 1957, RILEY és CHAPMAN 1958), és melyet WALL et al. (1971)
nevezett el. A diploid fajok 5-6s homeolog kromoszoémain hasonl6 a gének sorrendje, azonban a
Phl lokusz csak a tetraploid és hexaploid buzafajok 5B kromoszomajan aktiv, a diploidokban
nem. KIMBER ¢és RILEY (1963) Osszekeresztezte a buza diploid dseit és a kromoszémak
parosodasanal 5,7-szer nagyobb gyakorisagot figyelt meg, mint euhaploid buzaban; ez kozel
olyan érték, mint az 5B nulliszomas haploidokban btizaban. Ez azt sejteti, hogy a Phl aktivitas a
poliploidizacio sordn létrejovd strukturalis valtozasok eredménye (CHAPMAN ¢és RILEY,
1970). Az 5B kromoszoman talalhaté Phl lokuszt GRIFFITHS et al. (2006) egy 2,5 Mb méretii
szakaszra térképezte a hosszi karon. A lokusz esszencialis komponense a 3A kromoszoéma
hosszl karjarol szarmazo szubteloméras szakasz, amely az 5B kromoszoman talalhat6 cdk-szerti
pszeudogén-klaszterek kozé ¢kelddott be a fajképzddés soran. Bioinformatikai analizis alapjan a
cdk-szerii gének homologiat mutatnak az ember checkpoint kindz Cdk-2 génjével, amely a
replikacid iniciaciojakor és a korai meiozisban jatszik szerepet (MARSTON és AMON 2004).
Delécioés mutansokkal és génexpresszios vizsgalatokkal AL-KAFF et al. (2008) bizonyitotta,
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hogy a cdk-szerii lokusz egyedi és a Phl aktivitasért felelds. Az 5B kromoszoman hét, az 5A-n
legalabb 6t, az SD-n két ilyen gén talalhato, de csak az 5B-n aktivak.

A Phl lokusz miikodésének kiiktatasaval a homeoldg kromoszoémaparosodas indukalhato.
Ennek egyik médja az 5B kromoszoma teljes eltavolitasaval 1étrehozott 5B nulli- 5D tetraszémas
(N5BT5D) vonallal torténd keresztezés (RILEY 1960, RILEY és KEMPANA 1963). A modszer
hatranya, hogy az 5BS karon taldlhatdé parosodast eldsegitdé gének hianyaban kisebb
gyakorisaggal tapasztalhaté a kromoszomak parosodasa, mint a CSphlb mutans alkalmazasaval
(SEARS 1977). Masik lehet6ség, ha 5B monoszoémas vonalat porzunk be a kivant idegen fajjal.
Ekkor az utdédok akéar 75%-4bol is eliminalodhat az 5B kromoszoma (SEARS 1981). Ezzel az
eljarassal RILEY  (1966a) Triticum bicorne, JOSHI és SINGH (1979) rozs
kromoszdmaszakaszokat vitt 4t sikeresen a buzaba.

A Phl lokusz hatasanak kikiiszobolése az 5B kromoszoma eltavolitasa nélkiil is
megvalodsithato. RILEY et al. (1961) tetra- és hexaploid buzak Ae. speltoides fajjal 1étrehozott
hibridjeiben homeoldg kromoszémaparosodast figyelt meg, melynek gyakorisdga hasonlé volt,
mint az 5B nulliszémas vonallal tortént keresztezéskor kapott gyakorisag. Megallapitottak, hogy
az Aegilops speltoides egy episztatikus vagy dominans gént hordoz, mely szupresszalja a Phl
gén hatasat. Ezt a Ph' (Ph inhibiting) gént CHEN et al. (1994) az Ae. speltoides fajbol atvitte a
‘Chinese Spring' buzafajtaba. Az igy elballitott buzagenotipus alkalmas arra, hogy genetikai
hatterében idegen faji rekombinansokat allitsanak elé. Hasonlo gént talaltak az Aegilops mutica
fajban is (RILEY 1966b).

A kromoszomaparosodasok indukélasanak napjainkban legelterjedtebb modja a korabban
emlitett, SEARS (1977) altal eldallitott CSphlb delécios mutanssal vald keresztezés. Ezzel az
eljarassal LUKASZEWSKI (2000) 10j buza/rozs, ISLAM et al. (1992b) uj btza/arpa
rekombinaciokat hozott 1étre, CEOLONI et al. (1992) pedig az Ae. longissima

lisztharmatrezisztencia génjét (Pm13) vitte at a termesztett biizaba.

2.5 Kromoszomak azonositasa in situ hibridizaciéval (ISH)

A human kromoszomékéhoz hasonld jelentés méret- €s kararanybeli kiillonbségek a
gabonafélék tobbségében nem figyelheték meg, a legtobb kromoszoéma meta- vagy
szubmetacentrikus, ami megneheziti a morfologian alapulé kromoszdémaazonositast. A
kiilonb6z6 ISH technikakkal bioldgiai preparatumokon (pl. mikroszkopi targylemezen fixalt
kromoszoéma-, interfazisos sejtmag-, DNS-szal-prepardtumok, szoveti metszetek) teljes
genomok, kromoszoémak, kromoszomaszakaszok és specifikus DNS-szekvencidk azonosithatok,
ill. kiilonboztetheték meg egymastol, igy alkalmasak a faj- és nemzetségkeresztezések

novényhibridjeinek ¢és azok utodnemzedékeinek jellemzésére. Gabonafélék esetében,
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kromoszoémameéret-tartomanyuknak koszonhetéen, a gyokércsucs 0sztddd szovetébdl készitett
metafazisos kromoszomapreparatumok idealis objektumok az in situ hibridizacioval torténd

vizsgélatokhoz.

2.5.1 Genomi in situ hibridizaci6 (GISH), multicolour genomi in situ hibridizacio
(mcGISH)

PARDUE ¢és GALL 1969-ben radioaktivan jeldlt DNS-szakaszt hibridizalt Xenopus béka
megtermékenyitetlen petesejtjeibdl készitett kromoszomapreparatumra. DNS-DNS hibridizaciot
mar korabban is végeztek (SCHILDKRAUT et al. 1961), az jdonsagot a sejtben in sSitu torténd
lathatova tételéhez szilikséges autoradiografia tobb hetet is igénybe vett, térbeli
felbontoképessége gyenge volt (McNEIL et al. 1991). Az elsé ndvényi mintan végzett genomi in
situ hibridizaci6 SCHWARZACHER et al. (1989) nevéhez fiizédik, ami lehetdvé tette sziiléi
genomok ¢és genomatrendezddések direkt kimutatdsat intergenerikus és interspecifikus
hibridekben, introgressziés vonalakban, valamint allopoliploid fajokban (JIANG és GILL
1994D).

A hibridizacié soran a kimutatni kivant faj vagy genom direkt-, ill. Gjabban indirekt médon
jelolt teljes genomi DNS-ét hasznaljak probaként és a recipiens faj vagy genom jeldletlen
genomi DNS-ét blokkoloként. A technika alkalmas a buzaba beépiilt idegen faju genomok
detektalasara (LE et al. 1989, FRIEBE et al. 1996b), hibridekben a buza ¢és az idegen faj
kromoszomainak meidzisban toérténd parosoddsanak tanulméanyozéisara (MILLER et al. 1994,
FERNANDEZ-CALVIN et al. 1995, MOLNAR-LANG et al. 2000a), valamint az eltérd
genomok kozotti transzlokacid toréspontjanak pontos kimutatdsara és a recipiens faj genomjaba
beépiilt idegen fajbol szdrmazdé DNS-szakasz méretének meghatirozasara (LE et al. 1989).
Martonvasaron, a Génmegdrzési €s Organikus Nemesitési Osztalyon évtizedek ota folyd
elénemesitési kutatasokban sikeresen alkalmazzak a GISH-t idegen faji kromatin kimutatasara
buzalarpa (MOLNAR-LANG et al. 2000a,b) buza/rozs (MOLNAR-LANG et al. 1996b) és
buza/Aegilops (SCHNEIDER et al. 2005) introgresszios vonalakban.

A GISH eredményességét befolyasolja a DNS-proba mérete, a proba és a blokkoldé DNS
aranya, ¢és a jelolésnél alkalmazott eljaras (PCR, nick transzlacid, random priming stb.). Direkt
jeloléskor a DNS-prébahoz kapcsolddik a fluorokrom (fluoreszcein, rodamin stb.). Indirekt
jelolés esetén a DNS-probahoz kozvetleniil egy nem fluoreszkald haptén (biotin, digoxigenin
stb.) kotodik, amelyhez a fluorokrom specifikus antitesten keresztiil kapcsolodik a hibridizaciot
kovetd detektalasi 1épésben.

Kozeli rokon genomok GISH-sel torténd kimutatasakor a genomok kozotti homeologia

kereszthibridizacidt eredményez, azaz a proba a blokkolni kivant genomhoz is hibridizalodik,

33



10.14751/SZIE.2016.003

ezért minél kozelebbi rokonsadgban vannak a kimutatni kivant genomok, annal nehezebb a
megkiilonboztetésiik. A GISH tjabb valtozata, a multicolour GISH (mcGISH) igen preciz
genomanalizist tesz lehetévé. Két vagy tobb, eltérd szinli fluorokrémmal jelolt genomi DNS-
proba alkalmazasaval és a hibridizacios koriilmények finomitasaval lehetoség nyilik az
allopoliploid fajok nagyon kozeli rokonsagban 1évé genomjainak megkiilonboztetésére is. A
hexaploid buza A, B és D genomjat el6szor MUKALI et al. (1993) kiilonboztette meg kettds
jeloléssel (A és D genom), melyet SANCHEZ-MORAN et al. (1999) fejlesztett tovabb FISH és
mcGISH kombinalasaval. MOLNAR et al. (2009) az mcGISH technikaval gamma-sugarzas
indukalta, U és M kromoszomak kozotti transzlokaciokat mutatott ki buza-Aegilops biuncialis
amfiploidokban. Az mcGISH-t buza/Thinopyrum hibridek és szarmazékaik jellemzésére is
adaptaltak (HAN et al. 2003, JAUHAR és PETERSON 2006). SEPSI et al. (2008, 2009)
levélrozsda rezisztens buza/Thinopyrum ponticum részleges amfiploid, MAHELKA et al. (2011)

pedig az allohexaploid Thinopyrum intermedium genomjait jellemezte a modszerrel.

2.5.2 Fluorescens in situ hibridizaciéo (FISH)

A GISH-sel ellentétben a FISH technika néhany szaz bazispar méretii, altalaban repetitiv
DNS- vagy RNS-szekvencidk hibridizalasaval ¢és specifikus hibridizacios mintazatuk
detektalasaval (PEDERSEN és LANGRIDGE 1997) a kromoszémak azonositasat teszi lehetdveé
(SCHWARZACHER és HESLOP-HARRISON 2000). A modszert elészér Drosophila politén
kromoszomakon alkalmaztak (LANGER-SAFER et al. 1982). Az enzimatikus detektalashoz
képest nagy eldrelépést jelentett a fluorokromokkal konjugalt antitestekkel torténd detektalas,
mely lehetdvé tette egyszerre tobbféle DNS-proba kiillonbozd hapténokkal torténd jelolését,
hibridizalasat és detektalasat, azaz a tobbszinli mcFISH technika kidolgozasat. A mcFISH-sel a
repetitiv szekvencidk elhelyezkedése a kromoszomakon lathatova tehetd, fizikailag térképezhetd
(LEITCH et al. 1991, LEITCH ¢és HESLOP-HARRISON 1992, MUKALI et al. 1993, JIANG és
GILL 1994a). Az 1980-as és *90-es években szamos repetitiv szekvencia fizikai térképezését
publikaltak, melyrél JIANG és GILL (1994b) 6sszefoglald cikke ad bdvebb attekintést. A leirt
mintazatok sok esetben a konstitutiv heterokromatinra jellemzd C-savok mintdzataval mutattak
hasonlésagot, melyek elemzése hozzdjarulhat a heterokromatinrdl alkotott ismereteink
bdvitésehez.

A 120 bp hossz pSc119.2 proba (McINTYRE et al. 1990) a BEDBROOK et al. (1980)
altal izolalt teloméras heterokromatin eredetli rozsszekvenciat tartalmazza. Ez a proba minden
rozskromoszoman ad specifikus hibridizacios jelet, a bizakromoszoémak koziil azonban csak 12
paron - a B kromoszémakon, valamint a 4A, 5SA, 1D, 2D és 4D kromoszoman (SCHNEIDER et
al. 2003) -, ezért onmagaban nem elengendd a buzakromoszomak megkiilonboztetésére. A buza

7 par D genomhoz tartozo kromoszomaja az Aegilops squarrosa fajbol izolalt 1Kb hossza pAsl
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1smétlodo szekvenciaval egyértelmiien azonosithato (RAYBURN ¢és GILL 1986). A két proba

eltérd szinti jelolésével és egyidejli hibridizalasaval a 21 par buzakromoszomabol 17, koztiik az
Osszes B és D kromoszoma, azonosithatd (MUKALI et al. 1993). A GAA mikroszatellit DNS-
szekvencia elsésorban a B-genomhoz kotédik, de jelet ad az A és a D-genom kromoszomain is
(DENNIS et al. 1980, PEDERSEN et al. 1996, PEDERSEN ¢s LANGRIDGE 1997). A pAsl és
a GAA szekvencia kombinalasaval mar mind a 21 par buzakromoszéma megkiilonboztethetd
egymastél (PEDERSEN és LANGRIDGE 1997, MOLNAR et al. 2007). Kiilonbozé Triticeae
fajokbol izolalt és Afal endonukledzzal emésztett pAsl szekvencidk (Afa-family) eldallitasaval
(NAGAKI et al. 1995) egyes A genomhoz tartozd kromoszomak is azonosithatova valtak.

A 18S-5.85-25S rRNS gének ismétlédoé szekvenciait tartalmazo 45S rDNS lokuszok a
kromoszémak masodlagos beflizédéseiben (NOR régidiban) helyezkednek el a legtobb novény-
¢s allatfajpan (ROA és GUERRA 2012). A 18S-5.8S-25S rRNS gének 100-1000 koépidban
ismétlédnek és nagyon konzervativak, ezért a bliza 45S rDNS-ét hordozé pTa7l DNS-probat
(GERLACH és BEDBROOK 1979) gyakran hasznaljak a Triticeae torzsbe tartozo fajok-
(BADAEVA et al. 1996a, b), koztik a Hordeum nemzetség torzsfejlodésének, rokoni
kapcsolatainak tanulmanyozasara (de BUSTOS et al. 1996, TAKETA et al. 1999, 2001, 2005). A
pTa7l repetitiv szekvencia a szatellittel rendelkezd kromoszémak aktiv. NOR-régidihoz,
valamint a szatellittel nem rendelkezé kromoszomak inaktiv NOR-régioihoz is hibridizalodik,
ezaltal az 1B és 6B szatellites kromoszoma mellett a 3D és 5D kromoszdma is azonosithatd. A
pSc119.2, az Afa-family és a pTa7l proba kombinalasaval az Aegilops umbellulata U és az
Aegilops comosa M genomjat hordozoé fajok kromoszémai is megkiilonbéztethetok (MOLNAR
et al. 2011).

A termesztett arpa genomjanak koriilbeliil 84%-a ismétlodé6 DNS-szekvencia
(INTERNATIONAL BARLEY GENOME SEQUENCING CONSORTIUM 2012), mely jol
jellemezhetd repetitiv. DNS-probakkal, a buzakromoszomékon sikeresen alkalmazott DNS-
probak koziil azonban nem mindegyik alkalmas az arpakromoszomak azonositasara. Rajtuk pl. a
pSc119.2 repetitiv szekvencia csak nem specifikus, szort jeleket ad. BROWN et al. (1999) a 18S
¢s 5S rDNS-szekvenciaval az Osszes arpakromoszomat meg tudta kiilonboztetni, de csak a
kromoszémaméretek és kararanyok ismeretében. A 118 bp hosszi, G+C bazisparban gazdag
(53%) (BELOSTOTSKY ¢s ANANIEV 1990), arpaspecifikus HvTO1 szubteloméras repetitiv
DNS-proba (SCHUBERT et al. 1998) a buzakromoszémakhoz nem hibridizalodik
(BELOSTOTSKY ¢és ANANIEV 1990), ezért kivaléan alkalmazhatd buza/arpa addicios
(SZAKACS és MOLNAR-LANG 2007, 2010) és szubsztiticiés vonalak kivalogatasara, ill.
azonositasara. A pTa7l az arpa-kromoszoémak koziil a szatellites SH €s 6H valamint a szatellittel

nem rendelkez6é 1H, 2H ¢és 7H kromoszoman is ad hibridizacios jelet (LEITCH ¢s HESLOP-
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HARRISON 1992). A GAA mikroszatellit-szekvenciaval toérténé hibridizaciokor az

meg (PEDERSEN et al. 1996). Az Afa-family-proba hibridizacios mintazatat TSUJIMOTO et al.
(1997) kozolte arpan. CARMONA et al. (2013) az (AG),, (AAG),, (ACT), és az (ATC),
mikroszatellit-proba FISH mintazatat jellemezte, és segitségiikkel arpafajtak kozotti
polimorfizmust irt le. A buza és az arpa mellett megfeleld repetitiv. DNS-szekvencidk
alkalmazasaval egyes rokon fajok (rozs, néhany Aegilops faj, Elytrigia elongata) FISH
kariotipusat is leirtdk (LAPITAN et al. 1986, PEDERSEN et al. 1996, BADAEVA et al.
1996a,b, LINC et al. 1999, 2012; MOLNAR et al. 2005).
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1 Novényi anyag

Kisérleteinkben buza/arpa transzlokacios vonalakat és sziilopartnereit, arpa és btiza
genotipusokat és biza/Agropyron glael hibrid utédvonalakat és sziildpartnereit vizsgaltuk (5.
tablazat).

5. tablazat A kisérletekben felhasznalt novényi anyagok

, genomaosszetétel, . . . -
nev . . szarmazas jellemzok
kromoszomaszam

Triticum aestivum L. subsp. aestivum

o ‘o 0szi, jol keresztezhetd
Martonvasari 9 krl (Mv9krl) Martonvasar idegen fajokkal, tar
:Asz_;lkazekorr_lugli' BBAADD, JaPén fakultgtiv, szalkas
Chinese Spring O=6x=42 Kina tavaszi, tar
~hi o , et ) tavaszi, ph1lb muticiot
Chinese Spring' phlb mutans Kina hordoz
'‘MvKarizma' Martonvasar | jarobtza, szalkas

Triticum turgidum subsp. durum (Desf.) Husnot
‘ BBAA, 2n=4x=28 ‘Magyarorszég ‘ 0szi

'GK Novodur'

Biza progenitor
Aegilops tauschii Coss.

| DD, 2n=2x=14

Hordeum vulgare L. subsp. vulgare

| génbanki sz: MVGB589

'‘Manasz' Ukrajna 0szi, hatsoros
‘Igri’ Németorszag | Oszi, kétsoros
'‘Betzes' Németorszag | tavaszi, kétsoros
'GK Sztaromega' Magyarorszag | 0szi, kétsoros
'Olte's' Mexiko tavaszi, kétsoros
WI2201 HH, 2n=2x=14 | pusztralia. | tavaszi, kétsoros
AZ-8501 Eszak-Amerika | §szi, hatsoros
CNE-16 Spanyolorszag | 0szi, hatsoros
CNE-73 Spanyolorszag | 0szi, hatsoros
CNE-91 Spanyolorszag | 0szi, hatsoros
'‘Golden Promise' Anglia tavaszi, kétsoros

Buza/arpa (‘'Chinese Spring'/'Betzes’) szubsztiticiés vonal

4H(4D) szubsztiticié | 2n=6x=42 Martonvasar | 6szi

Buza/arpa transzlokacios vonalak

'‘Asakazek./'Manasz' 4BS.7HL 2n=6x=42 Martonvasar 6szi

'‘MvOkr1'/lgri' 5SHS-7DS.7DL 2n=6x=42 Martonvasar | 6szi

Tarackbuza fajok, buza/Agropyron glael utédvonalak

Pseudoroegneria spicata StSt, 2n=2x=14 Kanada T914 (USDA)
Thinopyrum bessarabicum JJ, 2n=2x=14 Oroszorszag W6 10232 (USDA)

: : : . VIR-33860 (Oroszo.
Thinopyrum intermedium J1J3%'StSt, 2n=6x=42 | Oroszorszag PI565004 (émszo) )

. . JININFPFE, Argentina, D3494 (Arg), PI531737
Thinopyrum ponticum 2n=10x=70 Oroszorszag (Arg), VIR-44486 (Rus)
Agropyron glael 2n=8x=56 Oroszorszag MvGB1181
Mv9Okrl/A. glael BC1-BC; utdédok | ismeretlen Martonvasar nem éveldk
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3.2 Molekularis citogenetikai vizsgalatok
3.2.1 Citoldgiai preparatum készitése

A vizsgalt novényi anyagok szemeit Petri-csészébe helyezett, csapviz és desztillalt viz 1:1
arany( keverékével benedvesitett sziir6papiron csiraztattuk (1. abra/a). A csirazasnak indult
szemeket kb. 72 oran keresztiil 4°C-on taroltuk a gyokércsucs-merisztémasejtek osztodasanak
leallitasa, ill. a sejtosztddasok szinkronizalasa céljabol. Az osztdédas ujrainditdsdhoz a Petri-
csészéket 26°C-ra allitott termosztatba helyeztiik. Novényi anyagtdl fiiggéen 24-26 6ra mulva az
1-1,5 cm-es hosszusagu gyokereket (1. abra/b) jeges desztillalt vizbe tettiik minimum 26 o6rara. A
gyokérvégek eltavolitdsa utan a szemeket citoldogiai szammal ellatott tapkockakba iiltettiik a
novények felnevelése céljabol (1. abra/c). A gyokereket a hidegkezelést kdvetden 4-5 napig
abszolut alkohol és jégecet 3:1 aranyl keverékében, 37°C-on fixaltuk (1. abra/d), majd 90-120
percre 1%-os karminecetsavba helyeztiik at, hogy a gyokércsticsok megfestddjenek (1. abra/e). A
gyokereket felhasznalasig frissen készitett fixalo oldatban, -20°C-on taroltuk (1. &bra/f).
Preparatumkészitéskor a sejteket a gyokércsucsokbol kiszabaditottuk, 45%-0s ecetsavoldatban,
elézetesen zsirtalanitott targylemezen szétnyomtuk és faziskontraszt-mikroszkop alatt vizsgaltuk.
A vélhetden teljes kromoszomaszamu sejteket tartalmazd prepardtumokrol a feddlemezt
folyékony Nj-ben tortént fagyasztas utan eltavolitottuk, majd etanol sorozatban tortént

dehidrataléas utan a targylemezeket felhasznalasig -20°C-on taroltuk.

1. abra Citologiai preparatumkészités elokésziiletei
a. Benedvesitett sziirdpapiron a szemek csiraztatasa b. Optimalis hosszusagt (kb 1,5cm)
gyokerek leszedése jeges vizbe C. A szemek eliiltetése, névények felnevelése d. Gyokerek
abszolut alkohol ¢és jégecet 3:1 aranyu keverékében e. A gyokerek karminecetsav 1%-0S
oldataban f. Tarolas fixalo oldatban
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3.2.2 Probajelolés

- GISH probak jelolése nick transzlacioval

Az arpa kromoszoémak kimutatdsdhoz teljes 4arpa genomi DNS-t jeldltiink nick-
transzlacioval. Fiatal novények levelébdl SHARP et al. (1988) modszere szerint nagy
koncentracioji (>1000ug/ml) DNS-t izolaltunk. A jeldléshez 1pug DNS-t tartalmaz6 oldatot steril
MQ vizzel 16 pl-re egészitettiink ki, majd 4ul Biotin-Nick Translation Mix-et (Roche) adtunk
hozza, melynek Osszetétele: 50% glicerinben stabilizalt puffer, DNS-polimeraz I, DNaz I, 0,25
mM dATP, 0,25mM dCTP, 0,25mM dGTP, 0,17mM dTTP és 0,08 mM Biotin-16-dUTP. A nick
transzlaciot PCR késziilékben (Eppendorf Mastercycler) 15°C-on, 90 percig végeztik. A
folyamat leallitasa 1ul 0,5M EDTA hozzaadasaval 10 percig, 65°C-on tortént. A probat
felhasznalasig -20°C-on taroltuk. A D genom kimutatasahoz Aegilops tauschii genomi DNS-t
jeloltiink Digoxigenin-Nick Translation Mix Kit (Roche) alkalmazasaval az arpanal ismertetett

modon.

- GISH probak jelolése random priming modszerrel

A Th. intermedium és Th. ponticum kromoszoémak kimutatasahoz a probajeldlést random
priming moédszerrel végeztiik a Roche altal forgalmazott High Prime DNA Labeling Kit-tel. Az
ehhez sziikséges genomi DNS-eket a diploid Pseudoroegneria spicata (St genom) és Th.
bessarabicum (J =E° genom) fajbol izolaltuk. A DNS-eket 10 percig kuktaban forraltuk, majd 2
png DNS-t tartalmaz6 oldatot 12 pl-re egészitettiink ki steril MQ vizzel. A 12 ul DNS-bdl, 5 pl
(biotint vagy digoxigenint tartalmazd) ANTP mixbdl, 2 pl Hexanucleotide Mix-bdl (Roche) és 1
ul Klenow enzimbél (Roche) allo keveréket PCR késziilékben 37°C-on, 16-20 oran keresztiil
inkubaltuk. A kész probakat -20°C-on taroltuk és felhasznalas eldtt 5 percig kuktaban forraltuk.
A J genomot biotinnal, az St genomot digoxigeninnel jeldltiik.

- FISH probak jelolése PCR reakcioval
A buza- és arpakromoszomak azonositasat repetitiv DNS-probakkal végeztiik. A sziikséges

szekvencidkat a megfeleld primerparokat hasznidlva PCR-reakcioval felszaporitottuk, majd a
reakciotermékeket templatként hasznalva egy ujabb PCR-reakcidval biotint (Biotin-11-dUTP -
Roche) vagy digoxigenint (Digoxigenin-11-dUTP - Roche), illetve azok 1:1 aranyu keverékét
beépitettiik a probakba.
Arpakromoszémék azonositasahoz hasznalt FISH probék:

» HvTO1: arpaspecifikus, szubteloméras repetitiv szekvencia (SCHUBERT et al. 1998);

digoxigeninnel vagy kettdsen (biotin+digoxigenin) jeldlve
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» pTa7l: NOR-régiora specifikus rDNS klon (GERLACH és BEDBROOK 1979) vagy
szekvencia (CHANG K.D. et al. 2010); biotin+digoxigeninnel jelolve

» (GAA)7: centroméra koriili heterokromatinra specifikus szekvencia (PEDERSEN et al.
1996); biotinnal jeldlve

» (AGGGAGQG),: arpacentroméra-specifikus szekvencia (HUDAKOVA et al. 2001);
digoxigeninnel jel6lve

Buzakromoszomak azonositdsdhoz hasznalt FISH probak:

» Afa-family: heterokromatin-specifikus pAsl szubklon (NAGAKI et al. 1995);
digoxigeninnel jelolve

» pScl19.2: szubteloméras repetitiv szekvencia (MCINTYRE et al. 1990); biotinnal jelolve

» pTa7l: biotintdigoxigeninnel jeldlve

3.2.3 Genomi in situ hibridizacié (GISH és mcGISH)

A citoldgiai preparatumokat a hibridizacié eldtt elokezelésnek vetettiik ald. Ennek Iényege
az RNS, valamint a felesleges citoplazma ¢és egyeb fehérjék eltavolitasa, ezt kovetden fixalas. Az
elokezelések 1épései:

1. RNaz-kezelés: 45 perc, 37°C (ribonukleaz A (Sigma-Aldrich); 5 mg/mL 2xSSC-ben)
2. Mosas: 2xSSC oldatban 2x3 perc, 37°C

3. Pepszinkezelés: 1 perc, 37°C (1 mg/mL pepszin 10 mM HClI-ben oldva)

4. Mosas: 2xSSC oldatban 2x3 perc, 37°C

5. Utofixalas: 4%-o0s paraformaldehidben 1x10 perc, szobahdmérséklet

6. Dehidratalas jéghideg alkoholsorozatban (70% - 90% -100%): 5-5perc

7. A lemezek szaritasa szobahomérsékleten

A 30ul hibridizaciés keverék 20ng jelolt probat, 600ng blokkolo DNS-t (a kimutatni nem
kivant genomok DNS-e), valamint 100%-o0s formamidot (Sigma-Aldrich), 20xSSC-t, 10%-0s
SDS-t tartalmazott (5:1:0,1aranyban), melyet 10%-os dextran-szulfattal (Amresco) egészitettiink
ki a végtérfogat (30ul) eléréséhez preparatumonként. A hibridizacios keveréket a preparatumra
cseppentettiik és fedélemezzel buborékmentesen lefedtiik. A hibridizacié 1épései a kovetkezdk
voltak:

1. A kromoszoma-DNS ¢és a hibridizacios keverék denaturaldsa PCR-késziilékben: 6 perc,
75°C

2. Hibridizaci6 vizparas kornyezetben, hibridizaciés kamraban: kb. 18 6ra (egy ¢éjszaka), 42°C

3. Poszthibridizaciés mosas a nem specifikusan hibridizalédott szekvencidk eltavolitasa

céljabol: 4xSSC-Tween, 5 perc, 42°C
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4. A biotinnal vagy digoxigeninnel jeldlt szekvencidk detektalasa TNB-ben oldott 10 pg/ml
streptavidin-FITC (Roche) ill. antidig-rhodamine (Roche) antitesttel: 37°C, 30 perc,
sOtétben

5. Mosas: 4xSSC-Tween, 2x5 perc, szobahdmérsékleten

6. A kromoszomak kontrasztfestése fakulast gatlo VectaShield-ben (Vector Laboratories)
oldott 2 pg/ml DAPI-val (Amersham)

mcGISH

Az Agropyron glael kromoszomainak kimutatasahoz a technikat optimalizalni kellett. Az
iIsmertetett protokoll a modositasok utani valtozat. A preparatumokat 100%-0s formamid, 10%-
os DS ¢és 20xSSC 5:1:1 aranyu keverékével 75°C-on 6 percig denaturaltuk, majd jéghideg
etanolsorozatban dehidrataltuk. A targylemezenként 15 pl hibridizdcidos mix Osszetétele a
kovetkezd volt: 100ng (biotinnal jeldlt) J és 100ng (digoxigeninnel jeldlt) St genomi proba, 6ug
buzablokkolo, valamint formamid:DS:20xSSC=5:4:1 aranyban (a Th. intermedium és a Th.
ponticum kromoszomainak kimutatdsahoz nem hasznaltunk blokkolot). A hibridizacios
keveréket PCR késziilékben szintén 75°C-on és 6 percig denaturdltuk, majd a mar elézetesen
denaturalt kromoszoma-preparatumra cseppentettiik. Az elokezelés, a hibridizacio és a detektalas
1épései kisebb modositasokkal megegyeztek a GISH-nél leirtakkal.

A hibridizaciok eredményét Plan Neofluar 63x olajos objektivvel felszerelt Zeiss
Axioscope 2 epifluoreszcens mikroszkoppal (Zeiss, Germany) vizsgaltuk. A DAPI
kontrasztfestést Zeiss Filterset 01 szlir@vel, a jeldlt probak hibridizaciés mintazatat a FITC és a
Rhodamine emisszids spektrumara egyarant érzékeny kétsavos szlirén (Zeiss filter set 24)
keresztiil, Spot CCD kameraval (Diagnostic Instruments, USA) fényképeztik. A képek
kiértékelése, szerkesztése Image-Pro Plus 5.1 szoftverrel (Media Cybernetics, USA) tortént. A
GISH képeken a nagyitds mértékét nem tiintettiik fel, mivel a digitalis technikdnak kdszonhetéen
tetszOleges mértékben nagyithatok a képek. A nagyitds mértékének szemléltetéséhez a képeken

elhelyezett skalat alkalmaztunk.

3.2.4  Fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH)

Amennyiben a FISH-t megel6z6en a preparatumon GISH-t vagy mcGISH-t végeztiink, a
hibridizacioés jeleket eltavolitottuk. A jelolédések lemosasa SF50 oldatban (50%-0s
formamidban) 42°C-on tortént (2x5perc), melyet 2x5 perces 4xSSC-Tween-ben végzett lemosas
kovetett. A preparatumonként 30 pl hibridizaciés keverék 50% formamidot, 10% 20xSSC-t, 1%

SDS-t, 50 ng/ul lazac sperma (blokkold) DNS-t és az azonositani kivant kromoszématol fliggden
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2-3 kiilonboz6 FISH probat (probanként 40 ng) tartalmazott. A keveréket sziikség szerint DS-sel
egészitettiink ki 30 ul-re.
A hibridizacid soran akalmazott probakombinaciok a kovetkezok voltak:

e HvTO1 (piros), (GAA); (zold), pTa7l (sarga)

e Afa-family (piros), pSc119.2 (zold); pTa71l (sarga)

e (AGGGAG), (piros), pSc119.2 (zold), HvTO1 (sarga)

e Afa-family (piros), HvTO01 (zold), pTa71 (sarga)

e HvTO1 (piros), GAA (zold)

e GAA (piros), HvVTO1 (zold)

A elbkezelések és a detektalasi 1épések kis modositasokkal megegyeztek a GISH-nél
leirtakkal. A hibridizaci6 37°C-on tortént, a poszthibridizacios mosast 4xSSC-ben (37°C, 2x5
perc) végeztiik. A biotinnal, digoxigeninnel vagy a kettd keverékével jelolt szekvencidkat TNB-
ben oldott 10 pg/ml Streptavidin-FITC és 10 pg/ml Antidig-rhodamine antitestekkel tettiik
fluoreszcensen jeloltté és biotin esetén zold, digoxigenin esetén piros, kettds jeldlés esetén sarga

hibridizacids jeleket detektaltunk.

3.3 SSR marker analizis
3.3.1 A 7D kromoszoma fizikai térképezése
Az Mv9krl btza genotipus, az 'Igri' arpafajta ¢és az Mv9kr1/'Igri' keresztezésbol szarmazo

SHS-7DS.7DL transzlokaciés vonal 2 hetes novényeinek leveleibél genomi DNS-t izolaltunk
DOYLE ¢s DOYLE (1990) moédszere szerint. A polimeraz lancreakciokat GeneAmp PCR
System 9700 (Applied Biosystems) és Eppendorf Mastercycler (Eppendorf) késziilékekeben
veégeztiik. A 25 pl végtérfogatu reakcioelegy a kovetkezd dsszetevoket tartalmazta:

20 ng templat DNS,

0,1-0,1 uM primer,

0,2 mM dATP, 0,2 mM dCTP, 0,2 MM dGTP, 0,2 mM dTTP,

5uL of 5x Green GoTaq reaction buffer (MgCl, koncentracidja 1,5 mM), (Promega)

0,625 unit Tag polymerase (Promega).

A PCR-t az aldbbi reakciokoriilmények kozott végeztiik (RODER et al. 1998; GANAL és
RODER 2007):
1. elédenaturacio 92°C-on, 3 perc
2. 45 cikluson keresztiil
denaturécio 92°C-on, 1 perc

primerkapcsolddas (annealing) primerpartol fiiggden 50, 55 vagy 60°C-on, 1 perc
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a komplementer szal szintézise 72°C-on, 2 perc

3. az 0sszes DNS-szintézis befejezésére szolgald extenzid 72°C-on, 10 perc

A 7D kromoszéma fizikai térképezéséhez 6sszesen 45 db 7D specifikus primerpart
alkalmaztunk. Az Xgwm (Gatersleben wheat microsatellite) jelzéstiecket Marion S. Réder (IPK-
Gatersleben, Németorszag) helybeni felhasznalasra bocsajtotta rendelkezésiinkre, melyeket a

GrainGenes 2.0 adatbazis megfelel6 SSR  markereivel (http://wheat.pw.usda.gov/

GG2/index.shtml) egészitettiink ki.

Az alkalmazott SSR markerek:

Xbarc0184, Xbarc0126, XgwmO0044, Xwmc0506, XgdmO0130, XgwmO0350, Xbarc0214,
Xgdm0086, Xgwm1ll, XgwmO0735b, Xgwml1258a, Xgwml1123, Xgwm1250, Xgwml1000a,
Xgwm1055, Xgwm0635a, Xgwm1014, XgwmO0885, Xgwml220, Xgwm0295, Xgwnl002,
Xwmc0437, Xwmc0094, Xbarcl046, Xbarc0172, Xbarc011l, Xgdm0046, XgdmO0067,
Xbarc0053, Xgwm0428, Xgwm0037, Xcfd0069, Xgdm0142, Xgdm0150, Xgdm0084, XgwmQ974,
Xgwm1044, Xgwm0780, Xgwml1007, Xgwml1154, Xgwml242, Xgwml1168, XgwmO0121a,
Xgwm1276, és Xgwm1102.

A PCR termékek futtatasa kétféle modon tortént. A keletkezett fragmentek szétvalasztasa
automated laser sequencer ALFexpressll (Amersham Biosciences) késziilékben tortént a
rovidebb gélkazetta alkalmazasaval (40minta/ alkalom). A 0,35mm vastagsagl elvalasztd gél 8%
(w/v) akrilamid/biszakrilamid monomereket tartalmazott (ReproGel High Resolution -GE
Healthcare Bio-Sciences AB, Svédorszag). A gélek 0,75 x TBE pufferben futottak 850V, 50mA,
50W ¢és 50 °C beallitasi paraméterekkel 50-80 percig. A mintdkhoz adott ismert
fragmenthosszusagi molekuldk (internal standard) és a soronként alkalmazott (external standard)
létrak alkalmazasaval tortént a fragmenthosszok meghatarozasa Fragment Analyzer 1.02
(Amersham Biosciences) programmal. A PCR termékek egy részét ethidium-bromidot
tartalmazo 2%-0s agardz gélen, 50bp-os DNS 1étra (Fermentas, Litvania) jelenlétében futtattuk.
A DNS-fragmentek lathatova tétele €s a kapott fragmenthosszusagok becslése SynGene GelDoc

system (SynGene, Cambridge, Anglia) késziilékben tortént.

3.3.2 Buza/A. glael utodvonalak molekularis marker analizise

A buza/A. glael utdédokon (194, 195, 196-o0s parcellaszamu vonalak), az Mv9krl buza
genotipuson, az A. glaelen és sziiléi genotipusain (Th. intermedium, Th. ponticum) a kdvetkezo
rezisztenciagénekkel kapcsolt molekularis markereket és kontroll genotipusokat alkalmaztuk:

Lr19: STSLr19;:3 (PRINS et al. 2001), kontroll genotipus: SO91-1027
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Lr24: J09-STS (SCHACHERMAYR et al. 1995), kontroll genotipus: TC24
(Thatcher*6/Agent)

Lr29: SCAR marker Lr29F18-Lr29R18 (PROCUNIER et al.
http://maswheat.ucdavis.edu/protocols/Lr29/), kontroll genotipus: TC29
(Thatcher*6//CS7D/Ag#11)

Sr26: Multiplex PCR, Sr26#43 (Sr26 jelenlétének kimutatasara), BE518379 (6AL-
specifikus, Sr26 hianyanak kimutatasara) (LIU et al. 2010), kontroll genotipus: Sunelg

A PCR reakciokat Applied Biosystem 9700 PCR (Life Technologies, California, USA)

késziilékben végeztik az adott markernek optimalis primerkapcsolodasi homérsékletek
alkalmazaséaval. A 20 ul végtérfogatu reakcidelegy a kovetkezd dsszetevoket tartalmazta:

200 ng templat DNS,

0,1-0,1 uM primer,

0,9 uM dATP, 0,9 uM dCTP, 0,9 uM dGTP, 0,9 uM dTTP,

2,34 mM MgCl,

1 unit goTaq DNS polimeraz (5 U/u, Promega)

5% Green GoTagq flexi buffer, (Promega) a végtérfogat eléréséhez sziikséges

mennyiségben.
A PCR termékeket ethidium-bromidot tartalmazo 1,5%-os SeaKem agaréz gélen (Lonza,
Rockland, ME, USA), 100bp-os DNS Iétra (GelPilot 100 bp Plus Ladder, Qiagen, Germany)
jelenlétében futtattuk. A DNS-fragmentek lathatova tétele és a kapott fragmenthosszisagok

becslése SynGene GelDoc system (SynGene, Cambridge, Anglia) késziilékben tortént.

3.4 Novénynevelés, keresztezések

A molekularis citogenetikai iton elemzett, tapkockaban nevelt novényeket 6-8 hétig 4°C-
on vernalizaltuk, majd cserepekbe iiltettiik at és fitotroni, Conviron PGR-15 tipust ndvényneveld
szekrényben helyeztiik el. A novénynevelés TISCHNER et al. (1997) altal kidolgozott mddszer
szerint tortént. Bokrosodasig 12 ora megvilagitast (200 pmol m™ S'l), valamint 15°C nappali és
10°C ¢jszakai hOmérsékletet alkalmaztunk, majd szarba indulaskor, virdgzaskor és a
szemfejlédés kezdetén 2°C-kal noveltiik a hdmérsékleteket €s 2 draval a megvilagitas hosszat. A
learatott ndvények szemeit 4 °C-0s génbanki kamraban taroltuk.

A buzalarpa és a buza/A. glael eredeti introgresszids vonalakat a sziil6i genotipusokkal
egyiitt tenyészkertben tartottuk fenn, szaporitottuk és szelektaltuk. Ontermékenyités céljabol a
kalaszokat izolatorzacskoval lattuk el. A buza/A. glael BC; nemzedékébdl szarmazo utdodvonalak

visszakeresztezésekor apai partnerként a szintén tenyészkertben nevelt Mv9krl buzagenotipust
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¢és az 'Mv Karizma' buzafajtat hasznaltuk. Az anyandvényeket 3-5 nappal a kasztralds utan

porgetéses modszerrel poroztuk.

3.5 Szemek y-besugarzasa

A 'Chinese Spring'/'Betzes' kombinaciobol szarmazé 4H(4D) szubsztitlcids vonal szaraz
szemeinek sugarkezelését (100Gy dozisa °°Co y-sugarzas) az MTA  Energiatudomanyi
Kutatokozpontban végezték el. A besugarzott My nemzedékben a 1étrejott intergenomikus
transzlokaciokat, az M1 nemzedékben a buza/arpa transzlokaciok stabilitasat vizsgaltuk GISH-

sel.

3.6 Felvételezés, statisztikai analizis
A buza/arpa addicios és transzlokacids vonalak, a buza/A. glael utdodvonalak, valamint a

sziil6i genotipusok statisztikai elemzéséhez 10-10 Kijelolt novényen az alabbi fenotipusos
paramétereket mértiik:

e novénymagassag (cm)

e bokrosodas: novényenkénti kalaszok szama (db)

o fokalasz hossza (cm)

e kalaszonkénti kalaszkaszam (db)

o fertilitas: kalaszkankénti szemszam (db)

e fokalaszonkénti szemszam (db)

e novényenkénti szemszam (db)

e ezerszemtomeg (g)
A kapott értékeket a buza sziildpartnerhez hasonlitottuk. A statisztikai elemzést Student-féle
kétmintas t-probaval (Microsoft Excel adatelemzd csomag), P = 0,05 szignifikancia szinten
végeztik el. A buza/A. glael utdodok spontan levélrozsda- és sargarozsda-fertdzottségének
mértékét tenyészkerti koriilmények kozott, 0-4 skalan bonitaltuk, ahol a 0 a tiinetmentes,

rezisztens, 4 a nagyon fogékony kategoriat jeloli (STAKMAN et al. 1962).

3.7 Mesterséges lisztharmat fert6zések
A buza/A. glael introgresszios vonalak csirandvénykori mesterséges lisztharmat fertdzését
tiveghdzban végeztiik. A vetést kovetd 10. napon, 1-2 leveles korban fertdztiik 3 ismétlésben a
random elrendezéssel elvetett genotipusok, ismétlésenként 10-10 ndvényét a 'Carsten V.' fajtan
felszaporitott izolatummal (Blumeria graminis f.sp. tritici PO7-14; virulens a Pm1, Pm2, Pm3a,
Pm3d, Pm4a, Pm4b, Pm5, Pm6, Pm7, Pm8, Pm17 vagy Pm1,2,9, Pm2,4b,8, Pm2,6, Pm2,Mld

génkombinacidt hordozo differenciald fajtakon, avirulens a Pm3b, Pm3c, Pm3f allélt hordozé
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buza genotipusokon). A konidiumokat a novények levélfeliletére raztuk. Az iiveghaz
homérséklete a kisérletek idején 18°C, az izolatorladak alatt a levegd relativ paratartalma 80-
90% volt. A természetes megvilagitast mesterségessel egészitettiik ki (6-126ra, 9-12 klux/nap).
Vizsgalt genotipusok:

- 2014-ben aratott Mv9krl/Agropyron glael BC; 10 alkalommal ontermékenyitett utddok

(4 minta): 194, 195, 196, 197

- 9 alkalommal 6ntermékenyitett, egyszer szabadon virdgzott utddvonal: 198. parcellaszam

- Mv9krl/Agropyron glael BC, dntermékenyitett utdd: 222 parcellaszam

- sziil6partnerek: Mv9krl, '‘Chinese Spring’, 'Mv Karizma',

- Carsten V. fogékony kontroll

A fertézést kovetd 10. napon a fertézés tipusat NOVER (1957) médszere alapjan hataroztuk

meg. A rezisztens genotipusok 0-2, a fogékonyak 3-4 értékekkel jellemezhetok.
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4, EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

4.1  Arpagenotipusok kromoszéma-polimorfizmusanak vizsgilata mcFISH technikaval
A kromoszomakon madas-mds pozicioban specifikus mintdzatot add, a molekularis
citogenetikai vizsgalatokban altalanosan hasznalt repetitiv DNS-probakkal - (GAA);, HvTOl1 és
pTa7l - végeztink mcFISH-t annak megallapitasara, hogy kimutathato-e polimorfizmus a
termesztett arpa (Hordeum vulgare ssp. vulgare) eltéré foldrajzi eredetli, névekedési tipusu és
kalaszszerkezetli fajtai, illetve genotipusai (tovabbiakban egységesen genotipusok) kozott. A
hibridizaciés mintdzatok Osszehasonlitasahoz eldszOr beazonositottuk az egyes genotipusok
kromoszomait, majd kariogramokat készitettiink. A 2. abran példaként az 'lgri' kariotipusat és

kariogramjat mutatjuk be.

2. abra Az 'Igri' arpafajta mcFISH-mintazaton alapul6 kariotipusa szomatikus, mitotikus
sejtben (fent), valamint a segitségével alkotott kariogram (lent). Az alkalmazott
probakombinacio: (GAA)7 - zold, HvTO1 — piros, pTa7l - sarga. Skala: 10pm

A (GAA); mikroszatellit DNS-proba a szekvenciara jellemzé modon elsésorban a

crcr

ez is hozzajarult ahhoz, hogy az egyes arpagenotipusok (GAA); mintazataban nem tudtunk

kiilonbséget kimutatni, valamennyi kariogram teljes azonossagot mutatott az 'lgri' fajtaéval (3.
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abra/a). A hibridizacios savok szimmetrikus eloszlast mutattak a centroméra koriil, ami alol csak
az SH kromoszoma volt kivétel, melynek a révid karjan egyetlen gyenge jel volt detektalhato.

A 45S rDNS-t tartalmaz6 pTa7l és az arpaspecifikus szubteloméras HvT01 DNS-proba
eltéréseket tapasztaltunk a tiz vizsgalt arpagenotipus kozott (3. abra/b-f).

A kromoszomak koziil az 1H bizonyult a legvaltozatosabbnak, azonban a polimorfizmus
kizarolag a pTa7l proba hibridizaciés helyeire korlatozodott. A 45S rDNS-szekvencia
kromoszomalis elhelyezkedése alapjan az arpagenotipusok négy csoportjat kiilonboztettiik meg.
(3. abra/b) Az 'A' csoportba soroltuk az 'Igri', 'Olte’s' és WI2291 genotipust, melyekben a
kromoszéma rovid karjan interkaldrisan elhelyezkedd sav intenzitasa a legerésebb volt. A 'B'
csoport (AZ8501, CNE-16 és 'GK Sztaromega') egész halvany fluoreszcens jelet mutatott
ugyanebben a pozicidban, ugyanakkor a 'C' jeli csoportban (CNE-73, CNE-91 és 'Manasz')
pTa7l jel nem volt detektalhato. A 'D' csoport egyediili tagja a ‘Golden Promise’, melynek
(meglep6 modon) mindkét karjan detektaltunk a 45S rDNS-szekvencia jelenlétére utald
hibridizécios savot.

A 2H kromoszoma kisebb variabilitast mutatott. Az rDNS jelenlétére utalo pTa7l jelet a
vizsgalt genotipusokban nem detektaltunk. A HvTO1 proba valamennyi genotipusban azonos
helyre és azonos intenzitassal térképezddott a rovid karon, azonban a hossz karhoz eltérd
erdsséggel hibridizalodott. Hatarozott szubterminalis jelet adott az AZ-8501, a 'Golden Promise'
¢s a 'Manasz' arpafajtakban (‘A’ csoport), ugyanakkor a 'B' csoportban (CNE-16, CNE-73, CNE-
91, 'GK Sztaromega', 'lIgri', 'Olte’s’ és WI2291) csak egy nagyon halvany, sokszor alig
észreveheté HvTO1 sav volt megfigyelhet6 (3. abra/c).

A 3H kromoszéman, a 2H-hoz hasonléan, pTa71 jelet nem detektaltunk. A HvTO1 proba a
3HS rovid karon nem mutatott polimorfizmust, az egyetlen szubteloméras jel genotipusonként
azonos erdsségli volt. A 3HL az egyetlen arpa-kromoszomakar, amelyen ez a szekvencia egynél
tobb helyre térképezddott. Ennek alapjan harom genotipuscsoportot kiilonitettiink el. Az ‘A’
csoportban (AZ8501, CNE-73, CNE-91, 'Golden Promise’, 'Igri’, 'Olte’s' és WI2291) disztalisan
két erés és proximalisan egy nagyon halvany, a 'B' csoportban ('GK Sztaromega' és 'Manasz')
disztalisan egy erés, proximalisan két gyenge jelet detektaltunk. A CNE-16 spanyol
arpavonalban (‘'C' csoport) csak harom nagyon halvany HvTO1 hibridizacidés hely volt
kimutathat6 (3. abra/d).

A 4H kromoszomak kozott nem tapasztaltunk polimorfizmust. A HvTOl szekvencia

A szatellites SH kromoszéma polimorf jellege csak a hibridizaciés jelek intenzitasaban

nyilvanult meg. Az SH révid kar méasodlagos befiizddésében egy halvany, rDNS jelenlétére utald
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pTa71 jelet és a hosszu kar szubterminalis részén egy kozepes intenzitdsa HvTO1 hibridizacios

helyet kizardlag a 'Manasz' arpafajtdban ('A' csoport) detektaltunk. A tobbi genotipus (‘B

Igri, Olte’s,

GK Sztaromega,
WI2291, AZ8501,
CNE-16, CNE-73,
CNE-91, Manasz
Golden Promise

A:Igri, Olte’s, WI2291
B: AZ8501, CNE-16,
GK Sztaromega
C: CNE-73, CNE-91, Manasz
D: Golden Promise

A: AZ-8501, Golden Promise, Manasz
B: CNE-16, CNE-73, CNE-91, GK Sztaromega,
Igri, Olte’s, WI2291

A: AZ8501, CNE-73, CNE-91. Igri, Olte’s,
WI2291, Golden Promise,

B:'GK Sztaromega' és Manasz'

C: CNE-16

A: Manasz
B: Igri, Olte’s, GK Sztaromega, WI12291, AZ8501,
CNE-16, CNE-73. CNE-91, Golden Promise

A: AZ-8501, CNE-16, GK Sztaromega’, Igri, Olte’s
B: CNE-73, CNE-91. Golden Promise, Manasz, WI2291

3. abra a. A (GAA); mikroszatellit-szekvencia (zold) és a pTa71 proba (sarga)
hibridizacidés mintdzatanak kariogramja és idiogramja az 'Igri' arpafajta kromoszoémain. Jobb
oldalon a GAA hibridizacidés mintazatot mutato arpa genotipusok
b-f. A pTa71 (sarga) és a HvTO1 (piros) repetitiv DNS-probaval polimorfizmust mutato
arpakromoszomak kariogramja és idiogramja valamint az adott csoportot (A-D) jellemzd
arpa genotipusok. A hibridizacids jelek kozotti pozicio- és/vagy intenzitasbeli kiilonbségeket
nyilak jelolik
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A szintén szatellittel rendelkez6 6H kromoszoma, a 4H-hoz hasonldéan, nem mutatott
polimorfizmust. A kromoszémak masodlagos befiiz6désében intenziv pTa71 savot, a rovid és
hosszu karon szubterminalis pozicioban erés HvTO1 jelet detektaltunk.

A 7H kromoszomak két tipusat lehetett elkiiloniteni a 45S rDNS-szekvencia jelenléte (‘A’
csoport: AZ-8501, CNE-16, 'GK Sztaromega', 'lgri’, és 'Olte’s") vagy hianya ('B' csoport: CNE-
73, CNE-91, 'Golden Promise', 'Manasz' és WI2291) alapjan. A HvTOl DNS-proba

térképezddésében nem tapasztaltunk polimorfizmust (3. abra/f).

4.1.1 Arpagenotipusok kromoszéma-polimorfizmus vizsgalatainak megvitatasa

Az autogam (6nmegporz0) termesztett arpaban a megporzas zart viragban, sajat pollennel
torténik (kleisztogdmia), ezért genetikai variabilitdsa alacsony szinti. Az arpaban kromoszoma-
szinten megnyilvanuldé polimorfizmusrol kevés adat all rendelkezéslinkre. A hagyomanyos
egyszinli C- és N-savozasi technika csak a konstitutiv heterokromatinra jellemz6 savok - fdleg
méretbeli - kiillonbozdségeinek kimutatasara volt alkalmas (LINDE-LAURSEN 1978, KAKEDA
1991) és segitségvel elsdsorban fajok kozotti rokonsagi kapcsolatokat tanulmanyoztak (VOSA
1976, LINDE-LAURSEN et al. 1992, VAHIDY ¢s JAHAN 1995). Vizsgélataink soran FISH
polimorfizmust mutattunk ki tizenegy &rpagenotipus homolog kromoszémai kozott. A
haromszinti FISH mintazat alapjan a 4H és a 6H kromoszoma bizonyult a legkonzervativabbnak
PEDERSEN ¢és LINDE-LAURSEN (1994) megfigyelésével ellentétben, akik a 4H kromoszoma
rovid karjan rDNS-klaszterek jelenlétét mutattak ki, de vizsgalataink soran pTa7l jelet egyik
genotipusban sem figyeltink meg. A 4H kromoszémak kozotti polimorfizmus hidnya
ugyanakkor jo egyezést mutatott az INTERNATIONAL BARLEY GENOME SEQUENCING
CONSORTIUM (2012) vizsgalataival, mely szerint a tobbi drpakromoszomahoz képest a 4HS
karon szignifikansan kisebb az SNV (single-nucleotide variation) gyakorisag, ami valdsziniileg a
4HS rendkiviil alacsony rekombinécios gyakorisagnak a kovetkezménye.

A GAA mintazat elhelyezkedése jO egyezést mutatott a KAKEDA et al. (1991) altal
Wright-oldattal detektalt C- és N-savokkal, azonban az er6sebb jelek Osszeolvadtak. Az 'Emir’
arpafajta 1H hosszl karjan szubterminalis régioban PEDERSEN et al. (1996) altal leirt (GAA);
jel az altalunk vizsgalt genotipusokban nem jelent meg. Vizsgalatainkkal nagyjabol egyidében
CARMONA et al. (2013) négy mikroszatellit- szekvencia (AG, ACT, ATC és GAA) fizikai
térképezését végezte el tizenkét, a 'Golden Promise' kivételével az altalunk tanulméanyozottol
eltéré arpafajtdn nem-denaturdld FISH technikdval. Az (GAA)s szekvencidval a (GAA);
mintdzataval csaknem teljesen megegyezd hibridizacios jeleket detektaltak, azonban

megfigyeléseinkkel ellentétben a 3H kromoszdma hosszu karjan polimorfizmust tapasztaltak.
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A pTa7l proba a 'Golden Promise' fajtan jellegzetes mintazatot mutatott. Ezt a fajtat a
'Maythorpe' fajtabol mutacids nemesitéssel allitottdk eld, ami magyarazatot adhat a mas
fajtakban eddig még nem megfigyelt jelenségre. Elképzelhetd, hogy a gamma-sugarzas hatasara
az 1HS kromoszémakaron taldlhatdé rDNS-szakasz duplikaldodott, majd az 1HL karra
transzlokalodott, de az sem kizarhatd, hogy a szekvencia a 7H kromoszémarol transzlokalodott
az 1H-ra, mivel a 'Golden Promise' 7H kromoszémajara nem térképezddik a 45S rDNS-
szekvencia. Ugy véljiik, hogy a késébbick soran érdemes lenne tanulméanyozni, hogy a
kimutatott kromoszéma-atrendez6dés milyen mértékben és milyen modon jarult hozza a ‘Golden
Promise' fajta min6ségének javulasahoz.

A HvTOl szubteloméras DNS-szekvencia hibridizaciés mintazata alapjan a 3H
kromoszéma hosszu karjat talaltuk a legvariabilisabbnak. Hipervariabilis DNS-probakkal végzett
vizsgalatok kimutattdk, hogy a ndvényi genom evollicidsan leggyorsabban valtozd része a
kromoszémak szubteloméras régidja (BROUN et al. 1992).

Eredményeink igazoljdk, hogy az intenziv nemesités hatasara besziikiilt genetikai
allomanyu, ontermékenyiilé termesztett arpaban is létezik kromoszdmaszinten kimutathatd

polimorfizmus a genotipusok kozott.

4.2 Uj baza/arpa transzlokaciék elemzése
4.2.1 'Asakazekomugi'/'Manasz' 4BS.7HL transzlokacios vonal citolégiai jellemzése
Eldszor a transzlokacids vonal diszomas jellegét ellendriztik GISH-sel (4. abra/a). A két
transzlokacioés kromoszomat hordozé ndvények prepardtumain a GISH hibridizécios jeleinek
lemosasa utan ugyanazon a targylemezen a kromoszoémak azonositasahoz FISH-t végeztiink Afa-
family, pSc119.2, pTa71 és HvTO1 probaval. A HvTO1 probat a transzlokacié kimutatasanak
megkonnyitésére hasznaltuk a kromoszoémaazonositds sordn. A pTa7l-et és a HvTOI-et
digoxigenin és biotin keverékével jeloltiik, igy mind a két proba sarga szinli hibridizacids jelet
adott. A HvTO1 csak az arpa kromoszomakarhoz, a pTa71 pedig ebben az esetben csak a
buzakromoszomak NOR-régioihoz hibridizal, ezért volt lehetséges ugyanazt a szint hasznalni a
két kiilonbdzd probadhoz zavard hatads nélkiil. Ezzel a probakombinacidoval 20 par teljes
buzakromoszémat ¢€s 1 par 4BS rovid kart azonositottunk, a 4BL hosszu kromoszomakar
hidnyzott (4. abra/b). Osszehasonlitdsként a teljes 4B kromoszéma FISH képét csatoltuk (4.

abra/c). A buzakromoszomak azonositasat az M3 mellekletben talalhato abra alapjan végeztiik.
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2A

30

4BS.7THL

4. abra a. Az 'Asakazekomugi'/'Manasz' 4BS.7HL traszlokacio kimutatasa GISH-sel.
Digoxigenninnel jeldlt teljes arpa genomi DNS-sel tortént hibridizalas utan a 7HL
kromoszdémakarok pirosan jelolddtek, a jeloletlen buzakromoszomak kékek (DAPI

kontraszfestés) b. A kromoszomak azonositasa Afa-family (piros), pSc119.2 (z61d), HvTO01
(sarga) és pTa7l (sarga) FISH probaval. A 4BS.7HL kromoszémat nyilk jeldlik c. Buza teljes 4B
kromoszéma FISH mintazata pSc119.2 (zold) és Afa-family (piros) probakkal d. FISH HvTO01
(sarga), (AGGGAG)4 (piros) és pSc119.2 (zold) probakkal. A arpa centroméraval rendelkezd
transzlokacios kromoszoémakat nyilak jeldlik e. A felnagyitott transzlokacids kromoszéma FISH
mintazata HvTO1 (sarga), (AGGGAG)4 (piros) és pSc119.2 (zold) probakkal.
Skéla: 10pm
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A targylemez FISH jeleinek lemosasa utan egy masodik FISH vizsgalatot is végeztiink az
arpacentromérara-specifikus (AGGGAG), repetitiv szekvenciaval, valamint a HvTOl és a
pSc119.2 probéaval. Az arpacentroméra- ¢és teloméra-specifikus probéak teljes arpakar jelenlétét
igazoltak a transzlokacios kromoszomaban. Az (AGGGAG), proba az arpacentroméran kiviil a
3BS kromoszomakaron (kozel egy pScl19.2 jelhez) és az 5SBS kromoszémakar centromérahoz
kozeli részén is hibridizaciot mutatott, melyek intenzitasa hasonld volt az arpacentroméraban

detektalt jelhez (4. abra/d). A transzlokacios kromoszoma kinagyitott képe a 4/e. abran lathato.

4.2.1.1. A 4BS.7THL transzlokacios vonal citologiai jellemzésének megvitatasa

A buzalarpa hibrid utédnemzedéken végzett GISH és FISH kivalo vizsgalati modszernek
bizonyult transzlokacidé detektaldsara és azonositasara. Sikeriilt meghataroznunk a diszomas
transzlokacioban résztvevd buza kromoszomakart, valamint kimutatnunk a teljes 7HL arpa
kromoszomakar jelenlétét kiilonds figyelemmel az arpa centromérara, mely szakaszon -gliikan
szintéziséért felelds gének helyezkednek el (BURTON et al. 2008).

Szamos genetikai alapanyagot alkalmaztak novényi kromoszomak centromérajanak
kimutatdsara pl. transzlokdciés vonalakat (WEBER ¢és HELENTJARIS 1989),
izokromoszomakat (SCHNEERMAN et al. 1998) ¢s besugarzott addiciés vonalakat (RIERA-
LIZARAZU et al. 2000). A 4BS.7HL transzlokacioban az arpa centroméra specifikus DNS
szekvenciat tartalmazé6 (AGGGAG), probaval igazoltuk a 7H centroméra jelenlétét és két
buzakromoszoman is erds jelet detektaltunk (CSEH et al. 2011). Ez meger6siti azt a korabbi
megfigyelést, hogy a (AGGGAG), proba alkalmas a 3BS ¢és az 5BS bluza kromoszomakar
azonositasara is (NASUDA et al. 2005). A 7HL centromerikus régi6 transzlokéciés vonalban
valo jelenléte emelkedett B-D-gliikkan szintézist eredményezett (CSEH et al. 2011). Vizsgalataik
soran STS markerrel kimutattak a HvCsIF6 gén jelenlétét a 4BS.7HL transzlokacios vonalban,
majd vizsgaltak a p-D-glikdn grammonkénti szarazanyag-tartalmat, ami szignifikdnsan
meghaladta a buza sziil6partnerekben mért értékeket. Ennek alapjan feltételezik, hogy a HvCsIF6
gén a B-D-gliikan szintézis egyik f6 komponense. SSR vizsgélatokkal pontositottak a gén fizikai

A 7H hossza karjat hordoz6 buza/arpa transzlokacios vonalakat allitott el6 SHI és ENDO
(2000) 7H addicios vonal buza/Ae. cylindrica 2C monoszomas addicidos vonallal torténd
keresztezésével. A 29 7H hossz kart érintd transzlokéaciés vonalbol 7 tartalmazta az arpa
centromérat is. Jelenleg folyamatban van a 4BS.7HL vonalbol olyan transzlokacidés vonal
eldallitasa (monoszomaval torténd visszakeresztezéssel), melyben homeoldg kromoszomak
kozott torténik a transzlokécid, igy a megndvekedett B-D-gliikan szintézis jobb vitalitast, esetleg

nagyobb termdképességli genotipusban torténik. A spontdn létrejott és azonositott 4BS.7HL
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transzlokaci6 lehetdséget nyujt tovabbi, a 7HL-en taldlhatdo gének buza genetikai hattérben

torténd vizsgalatdhoz.

4.2.2 Besugarzott buza/arpa 4H(4D) szubsztitucio citogenetikai vizsgalata

A spontan létrejott transzlokaciok igen ritkdk, ezért célszeriibb valamilyen indukal6 agens
alkalmazasa az idegen kromoszomak parosoddsanak eldsegitése céljabol. A Martonvasaron
eldallitott 'Chinese Spring'/'Betzes' hibridbdl szarmazé 4H(4D) szubsztiticids vonalat hasznaltuk
alapanyagként a 4H arpakromoszéma egyes szakaszainak buzaba torténd beépitéséhez.
Transzlokéci6 indukalasara 100 Gy dozisu ®Co izotoppal, sugaroztuk be a vonal érett szemeit. A
besugarzott My Szemek csiraztatasa utdn GISH vizsgalatot végeztink a transzlokaciok
kimutatasara. Digoxigeninnel jelolt arpa DNS-t hibridizaltunk a preparatumokhoz és 9 novény
35 metafazisban 1évé sejtjét elemeztiik részletesen. Nagyszadml blza/arpa transzlokaciot
detektaltunk, azonban nem taldltunk olyan ndévényt, melynek minden sejtje kormoszdéma-
atépiilést hordozott volna. A vizsgalt esetek felében az arpakromoszomak nem tortek (6. tablazat,
5. dbra/a, b, c). Mivel egy novényen beliil tobbféle kormoszoma-atrendezddés is talalhato, a

transzlokaciok utodnemzedékekben valo fennmaradésa bizonytalan.

6. tablazat 100 Gy dozisu %Co izotoppal besugarzott 4H(4D) szubsztitucid 9 ndvényében
GISH-sel megfigyelt transzlokaciok tipusa €és szama

Elemzett Transzlokaciok szama (db) Transzlokacio
sejtek Terminalis Reciprok Centrikus | Intersticialis | nélkiili sejtek
(db) transzlokacid | transzlokacio fuzio transzlokacio (db)
35 4 11 4 1 17

A transzlokaciok tipusa nagyrészt a kromoszomakar egy ponton vald torésének
kovetkeztében kialakuld termindlis vagy reciprok transzlokacido és centrikus fuzid volt. A
kromoszoma két ponton torténd torésével keletkezd intersticidlis transzlokacidt csak egy sejtben
figyeltiink meg.

Az My nemzedék Ontermékenyitése utan 345 M; szemet kaptunk. Az M; nemzedék
novényeinek minden vizsgalt sejtjében az eredeti szubsztituciot mutattuk ki, buza/drpa

transzlokacios kromoszoémaval rendelkezd névényt nem sikeriilt azonositanunk (5. dbra/d).
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5. abra Besugarzott 'Chinese Spring'/'Betzes' 4H(4D) szubsztitlicié My (a, b, ¢) és M; (d)
nemzedékének GISH analizise a. Centrikus fuziot (zold nyil) és reciprok transzlokéaciot
(fehér nyilak) tartalmazo sejt b. Teljes arpakromoszomat, dicentrikus kromoszomat (sarga
nyil) és reciprok transzlokéciot (fehér nyilak) hordozo sejt . Termindlis transzlokaciok (kék
nyilak) és intersticialis transzlokacio (piros nyil) az My nemzedékben d. Teljes 4H
kromoszomapar az M; nemzedékben. Az arpagenom piros, a buzagenomok nem jelolodtek.
Skala: 10pm

4.2.2.1 Besugarzott 4H(4D) szubsztiticio citogenetikai vizsgalatinak megvitatasa

A besugarzott buza/arpa transzlokaci6 Mo nemzedékében olyan transzlokaciokat
azonositottunk, melyek a kromoszoma 1 ponton valo torésének kovetkeztében alakulnak ki
(terminalis transzlokacio, reciprok transzlokacio, centrikus fizi6). Ez alatimasztja SYBENGA
(1992) megallapitasat, miszerint az egy ponton torténd kromoszomatorés sokkal gyakoribb, mint
a két helyen valo torés. FRIEBE et al. (1996a), BADAEVA et al. (2007) és MOLNAR et al.
(2009) is a terminalis transzlokacidk és centrikus fuzidk gyakoribb eléfordulasat tapasztalta mas
transzlokacié tipusokhoz képest. Megfigyelésiinkkel ellentétben SZAKACS et al. (2010) az

intersticialis transzlokaciok gyakori eléfordulasat tapasztalta Mv9krl/'Igri' keresztezési
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kombinaciobol szarmazd buza/arpa addicidés vonalak besugarzaval kapott ndvényekben. A
SEARS (1956) altal -eldallitott levélrozsdarezisztens buza/Aegilops umbellulata eredetii
transzlokacidés vonalban is intersticialisan helyezkedik el a rezisztenciaért felelés Aegilops
kromoszomaszegment.

A buza-arpa transzlokaciok hianya az M; nemzedékben nem jelenti a besugarzas teljes
eredménytelenségét. A besugdrzas hatdsa nem csupan az arpakromoszomékat érinti,
buzakromoszomak ko6zotti transzlokaciok is el6fordulhattak az Mg és M; nemzedékben. Az

arpakromoszomak kimutatasara alkalmas GISH vizsgalattal ezek nem detektalhatok.

4.2.3 'Chinese Spring’ phlb mutanssal létrehozott biiza/arpa transzlokacio jellemzése

A besugarzassal indukalt kromoszomatorések random modon jonnek létre, és altalaban
nem kompenzald tipusu transzlokaciokat eredményeznek. A homeoldég kromoszomak kozotti
parosodasok indukaldsa céljabol Martonvasaron az el6z6 pontban emlitett 4H(4D) szubsztitlicids
vonalat keresztezték a 'Chinese Spring' phlb mutaciot hordozd bizagenotipussal, majd a
sziilokétol eltérd kalasztipusu ndvényegyedeket szelektaltak az F,-F4 generaciobol. Ezt kdvetéen
kapcsolodtam be a kisérleti munkéba, feladatom a kiilonbozé kaldsztipusu ndvényekbdl
szdrmazo utodok citogenetikai vizsgalata volt.

Az egyik F4 novény utddai kozott 3 novényben 4H kromoszoémakart hordozo centrikus

crer

monoszomas mellett 9 diszomas ndvényt azonositottunk (6. abra).
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4H(4D) szubsztituciéT ‘Chinese Spring' ph1b mutans

46 (2004-2005 Tiikros)
Citoldgiailag nem vizsgalt, morfoldgiai adatok
45/3-1 (2006-2007 Tiikrds) . alapjan kivdlogatott és dntermékenyitett
ndvények parcellaszamai
167/3-1 {2007-2(108 Tiikros)

[09318 09322  09321) Osszesen 345 novény
; ; ; GISH vizsgalata
2. kalasz 3. kalasz 091831 091820
091810 101102 101122 091822 1db centrikus fuzios
091813 101106 101124 091824 kromoszémdt hordoz6
091815 101107 101113 (monoszémas) ndvények
091816 101108 101114 citolégiai szama
091817 101109 101118
101104 101093 2db centrikus fuzios
101105 101094 kromoszomat hordozo
101103 101095 (diszémads) novények
101097 citolégiai szdma
101098
101099
101100
Az utodok mind Az utodok mind Az utodok mind
diszomasak diszomasak diszomasak

6. abra A diszomas centrikus f0zi6 eredete és kivalogatasa a 4H(4D) szubsztitcid/'Chinese
Spring' phlb mutans keresztezésb6l. A 167/3-1 szaml F4 novény utddai k6zott 3 monoszémas
centrikus fuzi6 talalhato (09318, 09322, 09321), melyek koziil kettd utodnemzedékében (Fg)
megjelentek a diszomas novények. A vizsgalt 101105, 101103 és 101100 citologiai szadmu

novények utddai mar mind diszomasak voltak

A diszoémas novényekben (7. abra/a) a centrikus fuzid buza kromoszomakarjanak FISH-sel

crer

Az 5D kivétel minden buzakromoszoma jelen volt a sejtekben (7. abra/b, ). Az 5D kromoszéma

rovid karja hianyzott, jellegzetes Afa-family mintazatot mutaté hosszii karja azonban

azonosithaté volt a transzlokacioban. A 4H kromoszéma két karjanak FISH mintazata

szimmetrikus, igy ezzel a modszerrel nem lehetett megéllapitani, hogy melyik kar kapcsolodott

az 5DL kromoszomakarhoz.

Molekularis markerekkel kimutattuk, hogy a transzlokacio arpa kromoszomakarja a 4HL.

A két technika kombinalasaval a transzlokacidos vonalat 4HL.SDL vonalként azonositottuk. A

diszomas centrikus fizié genetikailag stabil, a vizsgalt novények utddaiba 100%-ban tovabb

oroklodott az 6sszes kromoszoma.
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7. abra 4HL.5DL diszomas centrikus fuzio kimutatasa GISH-sel és azonositasa FISH-sel a. A
digoxigeninnel jelolt &rpa genomi DNS az arpa kromoszomakarhoz hibridizalodott (rézsaszin), a
buza kromoszomak kékek b. A centrikus fizio FISH mintazata ugyanazon a sejten az Afa-family
(piros), pSc119.2 (z61d) és pTa71 (sarga) probakombinacidval. A transzlokacids kromoszdémakat

nyilak jelolik. c. teljes 5D buzakromoszoma FISH kariotipusa. Skéala: 10um

A transzlokacios vonal morfologiai jellemz6it névényneveld kamraban vizsgaltuk és az

Mv9kr1 buzasziilohoz illetve a 4H(4D) szubsztiticios vonalhoz hasonlitottuk (7. tablazat).

7. tablazat Novényneveld kamraban nevelt Mv9kr1 bluzagenotipus, a buza/arpa 4H(4D)
szubsztitucios vonal és a 4HL.5DL centrikus fuzié morfoldgiai jellemzdi (Martonvasari fitotron,
2010)

Genotipus Novény- Foékalasz Kalasz/ Kalaszka/ Szem/
magassag (cm)| hossza (cm) L fokalasz (db) | fokalasz (db)
novény
(db)
Mv9krl 41,89 +7,93 8,78+0,71 | 2,33+0,50 | 19,44+1,01 39,33 +5,20
4H(4D) 59,20 + 3,56 440+0,36 | 500+1,00 | 12,77+1,03 20,63 £ 3,81
4HL.5DL 38,83+591" | 503+0,41* | 2,00+ 1,26" | 15,78 +2,71* | 9,83 + 7,47

*: Mv9krlbtzahoz viszonyitva szignifikdnsan kiilonb6zik a P < 0,05 szinten
1 : 4H(4D) szubsztitiicios vonalhoz viszonyitva szignifikansan kiilonbozik a P < 0,05 szinten
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A buza 5DL kromoszémakarjanak transzlokacioja az arpa 4HL karjara valtozasokat
eredményezett a ndovénymorfologidban és fertilitisban. A 4H(4D) szubsztitiiciohoz képest
szignifikansan alacsonyabb novénymagassag, bokrosodas, kalaszka/kaldsz és szem/kalasz
értékeket mértiink. Egyediil a kaldszhossz nem tért el a 4H(4D) szubsztituciotol, azonban az
MvOkrl1-ét6l szignifikansan révidebb volt. A vonal jellegzetessége az extra kalaszkakat hordozo

kalasztipus (8. abra).

a

8. abra a. A Chinese Spring/Betzes/Mv9kr1 keresztezésbol szarmazo 4H(4D) szubsztitiicio
kalasza b. a 4HL.SDL transzlokaciot hordozo6 vonal extra kalaszkakat tartalmazo kalaszai
4.2.3.1 'Chinese Spring" phlb mutanssal létrehozott btiza/arpa transzlokacié
jellemzésének megvitatasa

A 4H(4D) szubsztiticios vonal CSphlb mutanssal torténd keresztezésének
eredményeképpen el6fordulhatott valamely Fi hibrid ndvényben, hogy a 4H és az 5D
kromoszoémak monoszomas allapotba keriiltek. A duplan monoszémas genotipusokban (egy
bluza ¢és egy idegen kromoszéma), a centrikus fizidk magas frekvencidval torténd létrejottét
tapasztalta LUKASZEWSKI (1997). A centrikus fzio 1étrejotte magyarazhatd a meidzis soran
fellépd kromoszoémaparosodasi rendellenességgel, vagy az univalensek centroméranal torténd
eltorésének kovetkezményeként is. Molekularis citogenetikai technikdval és SSR markerekkel
azonositottuk a centrikus fuzids vonalat 4HL.SDL-ként (KRUPPA et al. 2013a).

A 4HL.5DL transzlokaci6 nem kompenzald jellegével, az 5DS buza-kromoszémakar
hianyaval, valamint a keresztezés altal a vonalba bekeriilt 'Chinese Spring' kromoszémak
jelenlétével magyardzhatok a vonal hatranyos morfoldgiai €s termésadatai.

A 4HL ¢és 5DL karokat hordoz6 centrikus fzids vonal genetikailag stabil, mivel 42
kromoszémaval rendelkezik, valamint morfologiai bélyegeiben és kaldsztipusdban nem
tapasztaltunk szegregaciot a vizsgalt utddgeneracioban. Ez a genetikai stabilitas alkalmassa teszi
a vonalat arra, hogy a 4HL kromoszomakar btiza genetikai hattérben kifejtett hatasat
tanulmanyozzuk. Ezen a kromoszdémakaron szdmos agronomiailag elényds tulajdonsagokért
felelds gént azonositottak, mint pl. a rubisco-activaz (Rca, BECKER és HEUN 1995), B-amilaz
gén (KREIS et al. 1988), Vrn-H2 lokusz (TAKAHASHI és YASUDA 1971), a szemek nyugalmi
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periodusat szabalyzo Sd4 gén (OBERTHUR et al. 1995) és az aluminium toleranciaért felelés
Alp gén (TANG et al. 1999). HANDLEY et al. (1994) a vizfelhasznalas hatékonysagat
befolyasold géneket azonositott ezen a kromoszémakaron.

A szamfeletti kalaszkajelleg nem novelte meg a kaldszonkénti szemszamot, amihez a
kalaszban megfigyelt nagyszamu steril virag jelentOsen hozzajarult. FRIEBE et al. (1999) a
buiza/Aegilops geniculata addiciés vonalak koziil a 4M® kromoszoémat hordozé genotipusban
szintén megfigyelte az extra kaldszkakat hordozo6 kalasztipust és a felsé kalaszkék steril jellegét
is leirta. A szamfeletti kalaszkajelleg kialakulasanak genetikai hatterében SUN et al. (2009) két
dominans gén komplement hatasat irta le az altala vizsgalt 51885-0s blizavonalban.

4H ¢és az 5D kromoszoma nem homeoldg, amibdl arra kdvetkeztethetiink, hogy a 4HL.5DL
transzlokacié nem a homeoldg rekombinaciokat indukalo CSphlb mutanssal tortént keresztezés
eredményeként jott létre, hanem spontan. A 3MP kromoszomat hordozé buza/Ae. biuncialis
addicioés vonalat CSphlb mutanssal keresztezve FARKAS et al. (2014) 3M.4B transzlokaciot
hordozo vonalat azonositott, mely szintén nem magyarazhat6 homeoldg rekombindcioval.

A 4HL.5DL centrikus fazios vonal keresztezési partnerként értékes génforras lehet a

jovOben a blizanemesités szamara.

4.2.4 MvOkrl/'lgri' 5HS-7DS.7DL transzlokaciés vonal jellemzése és a 7D kromoszoma
fizikai térképezése

A Martonvasaron eldallitott és szovettenyészetben fenntartott Mv9kr1/'1gri* hibrid Mv9krl-
gyel tortént tobbszori visszakeresztezése utdn az utddok koziil kivalogatott SHS-7DS.7DL
transzlokacids vonal részletes molekularis citogenetikai jellemzését és a 7D kromoszoéma SSR
markerekkel torténd fizikai térképezését végeztik el. Az mcGISH-hez digoxigeninnel jeldlt
Aegilops tauschii (D genom) és biotinnal jeldlt teljes arpa genomi DNS-t hasznaltunk, melyekkel
a transzlokacids vonalban mind a 14 D-genomhoz tartozé kromoszomat sikeriilt detektalnunk.
Az egyik kromoszOmaparon egy terminalisan elhelyezkedd, rovid, szatelittel rendelkezo
arpakromoszoma-szegmentumot mutattunk ki (9. abra/a). Az Afa-family, a pSc119.2 és a pTa71
FISH proba kombinécidjaval azonositottuk a buzakromoszoémakat (9. dbra/b). A transzlokacios
toréspont fizikai meghatarozasahoz az Mv9krl buzagenotipuson is elvégeztiik a FISH elemzést
ugyanezekkel a probakkal és a transzlokacidban részt vevd 7D kromoszomaszakaszt

Osszehasonlitottuk a teljes 7D kromoszomaval (9. abra/c).
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9. abra Az Mvokrl/Igri' 5SHS-7DS.7DL transzlokacios vonal mcGISH és FISH vizsgalata. a.
Aegilops tauschii teljes genomi DNS-ével detektalt 14 D genomhoz tartozé kromoszoma
(rozsaszin), melyek koziil az egyik parra arpakromoszéma-szegmentum (zold) épiilt at. Nyilak
jelzik a transzlokacios kromoszomakat. Az A és B genomhoz tartoz6 kromoszoémak nem
jelolodtek (kék DAPI kontrasztfestés) b. Az Afa-family (piros), a pSc119.2 (z61d) és a pTa7l
(sarga) DNS-szekvencia FISH hibridizacids mintdzata ugyanazon a sejten. A transzlokécios
kromoszomakat nyilak jelzik. Skala: Sum c. A teljes 7D buzakromoszoéma és a bliza/arpa
transzlokacids kromoszéma FISH mintazata. Skala: Sum
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A transzlokacios toréspont helyzetének meghatarozasara a 7D és a transzlokacios
kromoszoma kararanyainak meghatarozasara volt sziikség. Vizsgalataink soran 10-10 sejtben
mértiik a teljes és a transzlokaciés 7D kromoszoéma kararanyait. Az Mv9krl 7D kromoszoma
rovid (fizikailag hosszabb) karjanak hossza 108 = 3 %-a a hosszi karnak. A transzlokacids
kromoszomaban a GISH alapjan jol elkiilonithetd volt a buza- és arpa-kromoszomaszakaszok
hatara. fgy hatdroztuk meg, hogy a delécios 7D rovid kar mérete 82 + 2 %-a a hosszi karénak.
Mivel a kar 76 £ 5 %-a maradt meg, a transzlokacios toréspont helyzete (FL) a 7D kromoszéma
rovid karjan: 0,76 + 0,05.

Ennek ismeretében végeztiink fizikai térképezést a transzlokacios vonalon. Az altalunk
hasznalt negyvendt SSR marker koziil negyvenegy volt alkalmas a transzlokacids kromoszéma
jellemzésére. A vizsgalt 7DL markerek mindegyike a vart fragmenthosszisagu terméket adta az
Mv9krl buzatérzsben és az SHS-7DS.7DL transzlokéaciés vonalban is, ami a teljes 7DL
kromoszomakar meglétét igazolja. Tiz marker (Xbarc0184, Xwmc0506, XgdmO0130,
XgwmO0735b, Xgwml1258a, Xgwm1123, Xgwm1250, Xgwml1055, Xgwm635a, Xgwm1220)
kivételével a 7DS-specifikus markerek PCR-termékei a transzlokécids vonalban is jelen voltak
(10. abra). A terméket nem amplifikalé markerek a 7D rovid kar terminalis szakaszanak hianyat

jelzik. Az eredmények Osszesitését a 11. abra szemlélteti.

e’ — N —y
Xgwmd4 Xgwm295 Xgdm86 Xwmc506 Xgdm130 Xbarc184

M 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

300 bp
200 bp

150 bp

& / \

Y Y Y L
Xbarc126 Xgwm111 Xbarc214 Xgwm350

10. abra 7DS-specifikus SSR markerek agaroz gélelektroforézissel adott mintazata az Mv9krl
buzatorzson (1), az 'Igri’ arpan (2) és az SHS-7DS.7DL vonalon (3). A transzlokacids vonalban
az Xwmc506, az Xgdm130 ¢s az Xbarc184 markerrel nem jelent meg a vart fragmenthosszisagu
PCR termék. M: DNS létra
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. ST Xbarc0184, Xwmc0506, Xedm0130,
SHS 7DS hidnyzo 3 5 . o o
srpakromoszéma- része (a teljes Xegwm0735b, Xgwml2358a, Xgwmll23,
szegmentum rovid kar {./ Xewml250, Xgwml055, Xgwml220,
szatellittel kb. 24%-a) L Xegwm0635a
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kromoszéma- 2 3
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Xwme0437, Xwme0094, Xbarc1046, Xbarc0172,
XbarcO111, Xgdm0046, XgdmO0067, Xbarc0053,
Xewm0428, Xgwm0037, Xcfd0069, Xgdm0142,
4 Xgdm0150, Xgdm0084, Xgwm0974, Xgwm0780,
Xgwml1007, Xgwml 154, Xgwml242, Xgwml 168,
Xgwm0121a, Xgwml276. Xgwmll102

— Teljes 7D _|
hosszia kar

-
—

SHS-7DS.7DL kromoszéma 7D kromoszoma

11. abra Balra: Az 5HS-7DS.7DL transzlokacios kromoszoma mcGISH mintazata Hordeum
vulgare (zold) és Aegilops tauschii (piros) genomi DNS probaval. Jobbra: A 7D kromoszoéma
sematikus abraja a hianyzo terminalis szegmentummal (fekete), valamint a 7D-specifikus SSR

markerek fizikai térképezésének eredményei

A tenyészkertiinkben 2012-ben felnevelt sziil6i genotipusok ¢és az 5HS-7DS.7DL

transzlokaciés vonal 10-10 novényének részletes feldolgozasa soran morfoldgiai

megfigyeléseket végeztiink és elemeztiik az egyes vonalak terméskomponenseit (8. tablazat). Az
5HS-7DS.7DL vonal szignifikansan alacsonyabb (56,6 cm) volt mind a buza- (69,7 cm), mind az
arpa-sziildpartnernél (62,2 cm). Kaldsza az Mv9krl buazatorzsére hasonlit, azonban attél
szignifikdnsan rovidebb (12. abra). Mig az Mv9kr1 fokalaszanak atlagos hossza 10,4 cm, addig a

transzlokacios vonalé csak 8,1 cm.

8. tablazat Az MvOkrl, az 'Igri' és az 5HS-7DS.7DL transzlokacids vonal novénymagassaga,
fokalaszhossza és termést meghataroz6 komponensei tiz-tiz novény részletes feldolgozésa
alapjan (Martonvasar, tenyészkert 2012)

Genotipus | Novény- | Fékalasz | Bokrosodas | Kalaszka/ | Szem/ Szem/ Fertilitas
magassag | hossza | (kalasz/novény) | fOkalasz | novény | fokalasz | (szem/kalaszka)
(cm) (cm) (db) (db) (db) (db) (db)
Mv9krl 69,7 10,4 5,7 20,3 244 4 42,05 2,66
'Igri’ 62,2 8,3 8,9 25,3 187.,9 21,11 1,02
SHS- 56,60* 8,10* 4,7 17,20* | 113,40* | 24,71* 2,01*
7DS.7DL

Megjegyzés *: Szignifikansan kiilonbozik az Mv9kr1 sziilépartnert6l P<0,01 szinten
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Mvokrl  Igri  5HS-7DS.7DL

12. abra Az Mv9krl buzagenotipus, az 'lgri' arpafajta és a keresztezésiikbol szarmazo SHS-
7DS.7DL transzlokacios vonal méretaranyos kalaszfotdja

A Dbokrosodas kivételével a tobbi terméskomponens (fertilitds, fokalaszhossz, a
kalaszonkénti kalaszkak szdma, a fokaldsz szemszama ¢€s a ndvényenkénti szemszam) értéke a
transzlokaciés vonalban szignifikansan kisebb volt, mint a buzasziilében. Kedvezoétlen
tulajdonsadgai ellenére a genetikailag stabil, jo bokrosodoképességli ¢és az SHS
kromoszémaszegmentumon agrondmiailag jelentds géneket hordozé SHS-7DS.7DL

transzlokacios vonal értékes nemesitési alapanyagként szolgalhat.

4.2.4.1 Az 5HS-7DS.7DL vonal jellemzésésének és a 7D kromoszéoma fizikai térképezésének
megvitatasa

A vonal nagy jelentdsége az SHS kromoszomaszegmentum buza genetikai hattérbe tortént
stabil beépitése. A buiza/arpa keresztezések utddaibol ez a kromoszoéma eliminalddott a
leggyakrabban. Erre jo példa KOBA et al. (1991) tavaszi buzaltavaszi arpa, valamint LINDE-
LAURSEN és von BOTHMER (1988) Hordeum lechleri/H. vulgare utodok vizsgalata soran tett
megfigyeléseinek eredménye. Az 5H addici6 volt a legkevésbé stabil a 'Chinese Spring'/'Betzes'
addicios vonalak kozott is (ISLAM et al. 1981). A H. marinum Huds./H. vulgare keresztezések
sordn is az SH kromoszoma gyors eliminacigjat figyelték meg (FINCH 1983). A Martonvasaron
eléallitott 'Asakazekomugi'/'Manasz' és Mv9krl/Igri' addicidos vonalak eléallitasakor sem
sikeriilt 5SH vonalat kivalogatni a hibrid utoédok koziil (MOLNAR-LANG et al. 2005, SZAKACS
és MOLNAR-LANG 2010, MOLNAR-LANG et al. 2012). Az 5HS-7DS.7DL transzlokacios
vonalban nem egy teljes SH kromoszoma, hanem csak a rovid kar egy darabja van jelen
(D. NAGY et al. 2002). A vonal nagy elénye, hogy genetikailag stabil, igy tanulmanyozni lehet
az SHS kromoszomaszegmentum génjeinek kifejezOdését a buza genetikai hatterében. A buza

mindségét meghatarozd egyik tulajdonsag a szemkeménysé€g, melynek szabalyozo6i az 5DS
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kromoszoéman talalhato Ha (hardness) lokusz puroindolin génjei. Ezek valdjaban nem a
buzaszem keménységét, hanem a puhasagat hatarozzak meg (MATTERN et al. 1973, DAY et al.
1999). Az 5A ¢és 5B kromoszoman is megtalalhatok, de nem fejezddnek ki, ezért keményebbek a
D genommal nem rendelkezd tetraploid durumbizak. Az arpa puroindolin génekkel homolog
hordoindolin génjei szintén az 5-0s kromoszoma révid karjan lokalizaltak és buza genetikai
hattérben csokkentik a szemkeménységet (YANAKA et al. 2011).

SOURDILLE et al. (2004) ENDO és GILL (1996) buza delécios vonalait hasznalta a 7D
kromoszoéma fizikai térképezéséhez. A 7DS kromoszoéma gametocid rendszerrel végzett torését
kovetéen ENDO ¢és GILL (1996) 6 delécios vonalat azonositott 7DS-1,7DS-2, 7DS-3, 7DS-4,
7DS-5 és 7DS-6 néven, ezek koziil kettdt, a 7DS-4 és a 7DS-5 vonalat alkalmaztak EST (QI et
al. 2003) és SSR markerek (SOURDILLE et al. 2004) fizikai térképezésére. A 7DS-4 vonal
delécigjanak helyzete (FL) 0,61, a 7DS-5 vonalé 0,36. Az SHS-7DS.7DL transzlokaciés vonal
egyik jelentdsége az, hogy 0 hatarjelzoként szolgal a 7D kromoszoéma fizikai térképezéshez,
mivel a 0,76 FL toréspont a centromératol tavolabb talalhato, mint a térképezésekhez hasznalt
7DS-4 delécios vonal 0,61 FL helyzetl toréspontja.

A blza deléciés vonalak fontos szerepet jatszanak a gének ¢és markerek fizikai
térképezésében. A 7-es homeoldg kromoszomakon WERNER et al. (1992) RFLP markerek
fizikai helyzetét hatarozta meg. Ugyanezen csoport genetikai ¢és fizikai térképének
Osszehasonlitasarol szamolt be HOHMANN et al. (1994). A 21 buzakromoszomat lefedo 84
delécids vonal segitségével SOURDILLE et al. (2004) 725 mikroszatellit-marker fizikai térképét
készitette el. Az SSR markerek mas markerrendszerekhez (RFLP, AFLP) viszonyitott elénye a
magasabb szintli polimorfizmusa, és altalaban kodominans 6roklédése (RODER et al. 1995). A
genetikai €s fizikai térképeket Osszehasolitva eltérések tapasztalhatok a markerek sorrendjében
¢és a markerek kozotti tavolsagban. A rekombinacids forrépontok jelenléte miatt (a telomérakhoz
kozeli, génekben gazdag régioban fordulnak eld gyakrabban) a genetikai térképek csak
megbecsiilni tudjak a markerek pozicigjat (GUSTAFSON et al. 1990, LUKASZEWSKI ¢és
CURTIS 1993). Kiilondsen nehéz a markerek sorrendjét meghatarozni a genetikai térképezés
soran, amikor nagy a markerek stirlisége és nagyon kicsi a genetikai tavolsag (SOURDILLE et
al. 2004).

Az 5HS-7DS.7DL vonal fizikai térképezésére hasznalt markerek sorrendje jol egyezik
SOMERS et al. (2004) genetikai térképével, kivéve az Xgwm0350-et, mely a genetikai térképen
a legdisztalisabban helyezkedik el a 7DS kromoszomakaron. Vizsgalataink soran ezt a markert
az Xbarc0184, Xwmc0506 ¢és Xgdm0130 markerhez képest a centromérahoz kozelebb
térképeztik (KRUPPA et al. 2013b). SOMERS et al. (2004) az Xgwm044 és az Xgwm0295
markert egymashoz kozelebbi kapcsoltsaggal abrazolta, az Xgwm0635-h6z képest pedig
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tavolabb. Ezzel j6 egyezést mutatnak eredményeink, mivel a két elobbi marker jelen volt, az
utobbi pedig hianyzott az SHS-7DS.7DL vonalbol.

Négy markert (Xbarc0126, Xgwm0044, Xgwm0295, Xbarc0214) korabban a 7DS
terminalis binre (FL 0,61-1,00) térképeztek (SOURDILLE et al. 2004), amelyek azonban jelen
vannak a transzlokacios vonalunkban. Ennek alapjan a négy marker fizikai helyzetét pontositani
tudtuk: a termindlis bin-en az FL 0,61-0,76 kozott helyezkednek el. SPIELMEYER et al. (2005)
az Lr34 és az Yrl8 gént a 7DS terminalis binen az Xgwm1220, Xgwm0130 és Xgwm0295 marker
altal kozrefogott lokuszra térképezte. Ez a lokusz egybeesik korabban publikalt levélrozsda és
sargarozsda QTL-ek helyzetével (SUENAGA et al. 2003, RAMBURAN et al. 2004,
SCHNURBUSCH et al. 2004). Az Xgwm1220 és az XgwmO0130 lokuszok kimutatasara alkalmas
primerparok nem amplifikaltak terméket az SHS-7DS.7DL vonalon, de az XgwmO0295 igen, mely
alapjan valoszintisithetd, hogy az Lr34 és Yri8 gén sem taldlhatdé meg teljes hosszdban a
transzlokacids kromoszomén. Ennek a harom markernek a helyzetét is pontositottuk, a korabban
meghatarozott FL 0,61-1,00 helyett az FL 0,76 koriili régidra térképeztiik.

Az agrondmiai tulajdonsagok romlésanak lehetséges oka az SHS szegmentum jelenléte, a
7DS kromoszémakar kb. 24%-anak hidnya vagy mindkettd egylittes hatdsa. Az eredmények, a
4HL.5DL transzlokacidhoz hasonldan, jol szemléltetik a nem kompenzald tipusu transzlokaciok

hatranyait.

4.2.5 Buza/arpa hibridizacié eredményeinek altalanos megvitatasa

Az 4rpabol buzaba torténd génatvitel nyomon kovetéséhez kidolgoztuk az
arpakromoszomak  kariotipusat FISH  technikaval. Héarom  kiilonb6zé  fluorokrém
kombinaciodjaval jelolt DNS probakkal a termesztett arpafajtdk kozotti kromoszdmaszinten
megnyilvanuld polimorfizmust vizsgaltunk. Azonositottuk a kiilonb6z6 buza genomba beépiilt
arpakromoszomakat vagy szegmenteket GISH, FISH és SSR markert alkalmaz6 technikakkal. A
buza kromoszomakat az Afa-family, pSc119.2 és pTa7l probak kombinacidjaval hataroztuk
meg, melyhez korabbi munkék eredményeit hasznaltuk fel (RAYBURN ¢és GILL 1986, MUKAI
et al. 1993, NAGAKI et al. 1995). Az arpa kromoszomak esetén a GAA, HvTO1 és pTa71
probdk kombindcidja biztositotta az azonositds sikerességét az egyes probak hibridizacios
mintazatat leir6 publikaciok ismeretében (SCHUBERT et al. 1998, GERLACH és BEDBROOK
1979, PEDERSEN et al. 1996). Munkankat sokszor nehezitette, hogy a legtobb esetben
transzlokaciés kromoszomat kellett elemezniink, melynél a FISH mintazat alapjan a
kromoszomaszegment azonositdsa nem volt lehetséges, ezért arpa kromoszomakar-specifikus

SSR markereket hivtunk segitségiil (MOLNAR-LANG et al. 2012).
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A butiza/arpa 4H(4D) szubsztitucidos vonalban CSphlb mutanssal indukalt transzlokaciok
eléallitasara torekedtiink, mely technika kivitelezésekor a SEARS (1977) altal 1étrehozott mutans
genotipust alkalmaztunk pollenad6 partnerként, és amelynek segitségével tobben is sikeresen
indukaltdk homeolog rekombinacio 1étrejottét (CEOLONI et al. 1992, LUKASZEWSKI 2000).
Azonban esetlinkben az utdédok analizise soran olyan genotipus jott 1étre (4HL.5DL), amelynek
kialakulasa nehezen magyarazhatdé a homeolog rekombinacié segitségével és a keresztezéshez
hasznalt CSphlb vonal genetikai instabilitasat valoszintsiti, melyet FARKAS et al. (2014) is
tapasztalt.

A mutaciés nemesitésben szamos esetben sikerrel alkalmazott besugarzéasos technika
alkalmazéasaval szdmos kiillonb6zé blza/drpa transzlokaciot azonositottunk a 4H(4D)
szubsztitucid ionizalé sugarzasnak kitett szemeiben, mely interspecifikus transzlokaciok az
utdodokba a vizsgidlt egyedek esetén nem addédtak tovabb. Besugarzdssal intergenerikus
transzlokaciokat hoztak létre FRIEBE et al. (1991), FORSBERG et al. (1998), és RIERA-
LIZARAZU et al. (2000). SZAKACS et al. (2010) Mv9kr1/Igri baza/arpa addicids vonalak
besugarzasaval szintén kimutatott az My generacidoban szamos transzlokaciot, melyek eddig még
nem publikalt eredmények alapjan az utdédokba is tovabbadodtak.

Az arpa eredetli 7H centroméra kimutatasara iranyuld6 munkaban a HUDAKOVA et al.
(2001) altal leirt (AGGGAG)s DNS probat alkalmaztuk a FISH soran a 4BS.7HL transzlokacios
vonalban. CSEH et al. (2011) publikaltak a vonal buza sziilopartneréhez képest szignifikansan
emelkedett - gliikan tartalmat, melynek szintéziséért felelds egyik gént a 7H centroméra koriili
régiora térképezték (BURTON et al. 2008). Az arpa centroméra kimutatasa mellett a vonal
részletes molekularis citogenetikai jellemzését is elvégeztiik.

A 7D kromoszoma rovid karjanak SSR markerekkel torténd fizikai térképezéséhez az
5HS-7DS.7DL transzlokaciés vonalat alkalmaztuk. A kutatocsoportunk altal 1étrehozott vonal a
szakirodalombdl eddig ismert €s fizikai térképezésre hasznalt biiza deléciés vonalakhoz képest
1], a centromératol disztalisabban elhelyezhed¢ fizikai torésponttal rendelkezik (FL 0,76 + 0,05)
(SOURDILLE et al. 2004, ENDO ¢és GILL 1996). A fizikai térképezés mellett a vonalat
mcGISH és FISH technikéval jellemeztiik. A bliza/arpa hibridizacios soran szdmos szakirodalom
alapjan az SH kromoszoma eliminalodik leghamarabb (ISLAM et al. 1981, FINCH 1983,
KOBA et al. 1991, MOLNAR-LANG et al. 2005, SZAKACS és MOLNAR-LANG 2010,
MOLNAR-LANG et al. 2012), igy jelentés eredmény a kénnyen eliminalédé SH kromoszoma

egy szegmentumanak buza genetikai hattérbe torténd stabil beépitése.
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4.3 Thinopyrum ponticum és Th. intermedium kromoszomak mcGISH analizise
4.3.1. Thinopyrum ponticum

Az Agropyron glael kromoszémainak buza genetikai hattérben torténd detektalasahoz
elészor az A. glael sziildpartnerein alkalmaztuk az mcGISH technikat. A Th. ponticum
(2n=10x=70, J3J33J3%3°7°0%") kromoszémaék kimutatasa biotinnal jelolt J és digoxigeninnel jellt
St genomi DNS-sel tortént. A 70 kromoszomas vonalakban (PI531737 és D-3494 - Argentina,
VIR-44486 - Oroszorszag) kétféle kromoszomamintazatot detektaltunk (13. abra). A J genomi
DNS-sel élénkzold, a teloméraknal hibridizacios jelet nem mutatdé kromoszomakat J genomhoz
tartoz6 kromoszomaként, a centroméra korili régidiban St genomi DNS-sel pirosan jel616do,
egyébként a J genommal megegyezd mintazati kromoszomakat J' kromoszomaként

azonositottuk.

JStJStJStJSt

13. abra A 70 kromoszoémat hordozé Thinopyrum ponticum (JJJJJJ ) génbanki tételek
mcGISH mintazata biotinilalt Th. bessarabicum (J genom, z6ld) és digoxigeninnel jelolt Ps.
spicata (St genom, piros) DNS hibridizalasa utan. A J kromoszomak zoldek, a J** kromoszoméak
a centroméranal St genomi DNS-sel pirosan, a tobbi szakaszon J genomi DNS-sel z6lden
jelolédtek a. A 40 J + 30 J% genomdsszetételli Th. ponticum (VIR-44486) kariotipusa b. A 38 J
és 32 J¥' kromoszomat tartalmazo Th. ponticum (D-3494) kariotipusa c. Kiilonb6z6 mértékben St
genomi DNS-sel hibridizalodott J* kromoszémak. Skala: 10um

Az egyes genomokhoz tartozd kromoszomak szdma nem egységes a vizsgalt
genotipusokban. 43 J + 27 J% (PI531737), 40 J + 30 J* (VIR-44486) és 38 J + 32 J (D-3494)

genomosszetételt figyeltiink meg (13. abra). A Th. ponticum genomjeldlése AARAANA R R
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alapjan varhat6 42 J + 28 J St kromoszémaosszetételt egy esetben sem detektaltunk, azonban a

tapasztalt eltérések nem voltak olyan mértékiiek, hogy zavartdk volna a fajszintli azonositast.

4.3.2. Thinopyrum intermedium

A Th. ponticum fajnal alkalmazott probakat hasznaltuk a Th. intermedium (2n=6x=42,
J3°'St?) mai napig nem teljesen tisztazott genomdsszetételének meGISH-sel torténé elemzéséhez
Is. Kiindulasként a CHEN et al. (1998) altal javasolt JJsS formuldhoz igazodtunk. (A
Pseudoroegneria S genomjat az Aegilops fajok S genomjatol valdo megkiilonboztetésként St-nek
jeloljiik, a régebbi irodalmakban talalkozhatunk az S jeloléssel.) Ez a faj a Th. ponticumfajtol
eltéréen St genomot is taltalmaz, mely a Pseudoroegneria fajokra jellemzd, €s csak néhany
Thinopyrum fajban (Th. gentryi, Th. nodosum, Th. intermedium) talalhaté meg.

Az mcGISH-t kdvetden a pirosan jeldlddott St kromoszomak jol elkiilonithetdk voltak a J St
(z61d + piros) és J (z6ld) kromoszomaktol (14. abra). Altalaban a méretiik is kisebb volt, mint a J
és J® genomhoz tartozé kromoszomaké. A hibridizacios jel intenzitdsa nem volt egységes. A I
kromoszémak J genomja kevésbé fluoreszkalt, mint a J kromoszomak tobbsége. Az altalunk
vizsgalt Th. intermedium vonalban (P1565004) 19 J, 9 J™ és 14 St kromoszomat tudtunk
megkiilonboztetni (9.tablazat).

14, abra A 42 kromoszoémat hordozé Thinopyrum intermedium (PI565004) mcGISH mintazata
biotinilalt Th. bessarabicum (J genom, z61d) és digoxigeninnel jel6lt Ps. spicata (St genom,
piros) DNS proba egyideji hibridizalasaval a. A Th. intermedium kariotipusa b. A Th.
intermedium kromoszoémakészletének kariogramja. Skala: 10um
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9. tablazat Kiilonb6zo eredetti Th. intermedium genotipusok kromoszdémaszama, eredete,
génbanki szama ¢és a kromoszémak genomonkénti eloszlasa a publikacid megnevezésével

Th. intermedium Kromoszomak szama
2n génbanki szam, fajta, st Leiro
J J St
eredet

42  PI565004 Oroszorszag 19 9 14 ez a tanulmany
42  'Chef', 'Clarke’, USA 20 8 14 CHEN et al. (1998)
41  PI249145, Portugalia 18 10 13 CHEN et al. (1998)
49 Y. Cauderon, Franciao. 18 10 21 CHEN et al. (1998)
42  PI317406, Afganisztan 18 10 14 CHEN et al. (1998)
42  P1547333, Kina 21 7 14 CHEN et al. (1998)
42 Kina 21 7 14 TANG S et al. (2000)

Pl 469214 USA,
42 PI 578698 Oroszorszag, 28 14 DA'Yégo'\f etal.

Z 1141 Kanada

hogy a Th. ponticum

A Th. intermedium és a Th. ponticum kromoszomait 6sszehasonlitva jol lathato kiilonbség,

JSt

kromoszémaiban az St genom csak a centroméra koriili régidban

mutathatd ki, mig a Th. intermedium J és J* kromoszomaihoz terminalis pozicioban is

hibridizalodik az St genomi préba (15. abra).

4.3.3 A Thinopyrum ponticum és

megvitatasa

Th. intermedium

Th. ponticum

J

15. 4bra A Thinopyrum intermedium (J, J¥, St) és a Th. ponticum (J, J%) genomjait

reprezentald kromoszomatipusok mcGISH technika eredményével késziilt kariogramja

Thinopyrum bessarabicum (z6ld) és Pseudoroegneria spicata (piros) DNS probak
alkalmazasaval (fent), és a kariogram alapjan késziilt idiogramja (lent)

»

o

JSt

a Thinopyrum

intermedium genomelemzésének

A Thinopyrum fajok, nemesitési alapanyagként torténd széleskorti felhasznalasuknak

koszonhetden, gyakran keriiltek a citogenetikusok érdeklédésének kozéppontjaba. Kezdetben a

meidzis vizsgalatok (DVORAK 1981, MURAMATSU 1990), majd a részletes kariotipus

elemzés (HSIAO et al. 1986) és a Giemsa savozasi technika szolgalt informacidval a

70



10.14751/SZIE.2016.003

genomosszetétel vizsgalataban (FRIEBE et al. 1992b). A Th. ponticum fajon végzett genomi in
situ hibridizacios vizsgalatrol CHEN et al. (1998) szamolt be el6szor. Az E (Th. elongatum), a J
(Th. bessarabicum) és az St (Ps. strigosa) genomot eltéré kombinaciokban hasznalta probaként,
illetve blokkoloként. A J és E genomot megkiilonboztethetetlennek irta le. A Th. ponticum 70
kromoszomaja koziil sikeriilt 28-ban kimutatnia az St genom jelenlétét. A centroméra koriili
régi6 St genommal tortént erds jeldlédése alapjan CHEN et al. (1998) J1JJ°)-re valtoztatta a
MURAMATSU (1990) és WANG et al. (1991) éltal javasolt JJJJJ formulat. A késébbiekben
buza/Th. ponticum részleges amfiploidok vizsgalataval mutattak ki Th. ponticum kromoszomakat
(ZHANG et al. 1996, FEDAK et al. 2001). McGISH technikat SEPSI et al. (2008),
GEORGIEVA et al. (2011) és ZHENG et al. (2014) alkalmazott buza/Th. ponticum utédvonalak
jellemzésére. Csak a fajt érintd multicolour GISH vizsgalatot a jelen disszertacio kivételével még
nem publikaltak.

A Th. ponticum kromoszomak mcGISH-sel nem detektalhato teloméras régidja elvileg
jelezheti egy harmadik, eddig nem ismert genom jelenlétét, de erre vonatkoz6 megfigyelésekrol
nem szamoltak be a szakirodalomban. Valdésziniibb, hogy a poliploidizacios folyamatok
eredményeként az evollcidsan leggyorsabban valtozd szubtelomérds kromoszomarégioban
(BROUN et al. 1992) olyan mértékben megvaltozott DNS-szakaszok alakultak ki az 1j fajban,
melyek a diploid 6s6k DNS-ével mar nem képesek hibridizaciora a GISH soran.

A Th. intermedium szegmentalis auto-allohexaploid természetét DEWEY (1962) irta le
elészor. DVORAK (1981) a fajban két nagyon hasonlé, E genomhoz kozeli és egy harmadik,
akkor még ismeretlen eredeti genom jelenlétére utalt. LOVE (1984) a fajt az Elytrigia genusba
sorolta, ahol vizsgalatai alapjan a poliploid fajokban 3 kiilonb6z6 genom talalhaté: J, E ¢€s S,
amelyek nagyon hasonldak a Thinopyrum, a Lophopyrum és a Pseudoroegneria genomjaihoz. A
J és E genomot DEWEY (1984) azonosnak tekintette. A Pseudoroegneria genommal valo
kapcsolatot LIU ¢s WANG (1993) megerdsitette és a J bJes jelolést javasolta. Az 1990-es évektdl
a genomi in situ hibridizacids technika lehetové tette a lehetséges 6sok azonositasat a Th.
intermedium fajban. CHEN et al. (1998) GISH vizsgalata harom jol elkiilonithetd genom
jelenlétét igazolja (J, Js és S). A J genomot Th. elongatum és Th. bessarabicum fajhoz kozelinek,
a Js genomot S genomi szekvenciaval gazdagitott Th. elongatum/Th. bessarabicum genomnak,
az S genomot Ps. strigosa eredetiinek vélte. Az altalunk alkalmazott mcGISH technika soran is
ezeket a fajokat hasznaltuk a kromoszémak kimutatasara vonatkozoan.

A 14] + 1433 + 14St genomformulétd] eltéré kromoszomadsszetételt tsbb Th. intermedium
vonalban is leirtak (9. tablazat). A J és J* kromoszomak egyiittes szama minden esetben 28 volt

(de nem 14+14), és a J kromoszomak voltak tobbségben, gyakran paratlanul. A 42
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kromoszomaszamu genotipusokban 14 St kromoszomat mutattak ki. Ahol ez a szam eltért, ott az
sszkromoszomaszam is ugyanannyival valtozott. A J és J* kromoszémak aranya miatt a CHEN
et al. (1998) 4ltal javasolt JJ°S formula nem irja le megfeleléen a faj genomdsszetételét.

A 9. tablazatban 2004-es az utols6 forrds, mivel a késObbiekben a genomkompozicio
emlitése nélkiil, evolacios vizsgalatok alapjan uj elméletekkel alltak el6 a Th. intermedium
kialakulasara. Els6 nagy ujitasnak KISHII et al. (2005) munkajat tekinthetjikk, akik GISH
vizsgalataik alapjan ugy vélték, hogy a Dasypyrum (V genom) is része lehet a Th. intermedium
genomnak és még néhany potencialis progenitor azonositasra var. MAHELKA et al. (2011) a faj
keletkezésének bonyolultabb kialakuldsara wutal, mint amire az allohexaploiditasbol
kovetkeztetnénk. Kloroplasztisz trnL-F szekvenciak vizsgalataval Pseudoroegneria fajt
azonositottak legvalosziniibb anyaként, mellyel Elymus ¢és Pascopyrum fajokkal mutat
hasonlosagot. Sejtmagi GBSSI  (keményitészemcséhez ko6t6d6 keményité szintetaz 1)
szekvenciak elemzésével és mcGISH technikaval tavoli kapcsolatot igazoltak a
Pseudoroegneria, a Dasypyrum, a Taeniatherum, az Aegilops és a Thinopyrum genus elédeivel.
A hexaploid faj két genomjat Pseudoroegneria (el6zdleg St-nek jeolt) és Dasypyrum (elézéleg
ek jelolt) genushoz kozelinek irtdk le és ezzel igazoltdk KISHII et al. (2005) elméletét. A
harmadik genomot nem tudtak azonositani, de felvetették annak Thinopyrum/Aegilops hibrid
eredetét. Késébbi publikacidjukban (MAHELKA et al. 2013) 5S riboszomalis RNS szekvencia
vizsgalatokkal igazoltak Aegilops genomok fajképz6désben betoltott részvételét. WANG és LU
et al. (2014) oOsszefoglald cikkében a Th. intermedium genomdosszetételérél eddig ismert
eredményeket hasonlitotta dssze. Véleményiik szerint a J*' genom nem egyezik meg a V
(Dasypyrum) genommal, amire DNS tartalom és kariotipus analizisek eredményei alapjan
kovetkeztetett. A V specifikus szekvenciak Th. intermedium fajban kimutathaté jelenlétének
legvaldszinlibb magyardzata, hogy a 7 genom progenitora a V genombodl szdrmazé repetitiv
lehetdségét veti fel. Genomjai koziil a J St genom tér el legnagyobb mértékben a mai J genomtol
(mint a buza B genom az Ae. speltoides S genomjahoz hasonldan). Legkevésbé az St genom
kiilonbozik a mai Ps. spicata genomjatol (hasonloan a biza D genom ¢és Aegilops tauschii
kapcsolatdhoz).

A kiilonboz6 Th. intermedium vonalak kozott nagymértékii heterogenitast tapasztaltak a
genetikai anyag mennyiségében (VOGEL et al. 1999, BENNETT et al. 2000). Ennek az lehet az
oka, hogy az idegentermékenyiil6, éveld faj mas Triticeae fajokkal, koztik fiifélékkel és a
buzaval is képes keresztezddni, igy a beépiild fajidegen DNS szekvencidk szédmottevéen
gyarapithatjak a Th. intermedium genetikai alapanyagat. GALE és DEVOS (1998) valamint
SORRELS et al. (2003) szerint a gabonafélék fajképzodése soran egyes kromoszomak
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valtozatlanok maradnak, mig masok jelentds szerkezeti valtozasokon mennek at. Az egyes
vonalak valtozatos genomosszetételét tekintve ez a megallapitas fokozottan igaz lehet erre a
fajra.

A kutatasi eredmények alaposan felboritottak a Th. intermedium fajrél alkotott eddigi
Osszképet, viszont magyarazatot adhatnak pl. a mcGISH elemzés soran tapasztalt intenzitasbeli
kiilonbségekre. Munkankat ez annyiban befolyasolhatja, hogy mivel ezt a fajt nem teljesen azok
a genomok alkotjak, amelyeket a hibridizaci6 soran alkalmaztunk, préobaink nem alkalmasak a
Th. intermedium genomjainak pontos azonositasara. Ugyanakkor kivaloan megfelelnek az eltérd
genomokhoz tartozo kromoszomak kimutatasara és ezaltal a Th. intermedium és Th. ponticum

fajbol szarmaz6 kromoszomak detektalasara a buza/A. glael hibrid utédnemzedékeiben.

4.4 Buzal/Agropyron glael keresztezésbol szarmazo utodok jellemzése
4.4.1 MvOkrl/A. glael BC; nemzedékének ontermékenyitett utédai
4.4.1.1 Morfologiai és rezisztencia-megfigyelések

Az MvOkrl/A. glael F; hibrideket a molekularis citogenetika csoport tagjai 2004-ben
visszakeresztezték a 'Chinese Spring’ blizafajtaval. A BCy ndvény 62 kromoszomat tartalmazott,
ami a teljes buzagenom mellett 10 par idegen kromoszoma jelenlétét feltételezi. A
tenyészkertben 2013-ban vizsgalt vonalak a BC; noévény nyolcadik Ontermékenyitett
nemzedékei. A genetikai hasadas kovetkeztében morfologiailag jelentds kiilonbségeket
tapasztaltunk a genotipusok kozt (16. abra).

A genotipusok jelentds részét az Mv9krl sziilonél hosszabb és vékonyabb, kihegyesedd
kalasztipus jellemezte. A pelyvalevelek az A. glael sziiléhéz hasonléan kemények, nehezebben
csépelhetdk. Egyes genotipusok kalaszain rovid szalkacsonkok talalhatok, de a vonalak nagy
része tar. A novények szine sotétzold vagy kékes hamvaszold, egyes genotipusoké a
visszakereztezéshez hasznalt 'Chinese Spring' buzahoz hasonld sargaszold. Az egyes
genotipusok még nem stabilak, a parcellakon beliil tobb esetben hasadast figyeltiink meg. A
buza/A. glael utédvonalak a buzahoz képest lassabban fejlédtek, 10-15 nappal késobb
kalaszoltak és viragoztak, ami a tovabbi visszakeresztezést is nehezitette. Fertilitasi problémak is
eléfordultak. A viragzast kovetden a ndvények sokaig zoldek maradtak, lassabban értek, ezeket a
buzanal két héttel késObb lehetett aratni és még ekkor is lattunk a toveken zold sarjkaldszokat. A
novények jellemzéen magasabbak voltak az Mv9krl buzapartnernél (organikus koriilmények
kozott 2014-ben: Mv9krl: 90-100 cm, BC; a buza/A. glael utdédok: 95-115 cm) de talaltunk
torpe (55-60 cm), €és nagyon magas, konnyen megd6ld, 'Chinese Spring'-hez hasonld
genotipusokat is (kb. 120-130 cm). Az érett szemek a buzaétol sotétebbek, kisebbek, néha
aszottak.
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16. abra Az Mv9krl1/A. glael keresztezésbdl szarmazé utddok kalaszai nyolc éven at tarto
ontermékenyitést kovetéen (kombinacioé: Mv9krl1/A. glael/Chinese Spring/8, parcellaszam: 226-
245/2013, tenyészkert). Az abra bal oldalan a sziild6 Mv9krl és az A. glael-re nagyon hasonlito
Thinopyrum sp. méretaranyos kalaszképe lathato

Az utobbi 6t év (2010-2014) spontan levélrozsda fertdzottségének megfigyeléseit a 10.
tablazatban foglaltuk Gssze.

Az MvIOkrl/A. glael utédvonalak kivalo levélrozsda rezisztenciaval rendelkeztek. Az
Mv9krl minden évben jelentds fert6zddést szenvedett (Stakman-skala, 4-es tipus, M4 melléklet)
(17. abra/a), kivéve a 2012-es évet, amikor az id6jaras nem kedvezett a korokozok terjedésének.
Levélrozsda- fert6zddést 2014-ben nem tapasztaltunk, a tobbi évben jellemzden rezisztensek
voltak az utodvonalak (17. abra/b), kivéve a 195, 197, 210 és 215 genotipus egyes években
tapasztalt enyhe fertéz6dését. A 2014. évben stlyos sargarozsda-fert6zédés jellemezte az egész
régiot, az Mv9krl és a 'Chinese Spring' sziiléi genotipus igen intenziven megbetegedett (4-es
tipus) (17. abra/c). A baza /A. glael utddok tobbsége ¢ korokozoval sem fert6z6dott (17. abra/d; a
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205-06s, 206-0s és 210-es parcella allomanya volt fogékony, a tobbi rezisztens). A legigéretesebb
utédvonalakat az elmult 3 évben a Kaldszos Gabona Nemesitési Osztaly tenyészkertjeiben is
elvetettiik, ahol a jobb tapanyagellatasnak és agrotechnikanak kdszonhetéen a novények jobban
bokrosodtak, magasabbra néttek, nagyobb kalaszokkal rendelkeztek és fertilisebbek lettek, mint

az osztalyunk organikus tenyészkertjében.

10. tablazat Az Mv9krl/Agropyron glael utdédvonalak martonvasari tenyészkertben 5 éven at
megfigyelt rozsdafertézottsége (LR: levélrozsda, YR: sargarozsda) és jellegzetes tulajdonsagai
(levélszorozottseég, levélszin). 0: nincs fert6zodés; 4: erds fertézodés

Parcellaszam Tenyészkertben megfigyelt jellegzetességek és a rozsdafertézottség mértéke
(2014, Tiikros) (0-4)
2010 | 2011 2012* 2013 2014
194 0 0 0 0 0, sz6rozott
195 0 0 0 LR:1 0, széles, kékeszold, sz6r6zott
196 0 0 0, torpe 0 0, torpe, szOrdzott
197 0 0 0, sok steril | LR:1 0, sz6rozott
198 0 0 0 0 0, sz6rozott
199 0 0 0 0 0, sz6rozott
200 0 0 0 0 0, sz6rozott
201 0 0 0 0 0, sz6rozott
202 0 0, sargul 0 0 0, sargul, nem szOrozott
203 0 0, sok steril 0 0 0, sargul, sz6rozott
204 0 0, sargul 0 0 0, sargul, sz6rozott
205 0 0, torékeny 0, sargul 0, steril, | YR: 2, sargul, sz6r6zott
sargul
206 0 0, sargul 0, sargul 0, sargul | YR: 1, sargul, sz6rozott
207 0 0 0 0, sargul | sargul, sz6rozott
208 0 0 sarga 0 sargul, fekete pottyok,
szOrozott
209 0 0, 0, 0, 0,
sOtét, hamvas | hamvas kékeszold | kékeszold, szOrozott
210 LR:1 |0 0, hamvas 0 YR: 2
211 0 0 0 0 0
213 0 0 0, hamvas 0 0
214 0 0 0 0 0
215 LR:1 |0 0 0 0
MvOkrl LR:4 | LR: 4 2 LR: 4 YR:4
‘Chinese Spring' 1 0 0 LR:1 YR:4
YR:1

*2012-ben nem volt jelentds spontan rozsdafertdzddés a tenyészkertben

Az egyéb tulajdonsagok alapjan is igéretesnek tlind vonalakat mesterséges lisztharmat-
fert6zésnek vetettiik ala harom ismétlésben. Minden vizsgalt genotipus fogékonynak (4-es tipus)
bizonyult. A 196-o0s parcellaszamu térpe genotipus névényein mindharom ismétlésben csak a
levelek felsé harmadan jelent meg a betegség, a levél alsobb részein nem. A vizsgalt 194, 195,

197 és 198 parcellaszam vonal a sziilépartnerekkel egyiitt a levelek teljes feliiletén fert6zodott
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(17. abra/e, f). Az Mv9krl/A. glael hibrid utdédvonalai tehat kivalo génforrasok lehetnek a buza

levélrozsda- és sargarozsda-rezisztencidjanak ndvélésében, de lisztharmat-rezisztencia atvitelére

nem alkalmasak.

17. abra Az Mv9kr1 (a,c,e) és az Mv9krl/Agropyron glael utodvonalak (b, d, f) levélrozsda-,
sargarozsda- és lisztharmat-fert6z6dése a. Levélrozsdaval fert6z6dott Mv9krl b. Levélrozsdaval
szemben rezisztens Mv9krl1/A. glael utédvonal (195/2014) c. Sargarozsdaval fert6z6dott Mv9krl

d. Sargarozsdaval fert6z6dott biiza (piros vonaltol balra) és rezisztens Mv9kr1/A. glael

utdédvonal (piros vonaltol jobbra) (194/2014) e. Lisztharmattal mesterségesen fert6zott buza f.

Lisztharmatra fogékony Mv9kr1/A. glael utddvonal
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4.4.1.2 Molekularis citogenetikai vizsgalatok eredményei

Az MvOkrl/A. glael utédvonalak idegen kromoszomaszamanak meghatarozasahoz és
genomszintli azonositasahoz a Th. ponticum és Th. intermedium fajra is alkalmazott mcGISH
protokolt hasznaltuk azzal a valtoztatassal, hogy a buzakromoszémak blokkolasahoz jeldletlen
buza genomi DNS-t is hasznaltunk. Ezeken a vonalakon korabban nem végeztek genomi in Situ
hibridizaciét, ezért a proba DNS:blokkolé DNS aranyt és a proba DNS-ek mennyiségét
optimalizalni kellett. Az A. glael egy sejtjének részletét, a biiza/A. glael F; hibridet és a hibridben
elé6forduld A. glael kromoszémak kariogramjat a 18. abran mutatjuk be. Az utédvonalakban is
ezek a kromoszomatipusok varhatok. Tobb esetben taldlkoztunk egyik sziilopartnernél sem
tapasztalt mintazattal. Genomok ko6zotti atrendezédéseket és egyik genommal sem jel6lédo

hosszt DNS-szakaszokat detektaltunk, amelyek elsésorban a J*' kromoszomaékat érintették.

Agropyron glael A Buza x Agropyron glael F, hibrid

St
* J
* wheat

18. abra a. Agropyron glael kromoszomakészlete (részlet) a Thinopyrum bessarabicum (J
genom, zold) és a Pseudoroegneria spicata (St genom, piros) DNS probakkal végzett
multicolour genomi in situ hibridizacié (McGISH) eredményeként b. Az MvIkrl/A. glael F;
hibrid kromoszomainak mcGISH mintazata Th. bessarabicum (J, zold) és Ps. spicata (St, piros)
genomi DNS probak és buza blokkolo DNS (BBAADD) egyidejii alkalmazasaval ¢c. Az
Mv9Okr1/Agropyron glael F; hibridben kimutatott A. glael kromoszémak mcGISH alapjan
készitett kariogramja. A hibridizacidés mintazat a Thinopyrum bessarabicum (JJ - zold) és
Pseudoroegneria spicata (StSt - piros) genomi DNS hibridizalasanak eredménye. A csillaggal
jelzett kromoszoémak sem a Th. intermedium, sem a Th. ponticum fajban (az A. glael
szlilépartnerei) nem fordultak eld. skala: 10 um

A 62 kromoszomas BC; ndvény Ontermékenyitett utddai kozott valtozatos

kromoszomaszamu €s genomosszetételi genotipusokat figyeltiink meg. A buzagenom mellett J
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¢s St genomhoz tartozd kromoszémakat is kimutattunk az 51, 52, 53, 54, 56, 58, 59, 60, 61 és 62
kromoszoémaszamt novényekben (11. tablazat). Ezek koziil néhany példat a 19. abran mutatunk
be. A citologiailag vizsgalt névényeket minden esetben egyedi azonositdval, citologiai szammal

lattuk el és felneveltiik, az aratds utdn a szemeket génbanki taroloban megdriztiik. A vonalak

11. tablazat Az Mv9krl/Agropyron glael keresztezésb6l szarmazo kiilonb6z6 genomdosszetételii
utddvonalak citologiai szdma, kombindcidja, kromoszémaszama és az idegen kromoszémak

szama a genomok megnevezésével. CS: 'Chinese Spring’, Ag: A. glael, CF: centrikus fizio, 2-8:
kétszer- nyolcszor ontermékenyitett, r. amfi: részleges amfiploid

Citolégiai Kombinacio Kr.szam | Idegen kromoszomak

szam* szama

09559 Mv9kr,/A. glael/CS/2 51 9 Ag

09560 Mv9kri/A. glael/CS/2 58 18 Ag

09565 MvOkri/A. glael/CS/2 53 13 Ag

09567 Mv9kri/A. glael/CS/2 60 17 Ag

09569 Mv9kri/A. glael/CS/2 54 16 Ag

091033 MvOkri/A. glael/CS/2 54 12Ag:7J+5J

10128 Mv9kr,/A. glael/CS/3 61 19 Ag: 14 J +5 J™

10147, 10148, | Mv9kry/A. glael/CS/5 62 22 Ag: 18 J+ 4 %

10150

12389, 12390 | Mv9kri/A. glael/CS/5 54 16 Ag: 14 J+2St

12407, 12408, Mv9kri/A. glael/CS/5 56 17 Ag: 15J+2 St

12409

122297, Mv9kri/A. glael/CS/5 56 12 Ag: 2 bliza/St CF

122298,

122300, 122301

122314 Mv9kri/A. glael/CS/5 52 14 Ag: 10 T + 4 buza/St
CF

122704-122707 | Mv9kri/A. glael/CS/8 56 14 Ag: 2 bliza/St CF

13627 MvOkri/A. glael/CS/8 56 14 Ag

13632, 13633 | Mv9kri/A. glael/CS/8 58 143 + P 2 st, 2
telocentrikus kr.

13636 Mv9kri/A. glael/CS/8 54 14 Ag: 2 St, 5 J°

13662 MvOkri/A. glael/CS/8 56 2 St, 10 J, J*/buza CF

132954 MvOkr./A. glael/CS/8 58 r.amfi 18 Ag: 8J,2 J°, 8
St

132956 Mv9kri/A. glael/CS/8 56 r.amfi 14 Ag: 4 St, 10 J,

*:Citologiai szam: els6 két szamjegye a csirdztatis éve, a tObbi szamjegye a ndovény sorszama az adott
évben, pl 09559: 2009-ben az 559. csiraztatott szem.

A 2-8 dntermékenyitésen atesett utddnovények genomdsszetétele valtozatos képet mutatott. Az
51-62 kromoszoémaszami novényekben 12-22 az idegen kromoszoémak szama, egy esetben
detektaltunk 9 idegen kromoszomat. Tobb vonalbol az St genom eliminalddott, mashol

intergenomi atrendezOdéseket tapasztaltunk buza-St és J-St genomok kozott (19. abra). Az
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idegen kromoszomak szama a tObbszori Ontermékenyités utan Sem csokkent. A 132954 ¢s
132956 citologiai szaml novényeket részleges amfiploidként azonositottuk, melyek elemzését a

kovetkezo fejezetekben részletezziik.

Stgenom
Y Jgenom

19. abra Eltér6é kromoszomaszama Mv9kr1/Agropyron glael utdédvonalak GISH, illetve
mcGISH Kariotipusa Thinopyrum bessarabicum (a-d) és Pseudoroegneria spicata (a,b,d) teljes
genomi DNS préobaval a. 56 kromoszomas vonal J és St genom kozotti centrikus fuzidval
(nyilak) (citologiaszam:122707) b. 54 kromoszoémas utodvonal Thinopyrum sziiléi
kromoszomakétol eltérd hibridizacios mintazattal (nyil) (091033) ¢. 63 kromoszomas genotipus
GISH elemzése J genomi probaval (09565) d. 61 kromoszomas utodvonal J/St atrendezédéssel
amely a Thinopyrum sziil6i kromoszomakétol eltérd (nyil) (10128). Skala: 10um

4.4.1.3 Részleges amfiploid: levélrozsda- és sargarozsda rezisztens vonal

A molekularis citogenetikai vizsgalatok soran az Mv9krl1/A. glael hibrid Chinese Spring
buzaval egyszeresen visszakeresztezett, majd ontermékenyitett utdodvonalai kozott 56 egész + 2
telocentrikus kromoszomat hordozd részleges amfiploidokat detektaltunk. A martonvasari
tenyészkertben 2012-ben elvetett 226-os szamu parcella (194/2014) szamos ndvényében

ugyanezt a kromoszomadsszetételt figyeltik meg, igy megallapitottuk, hogy ez a részleges
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amfiploid genetikailag stabil. Ebben a vonalban 9 par Agropyron (melybdél 1 par telocentrikus) és
20 par buzakromoszoémat mutattunk ki mcGISH-sel. A proba DNS:blokkol6 DNS nem
megfeleld ardnya miatt enyhe hibridizaciot tapasztaltunk az egyik buza genom kromoszomain,
melyet a FISH azonositids utan D genomként azonositottunk. lgazoltuk, hogy a 18 Agropyron
kromoszoma koziil négy par (koztik az 1 par telocentrikus) az altalunk St-ként detektalt
genomhoz tartozik (20. abra), mely csak a Th. intermedium fajbol szarmazhat (Agl, Ag3, Ag8,
AQ9).

*
PRGN
Ps. spicata
X Th. bessarabicum
C.

mcGISH—=+——+————— . 8 &

Ag4 Ag2 Ag5 Ag7 Ag6 Ag8 Ag3 Agl Ag9
Y  * =~ =

FISH

Afa-family
* pSc119.2
* pTa71

20. abra a. Buza/Agropyron glael utodok koziil kivalogatott részleges amfiploid vonal mcGISH
mintazata a Thinopyrum bessarabicum (J genom) és Pseudoroegneria spicata (St genom)
hibridizacidja soran. Az idegen kromoszémakat nyilak jelzik. b. A részleges amfiploid vonal
FISH kariotipusa a pSc119.2, Afa-family és pTa71 probak kombinacigjaval. A DNS probak
szinjelolését a képeken tiintettiik fel. c. Az mcGISH ¢és a FISH mintazat alapjan készitett A. glael
kromoszoémak kariogramja és idiogramja. Skéla: 10um

A vonalban négy par J (Ag2, Agd, Ag5, Ag7). és egy par I (Agb) kromoszomat is
kimutattunk. Utobbiban a centroméra koriili régiok az St genommal, a disztalisabb szakaszok a J
genommal hibridizalddtak, a termindlis régiok pedig egyik genomi DNS-sel sem jeldlddtek.
Ilyen tipusu kromoszomak a Th. intermedium és a Th. ponticum fajra is jellemzbek, azonban a
kromoszoémak terminalis részér6l hianyzo hibridizacios jel miatt ezek a Th. ponticum fajtol
szarmazhatnak. A centroméra koriili régioban detektalt nagy kiterjedésii, St genommal jel616dott

kromoszomaszegmentumot korabban egyik Thinopyrum fajnal sem mutattuk ki.
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Az mcGISH alapjan 1 par buzakromoszéma hidnyzott az amfiploid vonalbdl. A
buzakromoszomak azonositasahoz hasznalt probakombinacioval (Afa-family, pSc119.2, pTa71)
elvégzett FISH és kariotipuselemzés alapjan a 3D kromoszdmapar hianyat allapitottuk meg. (20.
abra/b) Az Agropyron kromoszomakat FISH mintdzatuk és morfologidjuk alapjan parokba
rendeztiik ¢és beszamoztuk (Agl-Ag9). Az mcGISH ¢s FISH hibridizaciés mintazat
Osszehasonlitasahoz a kromoszomak kariogramjat és idiogramjat is elkészitettiik (20. abra/c).

A vonalon morfolégiai paramétereket is mértiink, melyeket az Mv9krl buza genotipussal
hasonlitottunk Ossze (21. abra). A fOkalaszhossz, a kaldszonkénti szemszadm ¢és a kalaszonkénti
kalaszkaszam ¢értéke a buza sziilohoz képest szignifikdnsan nagyobb volt a P < 0,05
szignifikancia szinten. Bokrosodas tekintetében a részleges amfiploid vonal elmaradt az Mv9kr1-
tél. A névénymagassagban nem volt szignifikans eltérés (Mv9krl: 99,00 + 3,77 cm, részleges
amfiploid: 100,60 + 6,82 cm). Az Mv9krl ezerszemtomege 36 g, az amfiploidé 24,5 g volt. Az

eltérést az magyarazza, hogy a részleges amfiploid szemei sokkal kisebb méretiiek.

60

& ,
50 Mv9krl blza T

bokrosodas  fokaladsz hossz kalaszonkénti kalaszka/kaldsz ezerszemtdomeg
(cm) szemszam (db) (db) ()]

21. abra Az Mv9kr1 buizagenotipus és az 58 kromoszomas Mv9kr1/Agropyron glael részleges
amfiploid bokrosodéasanak, fokaldszhosszanak, kaldszonkénti szemszdmanak, kaldszonkénti
kalaszkaszamanak ¢€s ezerszemtdmegének Osszehasonlitdsa a szoras jelolésével 10-10 ndveény
részleges feldolgozasa alapjan (Martonvésar, 2014)

A vonal kaldsza a buzahoz hasonloan tomott, azonban attol hosszabb, ami valosziniileg az
Agropyron kromoszomak hatasanak kdszonhetd (22. abra/a-b). Tenyészkerti megfigyeléseink
szerint a részleges amfiploid vonal levélrozsdaval és sargarozsdaval szemben rezisztens volt. A
vonal a 2014. évi szokatlanul ers sargarozsda jarvany soran sem fert6z6dott, a novényeken a

betegség semmilyen jelét nem tapasztaltuk (22. dbra/c). A molekularis markerekkel végzett
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ellenérzés soran a tesztelt Lrl9, Lr24, Lr29 és Sr24 rezisztenciagénekkel kapcsolt markerek

koziil egyik sem amplifikalodott a 194. parcellaszamu részleges amfiploid novényekben.

14
Wy
4 \t ,

F4

X

22. abra a. Az Mv9krl/Agropyron glael keresztezésbol szarmazo részleges amfiploid vonal
majusban késziilt kalaszfotdja (2014, tenyészkert) b. Aratas utan késziilt kalaszfoto és a vonal
egy kalaszabol kicsépelt szemek. Skala: Icm ¢. Az Mv9krl ¢és a 'Chinese Spring' blizagenotipus
2014 majusaban fotozott, sargarozsdaval fert6z6dott, valamint a rezisztens részleges amfiploid

vonal egészséges levele

4.4.1.4 56 kromoszomas részleges amfiploid nulli-tetraszomas vonal

A 2012-ben elvetett 424-es parcellaszamu névények (kombinacio: MvOkri/A. glael/ CS/8)
szemei kozott 56 kromoszomaval rendelkez6 utodokat azonositottunk mcGISH-sel és ugyanilyen
kromoszomaszamu novényeket talaltunk a 227/2013 parcella allomanyaban. A novények
sejtmagjaban mcGISH-sel 14 Agropyron és 42 buzakromoszoma jelenlétét mutattuk ki (23.
abra/a). Ugyanazon a sejten FISH-t is végeztiink (23. abra/b). Ezzel a technikaval két par St és
Ot par J genomhoz hasonlé Agropyron kromoszomat detektaltunk, de hibridizacids mintazatuk
sajatos jellegeket mutatott. Az Ag2, Agb és Ag7 rovid karjan igen intenziv St genomi
hibridizacié volt megfigyelhetd (23. abra/c), az Agl, Ag5 és Ag6 hosszu karjdhoz pedig mindkét
genomi DNS azonos helyen hibridizaloédott. Az Ag3 kromoszéman nagyon gyenge volt az St
proba fluoreszcens jelének intenzitasa. A 42 buzakromoszoma FISH elemzésekor a hibridizacios
mintazat alapjan 2 par 4D kromoszomat azonositottunk (23.4bra/b nyilak), azonban a 3D
kromoszomapar (az el6z6 amfiploidhoz hasonléan) hidnyzott. Ennek megfeleléen az 56
kromoszoémas részleges amfiploid egy 3D nulli-4D tetraszomas (N3DT4D) vonal.

A 2014-ben 195-6s parcellaszammal elvetett részleges amfiploid vonal, tobb évi

megfigyelés alapjan, ellenall a levélrozsda- és sargarozsda fert6zésnek. Levelei nagy feliiletiiek,
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igen szélesek, kékeszold szintiek és erdsen szorozottek (24. abra). Kaldszai a 194. parcella

részleges amfiploidjdhoz képest hosszabbak és keskenyebbek.

mcGISH ;
Agl Ag2 Ag3 Agd 7B
Ag3 °* ** Agb

A Ag5 1D

Afa-family e psc119.2 Y pTa71

23. abra Az Mv9krl/Agropyron glael hibrid utdédgeneracioibol kivalogatott 56 kromoszémas
részleges amfiploid vonal molekularis citogenetikai elemzése a. McGISH kariotipus
Pseudoroegneria spicata (piros) és Thinopyrum bessarabicum (z61d) genomi DNS prébaval. A
sarga fluoreszcens jel a két DNS proba (piros + z6ld) azonos kromoszdmaszakaszhoz tortént
hibridizacidjanak a kovetkezménye. A 14 db idegen kromoszomat nyilak jelzik b. Ugyanazon a
sejten végzett FISH analizis a buzakromoszémak azonositdsdhoz hasznalt repetitiv DNS
probakkal c. Az mcGISH ¢és a FISH kariotipus alapjan készitett kario- és idiogram. Skéla: 10um

iy m‘ '"‘ o "WC
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24. abra a. Az Mv9krl/Agropyron glael keresztezésbol szarmazo 56 kromoszomas részleges
amfiploid vonal hosszu, vékony kalasza b. amfiploid egészséges (sargarozsda-fert6zésnek
ellendllo), széles levelei C. kinagyitott levélrészlet levélszérokkel. Martonvasar, 2014
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A molekularis markerekkel végzett ellendrzés soran a tesztelt Lrl9, Lr24, Lr29 és Sr24
rezisztenciagénekkel kapcsolt markerek koziil az Lr24 esetleges jelenlétére utaldo fragmentet
detektaltunk a részleges amfiploid ndvényekben JO9-STS markerrel. A kb. 310 bp hosszusagh
fragment a pozitiv kontroll TC24-ben, a Th. ponticumban, a Th. intermediumban és az A. glael-

ben is jelent volt (25. abra).

. g

= 5]

g E

wn e =

500 bp 2 B B
300 bp - -

25. abra Az Lr24 rezisztenciagénnel kapcsolt J09-STS marker agar6z gélelektroforézis
mintazata a TC24 pozitiv kontroll buza genotipuson, az Mv9krl és 'Chinese Spring' (CS)
buzakon, a Thinopyrum ponticum, Thinopyrum intermedium tarackbuza fajokon és azok

hibridjén (Agropyron glael), valamint az Mv9kr1/A. glael hibrid ut6dbol kivalogatott 195.
parcellaszamu részleges amfiploidon (195/1, 195/2). Az Mv9krl és a 'Chinese Spring'
kivételével a J09-STS marker esetén minden vizsgalt genotipusban megjelent a vart
fragmenthosszusagi PCR termék

A kivélogatott részleges amfiploidok esetleges éveld jellegét nem vizsgéltuk, de a
novények habitusa sokkal inkabb buzaszer(i, mint az évelé Thinopyrum fajokéhoz hasonlo. A
2011. évben végeztiink arra vonatkoz6 megfigyelést, hogy a 2010 nyaran nagyon jol bokrosodo,
késon kalaszolo és viragzd BC; vonalak attelelnek-e, de a ndvények nem maradtak életben.

A bemutatott részleges amfiploid vonalak (mint keresztezési partnerek) kivalod

génforrasként szolgalhatnak a buzafajtak levél-€s sargarozsda rezisztenciajanak novelésére.

4.4.2 Az Mv9krl/Agropyron glael BC, nemzedékének ontermékenyitett utodai

A BC; novényeket 2005-ben hoztak létre, eldallitdsdthoz az Mv9krl buzagenotipust
hasznaltak beporzoként (kombinacio: Mv9kr1/A. glael/Chinese Spring/3/Mv9krl. A 2006, évtol
kezdve a martonvasari tenyészkertben végeztiink ontermékenyitéseket. A BC; nemzedékbdl
szarmazd utddokkal ellentétben ezek a vonalak elveszitették kivald rezisztencidjukat és az
szantofoldi  kisérletek  éveiben. A kalaszok morfologidgja a redukalodott idegen
kromoszémaszamnak koszonhetdéen inkabb a buza sziil6partnerekre hasonlitott (26. abra). A
levélrozsdaval és egyéb betegségekkel fert6z6do, konnyen megddlé ('Chinese Spring' jellegii)

genotipusokat 2013-ban és 2014-ben mar nem vetettiik el.
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101 102 103 104 105

26. abra Az Mv9krl/Agropyron glael keresztezésbol szarmazo BC, utdodvonalak kalaszai (2010,
Tiikrosi tenyészkert, Martonvasar)

A levélrozsda-rezisztencia BC; eredetli vonalakbdl BC, utddokba torténd atviteléhez és az
idegen kromoszomak szamanak csokkentéséhez 1) keresztezéseket végeztink az Mv9krl
genotipussal és az 'Mv Karizma' martonvasari jaré tipusu buzafajtaval. Az 'Mv Karizma'
valasztdsanak elsddleges oka az volt, hogy tavaszi vetésli novényei egyszerre virdgoztak az
anyavonalakkal. Lisztharmattal szemben az ellendllobb fajtak kozé tartozik, azonban
levélrozsdaval az atlagosnal erésebben fert6zodhet, igy az A. glael-bol szarmazo levélrozsda-
rezisztencia kifejezédése konnyen nyomon kdvethetd volt az utodokban.

A 2010 és 2014 kozotti keresztezések eredményeit a 12. tablazatban Osszesitettiik. Az Mv9krl
genotipussal megporzott virdgok szama és a megporzas sikeressége az egyes években nem
mutatott korrelaciot. Mig pl. 2011-ben 734 viragban Osszesen 2 (0,27%), addig 2012-ben 484
viragban 35 szemkotés (7,23%) tortént. A legnagyobb mértékii (18,6%) szemkotést 2014-ben
értiik el. A tablazatbol adatai koziil kiemelkedik az 'Mv Karizma' buzafajtaval végzett 2013. évi
keresztezés nagy szemkotési szazaléka (25,34 %).

A 2013/2014-es vegetacios idészakban 36 kalaszutddsort vetettiink az 'Mv Karizmaval' végzett
keresztezéssel eldallitott BC, szemekbdl (222-230/2014). Az Mv9krl buzagenotipus 2014.
majus 10-t6] virdgzott, ezzel szemben a BC,; ndvények majus 23-tol, 3 nappal a BC; eredetli
utodvonalak viragzasa eldtt. Valamennyi kalaszutdédsorban nagyon hosszu, de vékony kalaszu,
sOtétzold ¢€s szOorozott levelli, magas novények néttek (27. abra). A 225, 226 és 227
parcellaszamu novényei sargarozsdaval gyengén ferté6zodtek (1-es bonitalasi érték), a tobbi

novényen a betegség tiinetei nem jelentek meg.
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12. tablazat BC, szemek eldallitasa az Mv9kr1/Agropyron glael els6 visszakeresztezett
nemzedékének (BC;) ontermékenyitett utodvonalaibol az Mv9krl genotipussal és az ‘Mv
Karizma' buizafajtaval végzett keresztezéssel (2010-2014, Martonvasar)

Ev Anyavonalak Pollenad6 Megporzott | Szem- | Szem- | Helyszin
kombinacidja btiza virag szam | kotés
%

2010 | MvOkrl/A. glael/CS/2-5 Mv9krl 2652 301 11,35 Tiikros
2011 Mv9krl/A. glael/CS/6 Mv9krl 734 2 0,27 Tiikros
2012 | MvOkrl/A. glael/CS/4-7 Mv9krl 484 35 7,23 Tiikrds
2013 MvOkrl1/A. glael/CS/8 Mv9krl 834 43 5,16 Tiikros
MvKarizma 2632 667 | 25,34 | Laszlo-

puszta

2014 | MvOkrl1/A. glael/CS/6-9 Mv9krl 2467 459 18,60 Tiikros

Viragzasakor sok novény fokalasza steril volt, ezért a mellékkalaszokat ismételten 'Mv
Karizmaval' kereszteztilk (BCj eldallitas). A sterilitas hatasa er6sen megnyilvanult az aratott
szemek szamaban. Legkevesebb, atlagosan 8 szemet a 227-es parcella BC, novényeirdl arattunk,
a legjobban termékenyiild BC, névényeken (226-0s parcella) 75-80 szem termett. A keresztezett

mellékkalaszok szemkotése 18,34 % (2698 beprozott viragban 495 szem) volt.

27. abra a. Az Mv9kr1 genotipus kalasza és levele b-c. Az 'Mv Karizma' buzafajta kalasza és
levele d-e. Az Mv9krl/Agropyron glael hibrid el6szor 'Chinese Spring', majd 'MvKarizma'
buzafajtaval visszakeresztezett BC, ndvényeinek kaldsza és levele (2014. majus)
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Az Mv9krl buzagenotipussal végzett visszakeresztezésbdl szarmazd BC, nemzedék
ontermékenyitett utodvonalait molekularis citogenetikai vizsgéalatnak vetettiik ala, melynek soran
42-49 kromoszomaszamu ndvényeket azonositottunk (13. tablazat). Néhany vonal mcGISH

képét a 28. abran mutatjuk be.

13. tablazat Az Mv9krl/Agropyron glael keresztezésbdl szarmazé BC;, nemzedék kiilonbozo
genomdsszetételll Ontermékenyitett utddvonalainak citologiai szama, kombinacioja,
kromoszdémaszama és az idegen kromoszomak szama a genomok megnevezésével. CS: 'Chinese
Spring’, Ag: A. glael, CF: centrikus fuzid, szv: szabadon viragzott

Citolégiai szam Kombinacio K,r. Kr. dsszetétel
szam

132960,132961, Mv9krl/A. glael/CS/3//Mv9krl/1 42  40buza+2]

132963, 132969

132975 MvOkrl1/A. glael/CS/3//Mv9krl/1 45 40bhza+5]

14926 MvOkrl1/A. glael/CS/3//Mv9krl/1 43 38 bluza+2buza/StCF+1]

14927 Mv9krl/A. glael/CS/3//Mv9Okrl/1 42 40 buza, +2 J (St végekkel)

14940 MvOkrl1/A. glael/CS/3//Mv9krl/1 46  42Dblza+4 Ag

14944 MvOkrl1/A. glael/CS/3//Mv9krl/1 49  42Dblza+7 Ag

14952 Mv9krl/A. glael/CS/3//Mv9krl/1 44  42buza+1J+1J/StCF

13609 MvOkrl1/A. glael/CS/5//Mv9krl/1 45 42 bhza+3 St

13610 MvOkrl1/A. glael/CS/5//Mv9krl/1 46  42blza+2St+2]

13611 Mv9krl/A. glael/CS/5//Mv9krl/1 44  40buza+4 Ag

13614 MvOkr1/A. glael/CS/5//Mv9krl/1 45  42buza+2J+1J/StCF
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28. abra Az /IMv9krl/Agropyron glael/Chinese Spring//Mv9krl kombinacioji BC; nemzedék
ontermékenyitett utodainak mcGISH elemzése Thinopyrum. bessarabicum (J) és
Pseudoroegneria spicata (St) genomi DNS prébaval. Az Agropyron kromoszomakat nyilak
jelolik a. 2 J és 1 J/St genomok ko6z6tti transzlokacids kromoszomat hordozo vonal b. 2 teljes J
¢és egy J telocentrikus kromoszoma a bliza genetikai hatterében c. 2 J + 2 St kromoszéma a nem
jelolodott buzakromoszomak mellett d. 5 J + 2 St kromoszoma a teljes buzagenomban. Skala:
10pum

4.4.3 Buza/Agropyron glael hibridizaciéo eredményeinek megyvitatasa

Kozel 15 évvel ezel6tt Martonvasaron Mv9kr1 (buza)/Agropyron glael (szintetikus hibrid:
Th. intermedium/Th. ponticum) keresztezési program indult, melynek célja az A. glael kivalo
levélrozsda rezisztencidjanak a buzadba ¢épitése hagyomanyos nemesitési moddszerrel

(keresztezéssel), és az idegen kromatin nyomonkdvetése az utddvonalakban molekularis
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citogenetikai technikakkal (GISH, FISH). Az anyai partnerként hasznalt Mv9krl recessziv krl

keresztezhetdségi allélt hordoz, ezért keresztezésekben ezzel a buzagenotipussal az atlagosnal
nagyobb mértékii szemkotés érheté el (MOLNAR-LANG et al. 2010). Az Mv9kr]l masik (ez
esetben ¢lényoGs) fontos tulajdonsaga, hogy levélrozsdara fogékony, igy az A. glael
rezisztenciajanak buzaba tortént sikeres atvitele fenotipusosan kénnyen felismerhet6. A btza/A.
glael hibrid 'Chinese Spring' buzafajtaval végzett visszakeresztezésével egyetlen életképes BC
novényt sikertilt eléallitani, igy minden utédvonalunk ennek az egy névénynek a leszarmazottja
(M5 melléklet). A 2010 és 2014 kozotti, BC, szemek eldallitasa céljabol az Mv9krl
buzagenotipussal végzett keresztezések kismértékii (0,27-18,6%) szemkotést eredményeztek.
Ennek oka a BC; eredetii vonalak nagyon gyenge termékenyiilése volt, amihez jelentésen
hozzéjarulhatott, hogy a beporzoként hasznalt Mv9krl genotipus sokkal hamarabb viragzott, igy
megporzast csak a késOn viragzo, gyenge sarjkalaszokkal tudtunk végezni. Az 'Mv Karizma'
buzafajtaval kapott 2013. évi nagy szemkotési szdzalék (25,34 %) részben azzal magyarazhato,
hogy a keresztezéseket a Kaldszos Gabona Nemesitési Osztaly tenyészkertjében elvetett
vonalakon végeztiik, ahol a ndvények jobb agrotechnikai és tapanyagellatottsagi koriilmények
kozott fejlodtek. Amig osztdlyunk organikus tenyészkertjében (Tiikros) a kaldszonként
kikasztralt viragok szama atlagosan 30-32, addig a nemesit6knél 38-40 volt. A jobb szemkdotési
szazalék masik lehetséges oka, hogy azokat a genotipusokat vetettiik el, amelyek a tiikrosi
tenyészkertben is évrdl évre a legjobb agrondmiai tulajdonsaguak voltak.

Az ével6 Triticeae fajok genomjai koziil a Thinopyrum fajok J (E) genomja all a biizahoz a
legkozelebb (HSIAO et al. 1995, LIU et al. 2007). A J genom a biza D genomjaval mutatja a
legnagyobb homologiat (LIU et al. 2007), amit az is alatamaszt, hogy buza/Thinopyrum
szubsztiticios €s transzlokacios vonalak gyakrabban hordoznak D, mint A vagy B genomhoz
tartozd kromoszomat, ill. kromoszémakart (QI et al. 2007). A J és D genom kozotti szoros
rokonsagot a mcGISH optimalizalasakor magunk is tapasztaltuk. Egyes esetekben a D
kromoszémak ¢és a Thinopyrum kromoszomak egyideji jelolédése zavarta az idegen
kromoszomak szdménak meghatarozasat. Az optimalistol eltérd koriilmények kozott az St
genomi DNS gyakran hibridizalodott az 1B és a 6B szatellites buzakromoszoma NOR
kromoszomajan figyelte meg.

CICIN (1979) szerint az A. glael 56 kromoszomajabol 21 A. glaucum (Th. intermedium),
35 pedig A. elongatum (Th. ponticum) eredetii, azonban a hasonlé morfologia és méret miatt a
kromoszoémak nehezen megkiilonboztethetdk.

Az A. glael sziil6fajaiban (Th. intermedium és Th. ponticum) Th. bessarabicum és Ps.

spicata genomi DNS in situ hibridizalasaval a J, J* és St genom fajspecifikus mintazatat
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mutattuk ki a kromoszomakon. Az Mv9krl1/A. glael hibrid visszakeresztezett és ontermékenyitett
utdédnemzdékeiben ezektdl sokszor nagyon eltérd6 mcGISH mintdzatokat és intenzitasbeli
kiilonbségeket is megfigyeltiink, aminek oka az lehet, hogy a keresztezéshez hasznalt A. glael
genomosszetétele eltért annak sziiléi fajaitol. Eléallitdsa sordn a vonal ndvényei
visszakeresztezOdhettek egyéb fajjal, vagy fajokkal és ennck kovetkeztében mar nem tekinthetd
kizardlag a Th. ponticum és Th. intermedium hibridjének.

Az 58 kromoszomaszamu amfiploid vonalban a J kromoszémakat dsszevetettilk LINC et
al. (2012) Elytrigia elongata (E genom) kariotipusaval, és megallapitottuk, hogy az Ag4 FISH
mintizata nagyon hasonlit a Th. elongatum 3E kromoszémajara, az Ag7-¢ pedig a 2E
kromoszémaéra. Riboszomalis DNS szekvencidra utald pTa7l jelet az Ag2 és AgS
kromoszéman detektaltunk, LINC et al. (2012) publikacidja alapjan az SE kromoszoéman van
hasonlo jel. Az Agl kromoszéma mcGISH jelének intenzitasa sokkal gyengébb, mint a tobbi St
kromoszomaé, és a mérete is nagyobb. Ilyen kromoszoémat a Th. intermedium fajban is
kimutattunk. Az rDNS szekvenciat hordozé Ag9 telocentrikus (?) kromoszomaparrol az altalunk
hasznalt FISH DNS prébakkal nem lehetett megéllapitani, hogy tartalmaz-e centromérat, igy
bizonytalan, hogy egy kisméretii kromoszoma vagy csupan egy kromoszomakar jelenlétét
mutattuk Ki.

Az utdédvonalak kromoszomaszama jelentdsen eltért. A BC; eredetii vonalakat 54 feletti, a
BC, vonalakat 50 alatti kromoszoémaszam jellemezte. A kromoszomak genomok szerinti
megoszlasa is nagyon valtozatos volt, tobb vonalban az St kromoszoémak eliminacidjat
tapasztaltuk. A jelenséget buza/Th. intermedium részleges amfiploidokban is leirtak. Ezekben a
novényekben a 7 par St kromoszémabol csak 1 par (BAO et al. 2009, 2014), 2 par (HAN et al.
2004), illetve 3 par (FEDAK et al. 2000) volt kimutathato.

Kezdetben a buza/Agropyron hibridizacié célja ével6 btza eléallitasa volt a szélsdséges
iddjarasi viszononyoknak és talajerdzionak Kkitett teriilteken a karok csokkentésére. LARKIN és
NEWELL (2014) o6sszefoglaloja alapjan az éveld jelleg kialakulasdhoz legalabb 7 par, nem
feltétleniil azonos genomhoz tartozd Thinopyrum kromoszéma buzagenomba torténd integralasa
az alapfeltétel, azaz teljes vagy részleges (legalabb 56 kromoszomads) amfiploid ndvények
létrehozasara van sziikség.

Az Mv9krl/A. glael BC; eredetii utddvonalai tobb éves tenyészkerti megfigyelés alapjan
levélrozsdara, 2014-2015-ben sargarozsdara is rezisztensek voltak. Az Mv9krl és a
visszakeresztezéshez hasznalt 'Chinese Spring' minden évben fert6zodott, tehat a rezisztencia
csak az A. glael fajbol szarmazhat. MESTERHAZY et al. (2000) 1996-1999 kozotti vizsgalatai
szerint az Lrl9 génnel rendelkez6 novényeket egyetlen vizsgalt levélrozsda-populacio sem

fertdzte meg az eurdpai orszagokban. Az Lr24 gén szintén hatékony volt a legtobb populacidval
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szemben. Az 56 kromoszomas részleges amfiploidban az Lr24 rezisztenciagénnel kapcsolt
molekularis marker jelenlétét kimutattuk. A szakirodalomban publikalt buza/Thinopyrum
amfiploid ¢és részleges amfiploid utdédvonalak legelénydsebb tulajdonsdga szintén a levélrozsda
rezisztencia (LI et al. 2003, SEPSI et al. 2008, CHANG Z.J. et al. 2010, GEORGIEVA et al.
2011), a rezisztenciaért felelds géneket a legtobb esetben nem azonositottak. T. aestivum és Th.
intermedium részleges amfiploid (2n=56) blzaval visszakeresztezett utddgeneracioibol LARKIN
et al. (1995) levélrozsdaval szemben rezisztens diszomas addicids vonalakat (2n=44) valogatott
ki. SHARMA ¢és KNOTT (1966) besugarzast hasznalva épitette be a hexaploid buza genomjaba
a késobb Lrl9-ként katalogizalt gént. Visszakeresztezéssel a traszlokaciot a "Yecora' mexikoi
fajtaba vitték at és 1986-ban 'Oasis 89' néven 0 buzafajtat jelentettek (RAJARAM 2001). A
fajtaban talalhat6 7DL.7Ag transzlokacio hatasara a rezisztencia mellett a terméskomponensek is
javultak (MONNEVEUX et al. 2003). Az Lr19-et az Xwmc273 és XBE404744 jelit markerek
kozé térképezték (ZHANG et al. 2011).

Sargarozsdaval (Puccinia striiformis f.sp. tritici) szembeni rezisztenciat 2014-ben és 2015-
ben tudtunk felvételezni, hazankban 2013-ban is volt jarvany, de tenyészkertiinkben nem okozott
megbetegedést. Messzemend kovetkeztetést két év megfigyelése alapjan nem lehet levonni, de
korabbi szakirodalmi beszamolok ismeretében varhatd, hogy az Mv9krl/A. glael genetikai
alapanyagokbol is megvalosithatd kivald rezisztenciaforrasok kivalogatasa. XUE-GUI et al.
(2006) sargarozsda rezisztenciaért felelds, korabban még nem azonositott géneket mutatott ki
buza/Th. ponticum utédvonalakban YrTpl és YrTp2 ideiglenes jeloléssel. Tovabbi sargarozsda
rezisztens buza/Thinopyrum introgresszios vonalakat allitott el6 YANG et al. (2006), BAO et al.
(2009), CHANG et al. (2010) és GEORGIEVA et al. (2011), mely jol ravilagit a Thinopyrum
fajokban rejld, a rezisztencianemesitésben még ki nem aknazott potencialra. Az eddig ismert 55
sargarozsda rezisztenciagén tobbségét buzaban azonositottak, de a kovetkezd, buzaval rokon
fajokbol is szarmaznak ilyen gének: Secale cereale (Yr9), Aegilops spp. (Yr8, Yrl7, Yr37, Yr38,
Yrd0 és Yr42), T. spelta (Yr5), T. dicoccoides (Yrl5, Yr35 és Yr36), T. turgidum (Yr24/Yr26,
Yr53) (CHEN et al. 2014). A Thinopyrum fajokban eddig csupan az Yr50 gént azonositottak (Th.
intermedium) (LIU et al. 2013).

A két genetikailag stabil részleges amfiploid vonal levél- és sargarozsda rezisztencidjanak
koszonhetden értékes alapanyag a rezisztencia bliza genetikai hattérben torténé hasznositasara.
Céliranyos keresztezési programokkal a levélrozsda-rezisztenciagén(ek) gazdasagilag értékes

buzafajtakba épithetd(k) és igy novelheti(k) az egyre nagyobb értéket jelentd termésbiztonsagot.
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45  Ujtudomanyos eredmények

1. Elkészitettik a Hordeum vulgare ssp. vulgare fluoreszcens in situ hibridizacios
kariotipusat és kariogramjat a (GAA)7, HvTO01 és pTa7l DNS probaval, ami alapjan az
Osszes arpakromoszoma egyértelmiien azonosithaté volt. Tiz termesztett arpafajta
kariogramjanak Osszehasonlitdsaval kimutattuk, hogy a szigoruan dntermékenyiil6 arpaban

molekularis markerekkel feltart polimorfizmus kromoszémaszinten is megnyilvanul.

2. Azonositottunk egy 0j buza/arpa transzlokacios vonalat (4HL.5DL)

3. Az 'Asakazekomugi'/'Manasz' 4BS.7HL centrikus flziés kromoszoémaban in situ
hibridizaciés technikakkal arpacentromérat azonositottunk, ezaltal a 7H kromoszoma
centromérahoz kozeli DNS-szakaszara térképezett, B-gliikan szintézisért feleldés gént

(géneket) hordoz6 kromoszoémaszakasz meglétét igazoltuk.

4. Az Mv9krl/Igri' 5HS-7DS.7DL transzlokacidos vonal segitségével pontositottuk a 7D
A transzlokacios toréspont meghatarozasaval (FL 0,76 = 0,05) az eddig ismert delécios

vonalak toréspontjahoz képest disztalis iranyban elhelyezked6 toréspontot azonositottunk.

5. A tobbszinii GISH (mcGISH) technika optimalizalasaval a Thinopyrum intermedium és a
Thinopyrum  ponticum  faj  kromoszomainak  kimutatasara és  genomjainak

megkiilonboztetésére alkalmas modszert dolgoztunk ki.

6. Buza/Agropyron glael keresztezésbdl két kiilonb6z6 genomdsszetételii levél- és

sargarozsda-rezisztens részleges amfiploidot szelektaltunk és azonositottunk.
7. Az MvOkrl/Agropyron glael keresztezés BC; eredetii utdédvonalainak 'Mv Karizma'

buzafajtaval végzett visszakeresztezésével megkezdtiik a levél- és sargarozsda-rezisztencia

modern fajtakba torténd atvitelét.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Buza/arpa introgresszios vonalak

1. Agrondmiailag elényos buza/arpa transzlokacios vonalak eléallitasara a 'Chinese Spring' phlb
mutanssal végzett keresztezés a leggyorsabb moddszer, mivel kompenzaldé tipust
kromoszémaatépiiléseket indukal, melyek nem befolyasoljak hatranyosan a buza morfologiai és
mindségi tulajdonsdgait. A meglévé nem kompenzalod transzlokaciok, mint pl. a 4BS.7HL
transzlokacios vonal, viszont olyan egyéb tulajdonsagokkal rendelkeznek, melyek altal értékes
genetikai alapanyagoknak tekinthetok. Ezeket érdemes tovabbi, pl. monoszomas vonalakkal

torténd keresztezésekkel kompenzald tipusu transzlokaciokka alakitani.

2. A buza/arpa transzlokaciok eldallitasa elsdsorban valamilyen elényds agrondémiai tulajdonsag
atvitele céljabol torténik. A gyenge agronomiai paraméterekkel rendelkezd 4BS.7HL
introgresszioés vonal ugyan nem hasznosul kozvetleniil a ndvénynemesitésben, azonban nagy
jelentéségli lehet az alapkutatdsban vagy mindségi paraméterek vizsgalatdban. Felhasznalhatok
fizikai térképezésre vagy mint pl. az SHS-7DS.7DL transzlokacids vonal, gyorsan eliminal6do
kromoszoémak megdrzésére, ezért fenntartdsa mindenképpen ajanlott. A 4H(4D) szubsztitucid x
'Chinese Spring' Phlb mutans keresztezésének utddnemzedékeibdl kivalogatott és azonositott
4HL.5DL transzlokécios vonalban nem homeoldég kromoszomak kozott tortént a rekombinacio,

igy valosziniibb a spontan eredetii keletkezés, mint a ph1lb mutéacio hatésa.

Buza/Agropyron (Thinopyrum) keresztezések

3. Az évelo Triticeae fajok abiotikus és biotikus stresszekkel szembeni kivalo rezisztenciajuknak
koszonhetden értékes genetikai alapanyagot jelentenek a ndvénynemesités szamara. A legtobb
Agropyron (Thinopyrum) faj genomdésszetétele nem tisztazott, a progenitorok csak részben vagy
egyaltalan nem ismertek. A vizsgalatokat megneheziti a fajok idegentermékenyiild természete, a
nagyfoku heterogenitas €s a természetben eléforduld természetes hibridek nagy szama. Egy fajon
beliil eltérd ploidszintli formak is léteznek és a kromoszomék gyakran hordoznak ismeretlen
eredeti DNS-szekvencidkat. A probléma megolddsaban segitséget nyujtana, ha ezeknek a
fajoknak a DNS-szekvenciaadatai bioinformatikai adatbazisokban rendelkezésiinkre allnanak,
azonban szekvenalasuk még nem tortént meg. Az Mv9krl/A. glael keresztezésbdl szarmazod
amfiploidok buzéval torténd tobbszori visszakeresztezésével stabil addicids vagy szubsztiticios
vonalak allithatok eld. Az idegen kromoszoma GISH-sel detektalhato, fluoreszcencidja alapjan
aramlési citometriaval a buzagenomtdl elkiilonithetd és szekvenalhatd. A szekvenciaadatok

ezutan Osszevethetk mas buzaval rokon fajok mar ismert szekvenciijaval és az esetleges
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homologidk alapjan informaciokat kaphatunk az adott kromoszoémdéra vonatkozdéan. DNS-
szekvenciak ismeretében kromoszoma-specifikus molekularis markerek és/vagy in situ

hibridizécios probak tervezhetdk.

4. Az MvOkrl/A. glael hibridb6l szarmazé utédnemzedékek egyedszama exponencialis
mértékben novekszik. A dolgozatban emlitett és elemzett vonalak csak egy kis hanyadat jelentik
a rendelkezésiinkre allo Osszes utddnak. A vonalak nagy részét még nem azonositottuk. A
jovoben célunk a tenyészkerti megfigyelések alapjan tovabbi, agrondmiailag elonyos
tulajdonsaggal rendelkezd vonalak azonositasa. A biotikus és abiotikus stresszrezisztencia-
vizsgalatok mellett az utddvonalak élelmiszeripari mindségi paramétereit is vizsgalni kellene a

jovoben, elsdsorban fehérje- és rosttartalom, valamint dsvanyianyag-0sszetétel tekintetében.

5. Az Agropyron glael hibrid egyedi genetikai alapanyag, a két sziil6 faj (Th. intermedium és Th.
ponticum) elényds tulajdonsagainak kombinacidjat 6tvozi. A martonvasari génbankban talalhato
szemekbdl altalunk felnevelt A. glael novény genetikailag eltérhet az eredetitdl. Szabadon
virdgzott kaldsz szemeibdl csirdztattuk, igy el6fordulhat, hogy valamilyen idegen fajjal
keresztezddott  hibridnovénnyel rendelkeziink. Amennyiben hozzaférhetd, tervezziik az

Oroszorszagban fenntartott eredeti A. glael klonbol is felszaporitani ezt a szintetikus hibridet.

6. Az idegen faji rezisztenciagének buzaba torténd beépitésére iranyuld elénemesités
sikerességének érdekében célszerli tovabbi, ismert eredetli és citologiai uton ellenérzott, jo
rezisztenciaval rendelkezd harmadlagos génforrasok begylijtése, fenntartdsa €s génbanki

megorzése.
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6. OSSZEFOGLALAS

A XXI. szazadban a novénynemesités egyik f6 feladata a termésbiztonsag javitasa. A mai
modern fajtak kivald termoképességliek, egyes nézetek szerint a genomjukban rejlé potencial
majdnem elérte maximumat. A blzagenom altal kodolt termésmennyiséget azonban kiilonb6z6
abiotikus és a biotikus stresszfaktorok kedvezétleniil befolyasolhatjdk. A buza genomjiban
szamos rezisztenciagént azonositottak, de napjainkban egyre nagyobb az igény arra, hogy a
kozeli, vagy tavoli rokon fajokbol 11j, hatékony rezisztenciagéneket vigyiink at a buizaba. A buza
terméshozamanak és termésbiztonsdganak novelése mellett fontos szerepet kap a beltartalmi
tulajdonsagok (pl. élelmi rost, esszencidlis aminosavak) modositasa is. Munkank célja olyan
bluza introgresszidés vonalak eldallitasa volt, melyek buzaval rokon fajbol szarmazo,
agronomiailag eldnyds tulajdonsagokkal rendelkeznek és genetikai alapanyagként, keresztezési

partnerként szolgalhatnak a buzanemesités szamara.

Célkitlizéseink megvaldsitasahoz kisérleti anyagként buiza/arpa és buza/Agropyron glael
keresztezésekb6l szarmazd utddvonalakat valasztottunk. Az A. glael a szarrozsdaval és
levélrozsdaval szemben rezisztens Thinopyrum intermedium és Th. ponticum mesterségesen
1étrehozott hibridje, melyet Oroszorszagban allitottak el6. Mind az arpa, mind az A. glael a btza
harmadlagos génforrasai kozé tartozik, a buzaval kozds genomot egyik faj sem tartalmaz. A
termesztett arpara jellemz6 a koraisag, a jo sO- és szarazsagtlirés, valamint kedvezoek a

beltartalmi paraméterei.

A buzagenomba beépiilt kromoszdémakat, kromoszdémaszakaszokat korszerti molekularis
citogenetikai technikakkal mutattuk ki (genomi in situ hibridizacio6 — GISH, mcGISH) és
hataroztuk meg (fluoreszcens in situ hibridizacio — FISH). A molekularis citogenetikai
eszkozokkel nem azonosithatd genetikai valtozasokat molekuldris markerekkel (SSR) vizsgaltuk.

cres

hat4sat ndvényneveld kamrakban és tenyészkerti koriilmények kozott teszteltiik.

Arpa eredetii DNS-szakaszok buzéba juttatasara és stabilitasanak meg6rzésére transzlokaciot
indukalé 4genseket alkalmaztunk. Ionizaldé sugarzassal (*°Co izotop) a 'Chinese Spring'
(buza)/'Betzes' (arpa) keresztezésbdl szarmazo 4H(4D) szubsztiticiés vonalban szamos
buza/arpa intergenomikus kromoszomaatépiilést hoztunk 1étre, azonban a kovetkezd generacioba
ezek a kromoszomak nem oroklédtek tovabb. A 4H(4D) szubsztitiicio 'Chinese Spring' phlb

mutanssal végzett keresztezésének utédnemzedékeibdl egy 4HL.SDL-ként azonositott nem
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kompenzal6 tipusu transzlokacios vonalat valogattunk ki, igy valdszinii, hogy keletkezése nem a
phlb mutans hatasanak tulajdonithatdo, hanem spontan eredetii. A szintén spontan létrejott
4BS.7HL 'Asakazekomugi'/'Manasz' transzlokacioba beépiilt arpa-kromoszomakar centomérajat
FISH probaval mutattuk ki. Az 5SHS-7DS.7DL Mv9krl/Igri' introgresszios vonal transzlokacios
toréspontjanak meghatarozasaval pontositottuk a 7D kromoszoma rovid karjara térképezett SSR
markerek fizikai helyzetét. Az SHS szegmentum beépiilésével lehetové valt a hibridekbdl
gyorsan elimindlodd 5SH kromoszoma egy részének stabil fenntartdsa a blza hattérben. Az
arpakromoszomak FISH azonositasdhoz hasznalt harom repetitiv. DNS-szekvencia egyidejii
hibridizacidjaval elkészitettiik tiz termesztett arpafajta kariogramjat és ezek 6sszehasonlitasaval
kimutattuk, hogy a szigortian 6ntermékenyiilé6 Hordeum vulgare ssp. vulgare fajban molekularis

markerekkel feltart polimorfizmus kromoszéma szinten is megnyilvanul.

Az MvOkrl/A. glael hibrid visszakeresztezett és Ontermékenyitett utddnemzedékeibdl
tenyészkerti koriilmények kozott levél- és sargarozsda rezisztens vonalakat szelektaltunk. A BC;
eredetli vonalakban molekularis citogenetiai eszkozokkel kiilonbozé kromoszémaszamu és
genomdosszetételli utodokat figyeltiink meg, melyek kozott egy 56 és egy 58 kromoszdémaszamu
részleges amfiploidot azonositottunk. Ezek a buza genom mellett 7, illetve 9 par Agropyron
kromoszdémat hordoznak és kivald rezisztenciat biztositanak a buzanak. A 2005-ben eldallitott
BC, nemzedékben az Agropyron kromoszoéméak szama redukalodott, de ezzel egyiitt a
rezisztencia is elveszett. Az értékes BC; eredetii utodokbdl 1) keresztezési programot inditottunk,
melyben beporzonak az Mv9krl buzagenotipust és az 'Mv Karizma' buzafajtat valasztottuk. Az
ujonnan eldallitott BC, ndvények kozott levél- és sargarozsda rezisztensek is eléfordultak. Az
évente elvetett tobbszaz kaldszutodsor majdnem 15 éves multtal rendelkezik €s mind egyetlen
BCi novénytdl szarmazik. Eredményeink egyértelmilen ramutatnak arra, hogy az Mv9krl/A.

glael hibrid utoédvonalai értékes forrasok a rezisztencianemesités szamara.
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7. SUMMARY

The main task facing plant breeding in the 21* century will be to improve yield reliability.
Today’s modern cultivars have excellent yielding ability; in fact, many people feel that they have
almost reached the maximum potential latent in their genomes. However, the yield quantity
coded by the wheat genome may be negatively influenced by various abiotic and biotic stress
factors. Numerous resistance genes have been identified in the wheat genome, but nowadays it is
becoming increasingly necessary for new, effective resistance genes to be transferred to wheat
from closely or more distantly related species. In addition to achieving an increase in yields and
yield reliability, the modification of chemical traits (e.g. dietary fibre, essential amino acids) also
plays an important role. The aim of the present work was to develop wheat introgression lines
possessing agronomically favourable traits derived from species related to wheat, which could be

used as basic genetic materials or crossing partners in wheat breeding.

In order to achieve this aim, progeny lines were selected from wheat/barley and
wheat/Agropyron glael crosses. A. glael is a hybrid between Thinopyrum intermedium and Th.
ponticum, artificially developed in Russia, and is resistant to stem and leaf rust. Both barley and
A. glael belong to the tertiary gene sources of wheat, as neither species has a common genome
with wheat. Cultivated barley is characterised by earliness, good salt and drought tolerance, and

favourable chemical parameters.

The chromosomes or chromosome segments incorporated into the wheat genome were
detected and identified using up-to-date molecular cytogenetic techniques (genomic in situ
hybridisation, or GISH, and fluorescence in situ hybridisation, FISH, respectively). Genetic
changes that cannot be identified using molecular cytogenetic tools were analysed with
molecular markers (SSR). The effect of alien chromatin on the morphology, yield components
and resistance of wheat was tested in plant growth chambers and in the nursery.

In order to transfer DNA segments of barley origin into wheat and to preserve their
stability, translocation-inducing agents were applied. Numerous types of intergenomic
wheat/barley chromosome incorporation were developed by means of ionising radiation (®°Co
isotope) in a 4H(4D) substitution line arising from the 'Chinese Spring' (wheat) x 'Betzes'
(barley) cross, but these chromosomes were not retained in the next generation. A translocation
line of the non-compensating type, identified as 4HL.5DL, was selected from the progeny
generations of crosses between the 4H(4D) substitution and a phlb mutant of 'Chinese Spring',
so this probably arose spontaneously, not as the result of the phlb mutation. The centromere of

the barley chromosome arm incorporated into a spontaneously arising 4BS.7HL
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‘Asakazekomugi'/'Manas' translocation was detected with a FISH probe. The physical positions
of SSR markers mapped on the short arm of the 7D chromosome were pinpointed by
determining the translocation breakpoint of the 5SHS-7DS.7DL Mv9kr1/Igri' introgression line.
The incorporation of the 5SHS segment made it possible to stabilise part of the 5H chromosome,
which is usually rapidly eliminated from hybrids, in the wheat background. Karyograms were
prepared for ten cultivated barley cultivars via the simultaneous hybridisation of the three
repetitive DNA sequences used for the FISH identification of the barley chromosomes. These
were then compared to demonstrate that the polymorphism revealed using molecular markers in
the strictly self-fertilised Hordeum vulgare ssp. vulgare species is also manifested at

chromosome level.

Lines resistant to leaf and yellow rust were selected under nursery conditions from
backcrossed, self-fertilised progeny generations of the Mv9krl/A. glael hybrid. Progeny with
various chromosome numbers and genome compositions were identified using molecular
cytogenetic tools in lines of BC; origin, including two partial amphiploids with chromosome
numbers of 56 and 58. In addition to the wheat genome these carried 7 or 9 Agropyron
chromosomes and lent the wheat excellent resistance. In the BC, generation, developed in 2005,
there was a reduction in the number of Agropyron chromosomes, resulting in the loss of this
resistance. A new crossing programme was commenced using the valuable BC; progeny, with
the wheat genotype Mv9krl and the wheat cultivar ‘Mv Karizma' as pollinators. Plants with leaf
and yellow rust resistance were identified in the BC, generation. Several hundred spike progeny
rows have been sown annually for almost 15 years, all originating from a single BC; plant. These
results clearly demonstrate that the progeny lines of the Mv9krl/A. glael hybrid are valuable

sources for resistance breeding.

98



10.14751/SZIE.2016.003
8. MELLEKLETEK

M1. IRODALOMJEGYZEK

AHLOOWALIA B.S., MALUSZYNSKI M., NICHTERLEIN K. (2004): Global impact of
mutation-derived varieties. Euphytica, 135: 187-204. p.

AKSYONOVA E., SINYAVSKAYA M., DANILENKO N., PERSHINA L., NAKAMURA C.,
DAVYDENKO O. (2005): Heteroplasmy and paternally oriented shift of the organellar
DNA composition in barley—wheat hybrids during backcrosses with wheat parents.
Genome, 48: 761-769. p.

AKHTAR J.,, GORHAM J., QURESHI R.H. (1994): Combined effect of salinity and hypoxia in
wheat (Triticum aestivum L.) and wheat-Thinopyrum amphiploids. Plant Soil, 166: 47-54.
p.

AL-KAFF N., KNIGHT E., BERTIN I., FOOTE T., HART N., GRIFFITHS S., MOORE G.
(2008): Detailed dissection of the chromosomal region containing the Phl locus in wheat
Triticum aestivum: with deletion mutants and expression profiling. Ann Bot- London, 101:
863-872. p.

ARMSTRONG J.M. (1936): Hybridization of Triticum and Agropyron, crossing results and
description of the first generation hybrids. Can J Res, 14: 190-202. p.

AYALA-NAVARRETE L., TOURTON E., MECHANICOS A.A., LARKIN P.J. (2009):
Comparison of Thinopyrum intermedium derivatives carrying barley yellow dwarf virus
resistance in wheat. Genome, 52: 537-546. p.

BADAEVA E.D., JIANG J., GILL B.S. (1995): Detection of intergenomic translocations with
centromeric and noncentromeric breakpoints in Triticum araraticum: mechanism of origin
and adaptive significance. Genome, 38: 976-981. p.

BADAEVA E.D., FRIEBE B., GILL B.S. (1996a): Genome differentiation in Aegilops. 1.
Distribution of highly repetitive DNA sequences on chromosomes of diploid species.
Genome, 39: 293-306. p.

BADAEVA E.D., FRIEBE B., GIL, B.S. (1996b): Genome differentiation in Aegilops. 2.
Physical mapping of 5S and 18.26S ribosomal RNA gene families in diploid species.
Genome, 39: 1150-1158. p.

BADAEVA E.D., DEDKOVA O0.S., GAY G., PUKHALSKYI V.A., ZELENIN AV,
BERNARD S., BERNARD M. (2007): Chromosomal rearrangements in wheat: their types
and distribution. Genome, 50: 907-926. p.

BALINT A., SUTKA J. (1966): Variability of quantitative characters in maize as affected by
gamma irradiation. Acta Agron Hung, 15: 285-290. p.

BANKS P.M., XU SJ.,, WANG R.R.C., LARKIN P.J. (1993): Varying chromosome
composition of 56 chromosomes wheat-Thinopyrum intermedium partial amphiploids.
Genome, 36: 207-215. p.

BANKS P.M., LARKIN P.J., BARIANA H.S., LAGUDAH E.S., APPELS R., WATERHOUSE
P.M., BRETTELL R.L.S., CHEN X., XU H.J., XIN Z.Y., QIAN Y.T., ZHOU X.M.,
CHENG Z.M., ZHOU G.H. (1995): The use of cell culture for subchromosomal
introgressions of barley yellow dwarf virus resistance from Thinopyrum intermedium to
wheat. Genome, 38: 395-405. p.

BAO Y., LI X,, LIU S., CUI F.,, WANG H. (2009): Molecular cytogenetic characterization of a
new wheat- Thinopyrum intermedium partial amphiploid resistant to powdery mildew and
stripe rust. Cytogenet Genome Res, 126: 390-395. p.

BAO Y., WU X., ZHANG C,, LI X., HE F., QI X.,, WANG H. (2014): Chromosomal
constitutions and reactions to powdery mildew and stripe rust of four novel wheat—
Thinopyrum intermedium partial amphiploids. J Genet Genomics, 41: 663-666. p.

99



10.14751/SZIE.2016.003

BARIANA H.S., BROWN G.N., BANSAL U.K., MIAH U.K., STANDEN G.E., LU M. (2007):
Breeding triple rust resistant wheat cultivars for Australia using conventional and marker-
assisted selection technologies. Austr J Agric Res, 58: 576-587. p.

BARKWORTH M.E., DEWEY D.R. (1985): Genomically based genera in the perennial
Triticeae of North America: Identification and membership. Am J Bot, 72: 767-776. p.
BECKER J., HEUN M. (1995): Barley microsatellites: allele variation and mapping. Plant Mol

Biol, 27: 835-845. p.

BEDBROOK J., JONES J., O’'DELL M., THOMPSON R.D., FLAVELL R.B. (1980): A
molecular description of telomeric heterochromatin in Secale species. Cell, 19: 545-560. p.

BELEA A. (1964): Néhany Triticum L. fajhibrid genetikai elemzése és nemesitési értékelése.
Doktori disszertacio, Budapest, 1-277. p.

BELOSTOTSKY D.A., ANANIEV E.V. (1990): Characterization of relic DNA from barley
genome. Theor Appl Genet, 80: 374-380. p.

BELOV V.I., IVANOVA L.P.,, UPELNIEK V.P. (2011): Diversity of botanical varieties of
hybrids wheat / couch grass (2n=56). 50-54. p. In: DEMIDOV AS (Szerk.): Botanical
Gardens in the Modern World: Theoretical and Applied Investigations. Moszkva: KMK
Scientific Press Ltd. 765 p.

BENNETT M.D., BHANDOL P., LEITCH 1.J. (2000): Nuclear DNA amounts in Angiosperms
and their modern uses -807 new estimates. Ann Bot-London, 86: 859-909. p.

BENTHAM G. (1882): Notes on Gramineae. J Linn Soc Bot, 19: 14-134. p.

BRENCHLEY R., SPANNAGL M., PFEIFER M., BARKER G.L., D’AMORE R., ALLEN
AM., MCKENZIE N., KRAMER M., KERHORNOU A., BOLSER D., KAY S., WAITE
D., TRICK M., BANCROFT I., GU Y., HUO N., LUO M.C., SEHGAL S., GILL B.,
KIANIAN S., ANDERSON O., KERSEY P., DVORAK J.,, MCCOMBIE W.R., HALL A,
MAYER K.F., EDWARDS K.J., BEVAN M.W., HALL N. (2012): Analysis of the bread
wheat genome using whole-genome shotgun sequencing. Nature, 491: 705-710. p.

BROUN P., GANAL M.W., TANKSLEY S.D. (1992): Telomeric arrays display high levels of
heritable polymorphism among closely related plant varieties. Proc Natl Acad Sci USA, 89:
1354-1357. p.

BROWN S.E., STEPHENS J.L., LAPITAN N.L., KNUDSON D.L. (1999): FISH landmarks for
barley chromosomes (Hordeum vulgare L.). Genome, 42: 274-281. p.

BURTON R.A., JOBLING S.A., HARVEY AJ., SHIRLEY N.J., MATHER D.E., BACIC A,
FINCHER, G.B. (2008): The genetics and transcriptional profiles of the cellulose synthase-
like HVCsIF gene family in barley. Plant Physiol, 146: 1821-1833. p.

de BUSTOS A., CUADRADO A., SOLER C., JOUVE N. (1996): Physical mapping of
repetitive DNA sequences and 5S and 18S-26S rDNA in five wild species of the genus
Hordeum. Chromosome Res, 4: 491-499. p.

CAl X., JONES S.S., MURRAY T.D. (1998): Molecular cytogenetic characterization of
Thinopyrum and wheat-Thinopyrum translocated chromosomes in a wheat-Thinopyrum
amphiploid. Chromosome Res, 6: 183-189. p.

CAIl X., JONES S.S., MURRAY T.D. (2001): Molecular cytogenetic characterization of
Thinopyrum genomes conferring perennial growth habit in wheat-Thinopyrum
amphiploids. Plant Breed, 120: 21-26. p.

CARMONA A., FRIERO E., de BUSTOS A., JOUVE N., CUADRADO A. (2013):
Cytogenetic diversity of SSR motifs within and between Hordeum species carrying the H
genome: H. vulgare L. and H. bulbosum L. Theor Appl Genet, 126: 949-961. p.

CAUDERON Y. (1979): Use of Agropyron species for wheat improvement. In: Proc. Conf.
Broadening Genet. Base Crops, Wageningen, Hollandia 175-186. p.

CAUDERON Y., SAIGNE B. (1961): New interspecific and intergeneric hybrids involving
Agropyrum. Wheat Inf Serv, 12: 13-14. p.

100



10.14751/SZIE.2016.003

CAUDERON Y., SAIGNE B., DAUGE M. (1973): The resistance to wheat rusts of Agropyron
intermedium and its use in wheat improvement. In: Proc. 4th Int. Wheat Genet. Symp.,
University of Missouri, Columbia, USA 401-407. p.

CEOLONI C., BIAGETTI M., CIAFFI M., FORTE P., PASQUINI M. (1996): Wheat
chromosome engineering at the 4x level: the potential of different alien gene transfers into
durum wheat. Euphytica, 89: 87-97 p.

CEOLONI C., DEL SIGNORE G., ERCOLI L., DONINI P. (1992): Locating the alien
chromatin segment in common wheat-Aegilops longissima mildew resistant transfers.
Hereditas, 116: 239-245. p.

CEOLONI C., KUZMANOVIC L., GENNARO A., FORTE P., GIORGI D., GROSSI M.R.,
BITTI A. (2014): Genomes, chromosomes and genes of the wheatgrass genus
Thinopyrum: the value of their transfer into wheat for gains in cytogenomic knowledge and
sustainable breeding. 333-358. p. In: TUBEROSA R (Szerk.): Genomics of Plant Genetic
Resources Volume 2. Crop Productivity, Food Security and Nutritional Quality. Dordrecht:
Springer Science+Business Media, 507 p.

CHANG K.D., FANG S.A., CHANG F.C., CHUNG M.C. (2010): Chromosomal conservation
and sequence diversity of ribosomal RNA genes of two distant Oryza species. Genomics,
96: 181-190. p.

CHANG Z.J., ZHANG X.J., YANG ZJ., ZHAN H.X,, LI X., LIU C., ZHANG C.Z. (2010):
Characterization of a partial wheat—Thinopyrum intermedium amphiploid and its reaction
to fungal diseases of wheat. Hereditas, 147: 304-312. p.

CHAPMAN V., RILEY R. (1970): Homoeologous meiotic chromosome pairing in Triticum
aestivum in which chromosome 5B is replaced by an alien homoeologue. Nature, 226:
376-377. p.

CHARPENTIER A. (1992): Production of disomic addition lines and partial amphiploids of Th.
junceum on wheat. Comptes Rendus de I'’Academie des Sciences. Series 3, Sciences de la
Vie, 315: 551-557. p.

CHEN F.G., LUO Z., ZHANG Z.G., XIA G.M., MIN H.X. (2007): Variation and potential value
in wheat breeding of low-molecularweight glutenin subunit genes cloned by genomic and
RTPCR in a derivative of somatic introgression between common wheat and Agropyron
elongatum. Mol Breed, 20: 141-152. p.

CHEN P.D., TSUJIMOTO H., GILL B.S. (1994): Transfer of Phl genes promoting
homoeologous pairing from Triticum speltoides to common wheat. Theor Appl Genet, 88:
97-101. p.

CHEN S.Y., XIA G.M., QUAN T.Y., XIANG F.N., JIN Y., CHEN H.M. (2004): Introgression
of salt-tolerance from somatic hybrids between common wheat and Thinopyrum ponticum.
Plant Sci, 167: 773-779. p.

CHEN Q., CONNER R.L., LAROCHE A. (1995): Identification of the parental chromosomes of
the wheat-alien amphiploid Agrotana by genomic in situ hybridization. Genome, 38: 1163-
1169. p.

CHEN Q., CONNER R.L., LAROCHE A., THOMAS J.B. (1998): Genome analysis of
Thinopyrum intermedium and Thinopyrum ponticum using genomic in situ hybridization.
Genome, 41: 580-586. p.

CHEN W., WELLINGS C., CHEN X., KANG Z., LIU T. (2014): Wheat stripe (yellow) rust
caused by Puccinia striiformis f. sp. tritici. Mol Plant Pathol, 15: 433-446. p.

CHEN X., DU Z.H., ZHANG W.X., YIN F.Y., XU H.J. (1984): The barley x wheat crosses and
their offspring plants. Acta Agron Sin, 10: 65-71. p.

CHIS.Y., YUS.S,, CHANG Y.H,, YU K.H., SONG F.Y. (1979): Studies on wheat breeding by
distant hybridization between wheat and Agropyron glaucum. Sci Agric Sin, 2: 1-11. p.

CICIN N.V. (1933): IIpoGnema 03MMBIX WM MHOTOJETHUX muieHUN. CHOMPCKHIA Hay4dHO-
MCCIICIOBATEILCKAI HHCTUTYT CEITBLCKOTO X03siicTBa . Omek, 101 p.

101



10.14751/SZIE.2016.003

CICIN N.V. (1960): HoBsIii BHI 1 HOBBIE Pa3HOBHIHOCTH TIeHUIBI (A buza uj faja és 1) fajtai).
bronnemens [nasnoco bomanuueckoeo caoa AH CCCP, 38: 38-41. p.

CICIN N.V. (1979): LluTorenerndyeckue UCCICIOBAHHUS BHUJbI TBIPES W MIICHUYHO-TIBIPEHHBIX
rubpuaoB (A buzafajok és interspecifikus hibridjeik citogenetikai tanulmanyozasa). 48-53.
p. In: CICIN N.V. (Szerk.): IIpobremsvr omoanennotu eubpuouzayuu (A tavoli hibridizacio
problémai). Mocksa: Hayka, 278 p.

CICIN N.V. (1981): Teopuss u mnpakthka oTaaieHHOH ruOpumuzanuu (A tavoli hibridizacio
elmélete €s gyakorlata). Mocksa: ['maBusiii 6otannueckuii caq AH CCCP— Hayka, 159 p.

CLAUSS E. (1980): Trigeneric hybrids between barley, wheat and rye. Cereal Res Commun, 2:
341-347. p.

COLMER T.D., FLOWERS T.J., MUNNS R. (2006): Use of wild relatives to improve salt
tolerance in wheat. J Exp Bot, 57: 1059-1078. p.

CSEH A., KRUPPA K., RAKSZEGI M., DOLEZEL J., MOLNAR-LANG, M. (2011):
Characterization of a new 4BS.7HL wheat-barley translocation line using GISH, FISH,
and SSR markers and its effect on the B-glucan content of wheat. Genome, 54: 1-10. p.

CVELJOV N.N. (1973): O630p BumoB Tpudsl Triticcae Dum. cemeiicTBa 31akoB (Poaceae) Bo
¢ope CCCP [A Szovjetunié Triticeae Dum. torzs, pazsitfifélék csaladjaba (Poaceac)
tartozo novényfajainak attekintése]. Hosocmu cucmemamuku evicuiux pacmenuii, 10: 19-
59. p.

D.NAGY E., MOLNAR-LANG M., LINC G., LANG L. (2002): Identification of wheat-barley
translocations by sequential GISH and two-colour FISH in combination with the use of
genetically mapped barley SSR markers. Genome, 45: 1238-1247. p.

DAY L., GREENWELL P., LOCK S., BROWN H. (1999): Analysis of wheat flour proteins
related to grain hardness using capillary electrophoresis. J Chromatogr A, 836: 147-152. p.

DENNIS E.S., GERLACH W.L., PEACOCK W.J. (1980): Identical polypyrimidine-polypurine
satellite DNAs in wheat and barley. Heredity, 44: 349-366. p.

DEWEY D.R. (1962): The genome structure of intermediate wheatgrass. J Hered, 53 282-290. p.

DEWEY D.R. (1984): The genomic system of classification as a guide to intergeneric
hybridization in the perennial Triticeae. 209-279. p. In: GUSTAFSON JP (Szerk.): Gene
manipulation in plant improvement. New York: Plenum Press, 668 p.

DOYLE J.J., DOYLE J.L. (1990): Isolation of plant DNA from fresh tissue. Focus, 12: 13-15. p.

DUDITS D., SUTKA J. (1970): Genetical change of characters by mutation in peas. 129-173. p.
In: BALINT A. (Szerk.): Protein growth by plant breeding. Budapest: Akadémiai Kiado,
179 p.

DVORAK J. (1981): Genome relationships among Elytrigia (=Agropyron) elongata, E.
stipifolia, “E. elongata 4x,” E. caespitosa, E. intermedia and “E. elongata 10x”. Can J
Genet Cytol, 23: 481-492. p.

DVORAK J., KNOTT D.R. (1974): Disomic and ditelosomic additions of diploid Agropyron
elongatum chromosomes to T. aestivum . Can J Genet Cytol, 16: 399-417. p.

ENDO T.R., GILL B.S. (1984a): The heterochromatin distribution and genome evolution in
diploid species of Elymus and Agropyron. Can J Genet Cytol, 26: 669-678. p.

ENDO T.R., GILL B.S. (1996): The deletion stocks of common wheat. J Hered, 87: 295-307. p.

FARKAS A., MOLNAR 1., DULAI S., RAPI S., OLDAL V., CSEH A., KRUPPA K.,
MOLNAR-LANG M. (2014): Increased micronutrient content (Zn Mn) of wheat in the
3Mb(4B) wheat-Aegilops biuncialis substitution and 3Mb.4BS translocation identified by
GISH and FISH. Genome, 57: 61-67. p.

FARRER W. (1904): Some notes on the wheat “Bobs”; its peculiarities, economic value, and
origin. Agric Gaz NSW, 15: 849-854. p.

FEDAK G. (1977a): Increased homoeologous chromosome pairing in Hordeum vulgare x
Triticum aestivum hybrids. Nature, 266: 529-530. p.

102



10.14751/SZIE.2016.003

FEDAK G. (1977b): Barley-wheat hybrids. In: Interspecific hybridization in plant breeding.
Proc. 8th Cong. EUCARPIA, Madrid. European Association for Research in Plant
Breeding, 261-267. p.

FEDAK G. (1980): Production, morphology and meiosis of reciprocal barley-wheat hybrids.
Can J Genet Cytol, 22: 117-123. p.

FEDAK G., CHEN Q., CONNER R.L., LAROCHE A., PETROSKI R., ARMSTRONG K.W.
(2000): Characterization of wheat-Thinopyrum partial amphiploids by meiotic analysis and
genomic in situ hybridization. Genome, 43: 712-719. p.

FEDAK G., CHEN Q., CONNER R.L., LAROCHE A., COMEAU A., ST-PIERRE C.A. (2001):
Characterization of wheat-Thinopyrum partial amphiploids for resistance to barley yellow
dwarf virus. Euphytica, 120: 373- 378. p.

FELDMAN M. (2001): Origin of cultivated wheat. 3-58. p. In: BONJEAN AP, ANGUS W]
(Szerk.): The world wheat book: A history of wheat breeding. Paris: Laroisier Publishing,
1131 p.

FENG D.S., XIA G.M., ZHAO S.Y., CHEN F.G. (2004): Two quality-associated HMW glutenin
subunits in a somatic hybrid line between Triticum aestivum and Agropyron elongatum.
Theor Appl Genet, 110: 136-144. p.

FERNANDEZ-CALVIN B., BENAVENTE E., ORELLANA J. (1995): Meiotic pairing in
wheat-rye derivatives detected by genomic in situ hybridization and C-banding - a
comparative analysis. Chromosoma, 103: 554-558. p.

FINCH R.A. (1983): Tissue-specific elimination of alternative whole parental genomes in one
barley hybrid. Chromosoma, 88: 386-393. p.

FORSBERG J., DIXELIUS C., LAGERCRANTZ U., GLIMELIUS K. (1998): UV dose-
dependent DNA elimination in asymmetric somatic hybrids between Brassica napus and
Arabidopsis thaliana. Plant Sci, 131: 65-76. p.

FORSTER B.P. (2001): Mutation genetics of salt tolerance in barley: An assessment of Golden
Promise and other semi-dwarf mutants. Euphytica, 120: 317-328. p.

FRIEBE B., HATCHETT J.H., GILL B.S., SEBESTA E.E. (1991): Transfer of hessian fly
resistance from rye to wheat via radiation-induced terminal and intercalary chromosomal
translocations. Theor Appl Genet, 83: 33-40. p.

FRIEBE B., ZELLER F.J., MUKAI Y., FORSTER B.P., BARTOS P., McINTOSH R.A.
(1992a): Characterization of wheat-Agropyron intermedium derivatives carrying resistance
against leaf, stripe and stem rust by C-banding, in situ hybridization and isozyme analysis.
Theor Appl Genet, 83: 775-782. p.

FRIEBE B., MUKAI Y., GILL B.S., CAUDERON Y. (1992b): C-banding and in situ
hybridization analyses of Agropyron intermedium, a partial wheat / Ag. intermedium
amphiploid, and six derived chromosome addition lines. Theor Appl Genet, 84: 899-905. p.

FRIEBE B., JIANG J., KNOTT D.R., GILL B.S. (1994): Compensation indices of radiation-
induced wheat-Agropyron elongatum translocations conferring resistance to leaf rust and
stem rust. Crop Sci, 34: 400-404. p.

FRIEBE B., JIANG J., RAUPP W.J., McINTOSH R.A., GILL B.S. (1996a): Characterization of
wheat-alien translocations conferring resistance to diseases and pests: current status.
Euphytica, 91: 59-87. p.

FRIEBE B., TULEEN N.A., BADAEVA E.D., GILL B.S. (1996b): Cytogenetic identification of
Triticum peregrinum chromosomes added to common wheat. Genome, 39: 272-276. p.

FRIEBE B.R., TULEEN N.A., GILL B.S. (1999): Development and identification of a complete
set of Triticum aestivum — Aegilops geniculata chromosome addition lines. Genome, 42:
374-380. p.

GALE M., DEVOS K. (1998): Comparative genetics in the grasses. Proc Natl Acad Sci USA, 95:
1971-1974. p.

GANAL M.W., RODER M.S. (2007): Microsatellite and SNP markers in wheat breeding. 1-24.
p. In. VARSHNEY RK, TUBEROSA R (Szerk.): Genomics assisted crop improvement,

103



10.14751/SZIE.2016.003

vol 11: Genomics applications in crops. Dordrecht: Springer Science and Business Media,
529 p.

GERLACH W.L., BEDBROOK J.L. (1979): Cloning and characterization of ribosomal RNA
genes from wheat and barley. Nucleic Acids Res, 7: 1869-1885. p.

GEORGIEVA M., SEPSI A., TYANKOVA N., MOLNAR-LANG M. (2011): Molecular
cytogenetic characterization of two high protein wheat-Thinopyrum intermedium partial
amphiploids. J Appl Genet, 52: 269-277. p.

GIORGI B. (1978): A homeologous pairing mutant isolated in Triticum durum cv. Cappelli.
Mutat Breed Newsl, 11: 4-5. p.

GILL K.S., GILL B.S., ENDO T.R., MUKAI Y. (1993): Fine physical mapping of Phl, a
chromosome pairing regulator gene in polyploid wheat. Genetics, 134: 1231-1236. p.
GOMEZ-PANDO L., EGUILUZ A., JIMENEZ J., FALCONI J., HEROS AGUILAR E. (2009):
Barley (Hordeum vulgare) and kiwicha (Amaranthus caudatus) improvement by mutation
induction in Peru. 330-332. p. In: SHU QY (Szerk.): Induced Plant Mutations in the

Genomics Era. Roma: Food and Agriculture Organization of the United Nations, 458 p.

GORHAM J., McDONNELL M., BUDREWITZ E., WYN JONES R.G. (1985): Salt Tolerance
in Triticeae: Growth and Solute Accumulation in Leaves of Thinopyrum bessarabicum. J
Exp Bot, 36: 1021-1031. p.

GRIFFITHS S., SHARP R.N., FOOTE T., BERTIN I., WANOUS M., READER S., COLAS 1.,
MOORE G. (2006): Molecular characterization of Phl as a major chromosome pairing
locus in polyploid wheat. Nature, 439: 749-752. p.

GUSTAFSON J.P., BUTLER E., McINTYRE C.L. (1990): Physical mapping of a low-copy
DNA sequence in rye (Secale cereale L.). Proc Natl Acad Sci USA, 87: 1899-1902. p.
HAJOS-NOVAK M., KOROSI F. (2001): Mutants obtained by chronic gamma irradiation from
a Karpatalja local soybean (Glycine max (L.) Merrill) variety: 1. M4 and M5 generations.

Cereal Res Commun, 49: 215-220. p.

HAN F.P., FEDAK G., BENABDELMOUNA A., ARMSTRONG K., OUELLET T. (2003):
Characterization of six wheat-Thinopyrum intermedium derivatives by GISH, RFLP, and
multicolor GISH. Genome, 46: 490-495. p.

HAN F., LIU B., FEDAK G., LIU Z. (2004): Genomic constitution and variation in five partial
amphiploids of wheat—Thinopyrum intermedium as revealed by GISH, multicolor GISH
and seed storage protein analysis. Theor Appl Genet, 109: 1070-1076. p.

HANDLEY L.L., NEVO E., RAVEN J.A., MARTINEZ-CARRASCO R., SCRIMGEOUR C.
M., PAKNIVAT H., FORSTER B.P. (1994): Chromosome 4 controls potential water use
efficiency (613C) in barley. J Exp Bot, 45: 1661-1663. p.

HARLAN J.R., de WET M.J. (1971): Toward a Rational Classification of Cultivated Plants.
Taxon, 20: 509-514. p.

HESZKY L. (2003): A szovettenyészetek in vitro variabilitasanak okai. 134-137. p. In: DUDITS
D, HESZKY L (Szerk.): Novényi biotechnologia és géntechnologia. Agroinform Kiado,
Budapest, 312 p.

HITCHCOCK A.S. (1951): Descriptions of genera and species. 27-980. p. In: CHASE A
(Szerk.): Manual of Grasses of the United States, 2" edition. Washington: Government
Printing Office, 1001 p.

HOHMANN U., ENDO T.R., GILL K.S., GILL B.S. (1994): Comparison of genetic and
physical maps of group 7 chromosomes from Triticum aestivum L. Mol Gen Genet, 245:
644-653. p.

HSIAO C., WANG R.R.C., DEWEY D.R. (1986): Karyotype analysis and genome relationships
of 22 diploid species in the tribe Triticeae. Can J Genet Cytol, 28: 109-120. p.

HSIAO C., CHATTERTON N.J., ASAY K.H., JENSEN K.B. (1995): Phylogenetic relationships
of the monogenomic species of the wheat tribe, Triticeae (Poaceae), inferred from nuclear
rDNA (internal transcribed spacer) sequences. Genome, 38: 211-223.p.

104



10.14751/SZIE.2016.003

HUDAKOVA S., MICHALEK W., PRESTING G., TEN HOOPEN R., DOS SANTOS K.,
JASENCAKOVA Z., SCHUBERT 1. (2001): Sequence organization of barley
centromeres. Nucleic Acids Res, 29: 5029-5035. p.

INTERNATIONAL BARLEY GENOME SEQUENCING CONSORTIUM, MAYER K.F,,
WAUGH R., BROWN JW., SCHULMAN A. LANGRIDGE P., PLATZER M.,
FINCHER G.B., MUEHLBAUER G.J,, SATO K., CLOSE T.J.,, WISE R.P., STEIN N.
(2012): A physical, genetic and functional sequence assembly of the barley genome.
Nature, 491: 711-716. p.

ISLAM A.K.M.R. (1983): Ditelosomic additions of barley chromosomes to wheat. In: Proc. 6th
Int. Wheat Genet. Symp., Kyoto, Japan: Maruzen Co. Ltd. 233-238. p.

ISLAM AK.M.R., SHEPHERD K.W., SPARROW D.H.B. (1975): Addition of individual
barley chromosomes to wheat. Barley Genetics Ill. In: Proc. 3rd Int. Barley Genet. Symp.,
Garching, W. Germany. 260-270. p.

ISLAM AK.M.R.,, SHEPHERD KW., SPARROW D.H.B. (1978): Production and
characterization of wheat -barley addition lines. In: Proc. 5th Int. Wheat Genet. Symp.,
New Delhi, India, 365-371. p.

ISLAM A.K.M.R., SHEPHERD K.W., SPARROW D.H.B (1981): Isolation and characterization
of euplasmic wheat-barley chromosome addition lines. Heredity, 46: 161-174. p.

ISLAM A.K.M.R., SHEPHERD K.W. (1990): Incorporation of barley chromosomes into wheat.
128-151. p. In: BAJAJ YPS (Szerk.): Biotechnology in Agriculture and Forestry, Vol. 13.
Wheat, Berlin: Springer-Verlag, 688 p.

ISLAM AK.M.R.,, SHEPHERD K.W. (1992a): Substituting ability of individual barley
chromosomes for wheat chromosomes. 1. Substitutions involving barley chromosomes 1, 3
and 6. Plant Breeding, 109: 141-150. p.

ISLAM AKM.R., SHEPHERD K.W. (1992b): Production of wheat-barley recombinant
chromosomes through induced homoeologous pairing. Theor Appl Genet, 83: 489-
494. p.

ISLAM A.K.M.R., SHEPHERD K.W. (1995): Substitution of barley chromosome 4 for group 4
homoelogous of wheat. In: Proc. 8th Int. Wheat Genet. Symp. Peking, Kina, China
Agricultural Scientech Press, 141-144. p.

ISLAM A.K.M.R., SHEPHERD K.W. (2000): Isolation of a fertile wheat-barley addition line
carrying the entire barley chromosome 1H. Euphytica, 111: 145-149. p.

JAUHAR P.P. (1990): Multidisciplinary approach to genome analysis in the diploid species,
Thinopyrum bessarabicum and Th. elongatum (Lophopyrum elongatum), of the Triticeae.
Theor Appl Genet, 80: 523-536. p.

JAUHAR P.P. (1995): Morphological and cytological characteristics of some wheat / barley
hybrids. Theor Appl Genet, 90: 872-877. p.

JAUHAR P.P, PETERSON T.S. (2006): Cytological analyses of hybrids and derivatives of
hybrids between durum wheat and Thinopyrum bessarabicum, using multicolour
fluorescent GISH. Plant Breeding, 125: 19-26. p.

JIANG J., FRIEBE B., GILL B.S. (1994): Recent advances in alien gene transfer in wheat.
Euphytica, 73: 199-212.

JIANG J., GILL B.S. (1994a): Different species-specific chromosome translocations in Triticum
timopheevii and T. turgidum support the diphyletic origin of polyploid wheats.
Chromosome Res, 2: 59-64. p.

JIANG J., GILL B.S. (1994b): Nonisotopic in situ hybridization and plant genome mapping: the
first 10 years. Genome, 37: 717-725. p.

JOSHI B.D., SINGH D. (1979): Introduction of alien variation into bread wheat. In: Proc. 5th
Int. Wheat Genet. Symp., New Delhi, India, 342-348. p.

JORGENSEN R.B., ANDERSEN B. (1989): Karyotype analysis of regenerated plants from
callus cultures of interspecific hybrids of cultivated barley (Hordeum vulgare L.). Theor
Appl Genet, 77: 343-351. p.

105



10.14751/SZIE.2016.003

KAKEDA K., FUKUI K., YAMAGATA H. (1991): Heterochromatic differentiation in barley
chromosomes revealed by C- and N-banding techniques. Theor Appl Genet, 81 144-150. p.

KHALATKAR A.S., BHARGAVA Y.R. (1982): 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid - a new
environmental mutagen. Mutation Res, 103: 111-114. p.

KIM N.S., ARMSTRONG K., KNOTT D.R. (1993): Molecular detection of Lophopyrum
chromatin in wheat-Lophopyrum recombinants and their use in the physical mapping of
chromosome 7D. Theor Appl Genet, 85: 561-567. p.

KIMBER G., RILEY R. (1963): The relationships of the diploid progenitors of hexaploid wheat.
Can J Genet Cytol, 5: 83-88. p.

KISHII M., WANG R.R.C., TSUJIMOTO H. (2005): GISH analysis revealed new aspect of
genomic constitution of Thinopyrum intermedium. Czech J Genet Plant Breed, 41: 91-95.
p.

KISS A., RAJHATHY T. (1956): Unterscuhungen iiber die Kreuzbarkeit innerhalb des Subtribus
Triticinae. Ziichter, 26: 127-136. p.

KNOTT D.R. (1968): Translocations involving Triticum chromosomes and Agropyron
chromosomes carrying rust resistance. Can J Genet Cytol, 10: 695-696. p.

KNOTT D.R. (1980): Mutation of a gene for yellow pigment linked to Lr19 in wheat. Can J
Genet Cytol, 22: 651-654. p.

KNOTT D.R., DVORAK J., NANDA J.S. (1977): The transfer to wheat and homology of an
Agropyron elongatum chromosome carrying a resistance gene to stem rest. Can J Genet
Cytol, 19: 75-79. p.

KOBA T., HANDA T., SHIMADA T. (1991): Efficient production of wheat-barley hybrids and
preferential elimination of barley chromosomes. Theor Appl Genet, 81: 285-292. p.

KOBA T., TAKUMI S., SHIMADA T. (1997): Isolation, identification and characterization of
disomic and translocated barley chromosome addition lines of common wheat. Euphytica,
96: 289-296. p.

KOLMER J.A., JIN Y., LONG D.L. (2007): Wheat leaf and stem rust in the United States. Austr
J Agric Res, 58: 631-638. p.

KREIS M., WILLIAMSON M.S., SHEWRY P.R., SHARP P., GALE M. (1988): Identification
of a second locus encoding b-amylase on chromosome 2 of barley. Genet Res, 51: 13-16.
p.

KRUPPA K., TURKOSI E., SZAKACS E., CSEH A., MOLNAR-LANG M. (2013a):
Development and Identification of a 4HL.5DL Wheat/Barley Centric Fusion Using GISH,
FISH and SSR Markers. Cereal Res Commun, 41: 221-229. p.

KRUPPA K., SEPSI A., SZAKACS E., RODER M.S., MOLNAR-LANG M. (2013b):
Characterization of a 5SHS-7DS.7DL wheat/barley translocation line using mcGISH and
FISH and physical mapping of the 7D chromosome using SSR markers. J Appl Genet, 54:
251-258. p.

KRUSE A. (1973): Hordeum x Triticum hybrids. Hereditas, 73: 157-161. p.

KRUSE A. (1974): An in vivo/vitro embryo culture technique. Hereditas, 77: 219-224. p.

de LAAT A.M.M., GOHD W., VOGELZANG M.J.D.C. (1987): Determination of ploidy of
single plants and plant populations by flow cytometry. Plant Breed, 99: 303-307. p.

LANGER-SAFER P.R., LEVINE M., WARD D.C. (1982): Immunological method for mapping
genes on Drosophila polytene chromosomes. Proc Natl Acad Sci USA, 79: 4381-4385. p.

LANGNE MOLNAR M. (2006): Idegen faju addiciok, szubsztitiiciok és transzlokaciok
létrehozasa a buzaban. 33-43. p. In: DUDITS D. (Szerk.): 4 buza nemesbitésénck
tudomanya. A funkciondlis genomikatdl a vetdmagig. Szeged: MTA Szegedi Biologiai
Kozpont — Winter Fair Kft. 334 p.

LAPITAN N.L.V., SEARS R.G, GILL B.S. (1984): Translocations and other karyotypic
structural changes in wheat x rye hybrids regenerated from tissue culture. Theor Appl
Genet, 68: 547-554. p.

106


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lapitan%20NL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24257829
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gill%20BS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24257829
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24257829

10.14751/SZIE.2016.003

LAPITAN N.L\V.,, SEARS R.G, RAYBURN A.L. GILL B.S. (1986): Wheat-rye
translocations. Detection of chromosome breakpoints by in situ hybridization with a biotin-
labeled DNA probe. J Hered, 77: 415-419. p.

LARKIN P.J., BANKS P.M., BHATI R., BRETTELL R.1.S., DAVIES P.A., RYAN S.A,
SCOWCROFT W.R., SPINDLER L.H., TANNER G.J. (1989): From somatic variation to
variant plants: Mechanisms and applications. Genome, 31: 705-711. p.

LARKIN P.J., BANKS P.M., LAGUDAH E.S., APPELS R., XIAO C., ZHINYONG X., OHM
H.W., McINTOSH R.A. (1995): Disomic Thinopyrum intermedium addition lines in wheat
with barley yellow dwarf virus resistance and with rust resistances. Genome, 38: 385-394.
p.

LARKIN P.J., NEWELL M.T. (2014): Perennial wheat breeding: current germplasm and a way
forward for breeding and global cooperation. In: Perennial Crops for Food Security,
Proceedings of the FAO expert workshop. 28-30 August, 2013, Roma Olaszorszag. 39-53.
p.

LEITCH IJ., LEITCH A.R., HESLOP-HARRISON J.S. (1991): Physical mapping of plant DNA
sequences by simultaneous in situ hybridization of two differently labelled fluorescent
probes. Genome, 34: 329-333. p.

LEITCH I.J., HESLOP-HARRISON J.S. (1992): Physical mapping of the 18S-5.8S-26S rRNA
genes in barley by in situ hybridization. Genome, 35: 1013-1018. p.

LE H.T., ARMSTRONG K.S., MIKI B. (1989): Detection of rye DNA in wheat-rye hybrids and
wheat translocation stocks using total genomic DNA as a probe. Plant Mol Biol Report, 7:
150-158. p.

LI H.,, WANG X. (2009): Thinopyrum ponticum and Thinopyrum intermedium: the promising
source of resistance to fungal and viral diseases of wheat. J Genet Genomics, 36: 557-565.
p.

LI HJ., GUO B.H,, LI YW, DU L.Q., JIA X., CHU C.C. (2000): Molecular cytogenetic
analysis of intergeneric chromosomal translocations between wheat (Triticum aestivum L.)
and Dasypyrum villosum arising from tissue culture. Genome, 43: 756-762. p.

LI H.J., CHEN Q., CONNER R.L., GUO B., ZHANG Y., GRAF R.J.,, LAROCHE A., JIA X,,
LIU G., CHU C. (2003): Molecular characterization of a wheat —Thinopyrum ponticum
partial amphiploid and its derivatives for resistance to leaf rust. Genome, 46: 906-913. p.

LI L.H., DONG Y.S. (1994): Somaclonal variation in tissue culture of Triticum aestivum x
Agropyron desertorum F; hybrid. Plant Breed, 112: 160-166. p.

LI Z., LI B.,, TONG Y. (2008): The contribution of distant hybridization with decaploid
Agropyron elongatum to wheat improvement in China. J Genet Genomics, 35: 451-456. p.

LIANG G.H., WANG R.R.C., NIBLETT C.L., HEYNE E.G. (1979): Registration of B-6-37-1
wheat germplasm. Crop Sci, 19: 421. p.

LIN Z.S., HUANG D.H.,, DU L.P.,, YE X.G., XIN Z.Y. (2006): Identification of wheat-
Thinopyrum intermedium 2Ai-2 ditelosomic addition and substitution lines with resistance
to barley yellow dwarf virus. Plant Breed, 125: 114-119. p.

LINC G., FRIEBE B., KYNAST R.G., MOLNAR-LANG M., KOSZEGI B., SUTKA J., GILL
B.S. (1999): Molecular cytogenetic analysis of Aegilops cylindrica Host. Genome, 42: 497-
503. p.

LINC G., SEPSI A., MOLNAR-LANG M. (2012): A FISH karyotype to study chromosome
polymorphisms for the Elytrigia elongata E genome. Cytogenet Genome Res,136: 138-
144. p.

LINDE-LAURSEN B. (1978): Giemsa C-banding of barley chromosomes. I. Banding pattern
polymorphism. Hereditas, 88: 55-64. p.

LINDE-LAURSEN 1., VON BOTHMER R. (1988): Elimination and duplication of particular
Hordeum vulgare chromosomes in aneuploid interspecific Hordeum hybrids. Theor Appl
Genet, 76: 897-908. p.

107



10.14751/SZIE.2016.003

LINDE-LAURSEN I., VON BOTHMER R., JACOBSEN N. (1992): Relationships in the genus
Hordeum: Giemsa C-banded karyotypes. Hereditas, 116: 111-116. p.

LINDE-LAURSEN I., HESLOP-HARRISON J.S., SHEPHERD K.W., TAKETA S. (1997): The
barley genome and its relationship with the wheat genomes. A survey with an
internationally agreed recommendation for barley chromosome nomenclature. Hereditas,
126: 1-16. p.

LINNAINMAA K. (1984): Induction of sister chromatid exchange by the peroxisome
proliferators 2,4-D, MCPA, and clofibrate in vivo and in vitro. Carcinogenesis, 5: 703-707.
p.

LIPAVSKY J., PETR J., HRADECKA D. (2002): Production Process in Old and Modern Spring
Barley Varieties. Die Bodenkultur, 53: 19. p.

LIU J., CHANG Z., ZHANG X., YANG Z, LI X., JIA J., ZHAN H., GUO H., WANG J.
(2013): Putative Thinopyrum intermedium-derived stripe rust resistance gene Yr50 maps on
wheat chromosome arm 4BL. Theor Appl Genet, 126: 265-274. p.

LIU S., GAO X., XIA G. (2008): Characterizing HMW-GS alleles of decaploid Agropyron
elongatum in relation to evolution and wheat breeding. Theor Appl Genet, 116: 325-334. p.

LIU S, YU L.X,, SINGH R.P., JIN Y., SORRELLS M.E., ANDERSON J.A. (2010): Diagnostic
and co-dominant PCR markers for wheat stem rust resistance genes Sr25 and Sr26. Theor
Appl Genet, 120: 691-697. p.

LIU W., DANILOVA T.V., ROUSE M.N., BOWDEN R.L., FRIEBE B., GILL B.S,
PUMPHREY M.O. (2013): Development and characterization of a compensating wheat-
Thinopyrum intermedium Robertsonian translocation with Sr44 resistance to stem rust
(Ug99). Theor Appl Genet, 126: 1167-1177. p.

LIU Z., LI D.Y., ZHANG X.Y. (2007): Genetic relationships among five basic genomes St, E,
A, B and D in Triticeae revealed by genomic southern and in situ hybridization. J Integr
Plant Biol, 49: 1080-1086. p.

LIU ZW., WANG R.R.C. (1993): Genome analysis of Elytrigia caespitosa, Lophopyrum
nodosum, Pseudoroegneria geniculata ssp. scythica, and Thinopyrum intermedium.
Genome, 36: 102-111. p.

LOVE A. (1980): Chromosome number reports LXVI. Poaceae-Triticeae-Americanae. Taxon,
29: 163-169. p.

LOVE A. (1984): Conspectus of the Triticeae. Feddes Repert, 95: 425-521. p.

LUKASZEWSKI A.J. (1993): Reconstruction in wheat of complete chromosomes 1B and 1R
from the 1RS/1BL translocation of Kavkaz origin. Genome, 36: 821-824. p.

LUKASZEWSKI A.J. (1997): Further manipulation by centric misdivision of the 1RS.1BL
translocation in wheat. Euphytica, 94: 257-261. p.

LUKASZEWSKI A.J. (2000): Manipulation of the 1RS.1BL translocation in wheat by induced
homoelogous recombination. Crop Sci, 40: 216-225. p.

LUKASZEWSKI A.J. (2006): Registration of three germplasms of durum wheat with
introgressions from Agropyron elongatum and Secale cereale. Crop Sci, 46: 1404-1405. p.

LUKASZEWSKI A.J., CURTIS C.A. (1993): Physical distribution of recombination in B-
genome chromosomes of tetraploid wheat. Theor Appl Genet, 86: 121-127. p.

MAGO R., BARIANA H.S., DUNDAS I.S., SPIELMEYER W., LAWENCE G.J., PRYOR A.J.,
ELLIS J.G. (2005): Development of PCR markers for the selection of wheat stem rust
resistance genes Sr24 and Sr26 in diverse wheat germplasm. Theor Appl Genet, 111: 496-
504. p.

MAHELKA V., KOPECKY D., PASTOVA L. (2011): On the genome constitution and
evolution of intermediate wheatgrass (Thinopyrum intermedium: Poaceae, Triticeae).
BMC Evol Biol, 11: 127

MAHELKA V., KOPECKY D., BAUM B.R. (2013): Contrasting patterns of evolution of 45S
and 5S rDNA families uncover new aspects in the genome constitution of the

108



10.14751/SZIE.2016.003

agronomically important grass Thinopyrum intermedium (Triticeae). Mol Biol Evol, DOI:
10.1093/molbev/mst106.

MALYSHEVA L., SJAKSTE T., MATZK F., RODER M., GANAL M. (2003): Molecular
cytogenetic analysis of wheat-barley hybrids using genomic in situ hybridization and
barley microsatellite markers. Genome, 46: 314-322. p.

MARSTON A.L., AMON A. (2004): Meiosis: cell-cycle controls shuffle and deal. Nat Rev Mol
Cell Bio, 5: 983-997. p.

MATTERN P.J., MORRIS R., SCHMIDT J.W., JOHNSON V.A. (1973): Location of genes for
kernel properties in the wheat variety 'Cheyenne' using chromosome substitution lines. In:
Proc. 4™ Int. Wheat Genet. Symp., University of Missouri, Columbia, MO, USA, 703-707.
p.

MAZIK-TOKEI K., FUREDI J. (1991): Studies on quantitative characters of pea varietites
affected by acute and recurrent gamma irradiation. Acta Agron Hung, 40: 129-138. p.
McINTOSH R.A., DYCK P.L., GREEN G.J. (1977): Inheritance of leaf rust and stem rust

resistances in wheat cultivars Agent and Agatha. Aust J Agric Res, 28: 37-45. p.

McINTYRE C.L., PEREIRA S., MORAN L.B., APPELS R. (1990): New Secale cereale (rye)
DNA derivatives for the detection of rye chromosome segments in wheat. Genome, 33:
635-640. p.

McNEIL J.A., JOHNSON C.V., CARTER K.C., SINGER R.H., LAWRENCE J.B. (1991):
Localizing DNA and RNA within nuclei and chromosomes by fluorescence in situ
hybridization. Genet Anal Tech Appl, 8: 41-58. p.

MESTERHAZY A., BARTOS P., GOYEAU H., NIKS R., CSOSZ M., ANDERSEN O,
CASULLI F., ITTU M., JONES E., MANISTERSKI J., MANNINGER K., PASQUINI
M., RUBIALES D., SCHACHERMAYR G., STRZEMBICKA A., SZUNICS L.,
TODOROVA M., UNGER O., VANCO B., VIDA GY., WALTHER U. (2000): European
virulence survey for leaf rust in wheat. Agronomie, 20: 793-804. p.

MILLER T.E., READER S.M., CHAPMAN V. (1981): The addition of Hordeum chilense
chromosomes in wheat. In: Induced Variability in Plant Breeding, Proc. EUCARPIA
Symp., Wageningen, Hollandia, 79-81. p.

MILLER T.E., READER S.M., PURDIE K.A., KING I.P. (1994): Determination of the
frequency of wheat-rye chromosome pairing in wheat-rye hybrids and without
chromosome 5B. Theor Appl Genet, 89: 255-258. p.

MOHANDAS T., GRANT W.F. (1972): Cytogenetic effects of 2,4-D and amitrole in relation to
nuclear volume and DNA content in some higher plants. Can J Genet Cytol, 14: 773-783.
p.

MOLNAR 1., SCHNEIDER A., MOLNAR-LANG M. (2005): Demonstration of Aegilops
biuncialis chromosomes in a wheat background by genomic in situ hybridization (GISH)
and identification of U chromosomes by FISH using GAA sequences. Cereal Res
Commun, 33: 673-680. p.

MOLNAR 1., LINC G., DULAI S., D-NAGY E., MOLNAR-LANG M. (2007): Ability of
chromosome 4H to compensate for 4D in response to drought stress in a newly developed
and identified wheat—barley 4H(4D) disomic substitution line. Plant Breeding, 126: 369-
374. p.

MOLNAR I, BENAVENTE E., MOLNAR-LANG M. (2009): Detection of intergenomic
chromosome rearrangements in irradiated Triticum aestivum — Aegilops biuncialis
amphiploids by multicolour genomic in situ hybridization. Genome, 52: 156-165. p.

MOLNAR I, KUBALAKOVA M., SIMKOVA H. CSEH A., MOLNAR-LANG M.,
DOLEZEL J. (2011): Chromosome isolation by flow sorting in Aegilops umbellulata and
Ae. comosa and their allotetraploid hybrids Ae. biuncialis and Ae. geniculata. PLoS ONE,
6: 27708

MOLNAR-LANG M., SUTKA J., BARNABAS B., SAGI L., BELEA A. (1985): Production of
barley (Hordeum vulgare L.) x wheat (Triticum aestivum L.) hybrids. Novénytermelés, 34:

109



10.14751/SZIE.2016.003

257-262. p.

MOLNAR-LANG M., GALIBA G., KOVACS G., SUTKA J. (1991): Changes in the fertility
and meiotic behaviour of barley (Hordeum vulgare) x wheat (Triticum aestivum) hybrids
regenerated from tissue cultures. Genome, 34: 261-266. p.

MOLNAR-LANG M., SUTKA J. (1994): The effect of temperature on seed set and embryo
development in reciprocal crosses of wheat and barley. Euphytica, 78: 53-58. p.

MOLNAR-LANG M., LINC G., SUTKA J. (1996a): Transfer of the recessive crossability allele
krl from Chinese Spring into the winter wheat variety Martonvasari 9. Euphytica, 90: 301-
305. p.

MOLNAR-LANG M., KOSZEGI B., LINC G., SUTKA J. (1996b): Buiza (Triticum aestivum
L.)/Triticum timopheevii Zhuk. addici6, szubsztiticid és buza/rozs transzlokacio
kimutatasa C-savozassal és in situ hibridizacioval. Novénytermelés, 45: 237-245. p.

MOLNAR-LANG M., LINC G., LOGOJAN A., SUTKA J. (2000a): Production and meiotic
pairing behaviour of new hybrids of winter wheat (Triticum aestivum) x winter barley
(Hordeum vulgare). Genome, 43: 1045-1054. p.

MOLNAR-LANG M., LINC G., FRIEBE B.R., SUTKA J. (2000b): Detection of wheat-barley
translocations by genomic in situ hybridization in derivatives of hybrids multiplied in vitro.
Euphytica, 112: 117-123. p.

MOLNAR-LANG M., NOVOTNY C., LINC G., D. NAGY E. (2005): Changes in the meiotic
pairing behaviour of a winter wheat — winter barley hybrid maintained for a long term in
tissue culture, and tracing the barley chromatin in the progenies using GISH and SSR
markers. Plant Breeding, 124: 247-252. p.

MOLNAR-LANG M., CSEH A., SZAKACS E., MOLNAR 1. (2010): Development of a wheat
genotype combining the recessive crossability alleles krlkrlkr2kr2 and the 1BL.1RS
translocation, for the rapid enrichment of 1RS with new allelic variation.Theor Appl Genet,
120: 1535-1545. p.

MOLNAR-LANG M., KRUPPA K., CSEH A., BUCSI J., LINC G. (2012): Identification and
phenotypic description of new wheat — six-rowed winter barley disomic additions.
Genome, 55: 302-311. p.

MOLNAR-LANG M., LINC G., SZAKACS E. (2014): Wheat-barley hybridization: the last 40
years. Euphytica, 195: 315-329. p.

MONNEVEUX P., REYNOLDS M.P., GONZALEZ-AGUILAR J., SINGH R.P. (2003): Effect
of the 7DL.7Ag translocation from Lophopyrum elongatum on wheat yield and related
morphological traits under different environments. Plant Breeding, 122: 379-384. p.

MUJEEB-KAZI A. (1981): Apomictic progeny derived from intergeneric Hordeum-Triticum
hybrids. Heredity, 72: 284-285. p.

MUKAI Y., NAKAHARA Y., YAMAMOTO M. (1993): Simultaneous discrimination of the
three genomes in hexaploid wheat by multicolor fluorescence in situ hybridization using
total genomic and highly repeated DNA as probes. Genome, 36: 489-494. p.

MULLER H.J. (1927): Artificial transmutation of the gene. Science, 66: 84-87. p.

MURAMATSU M. (1990): Cytogenetics of decaploid Agropyron elongatum (Elytrigia
elongata) (2n = 70). I. Frequency of decavalent formation. Genome, 33: 811-817. p.

NAGAKI K., TSUJIMOTO H., ISONO K., SASAKUMA T. (1995): Molecular characterization
of a tandem repeat, Afa family, and its distribution among Triticeae. Genome, 38: 479-486.
p.

NARANJO T., ROCA A., GOICOECHA P.G., GIRALDEZ R. (1987): Arm homeology of
wheat and rye chromosomes. Genome, 29: 873-882. p.

NARANJO T. (1990): Chromosome structure of durum wheat. Theor Appl Genet, 79: 397-400.
p.

NASUDA S., HUDAKOVA S., SCHUBERT I., HOUBEN A., ENDO T.R. (2005): Stable
barley chromosomes without centromeric repeats. Proc Nati Acad Sci USA, 102: 9842-
9847. p.

110



10.14751/SZIE.2016.003

NEVSKI S.A. (1934): Arpocronorudeckue 3toael. V. O cucreme Tpubsl Hordeae Benth.
(Agrosztologiai tanulmanyok. IV. A Hordeeae Benth. torzs rendszertanarol). Trudy
Botanicheskogo Instituta Adakademii Nauk SSSR. Ser. 1, Flora | Sistematika Vysshikh
Rastenii, 1: 9-32. p.

NIU Z., KLINDWORTH D. L., YU G., FRIESEN T.L.,CHAO S.,JIN Y., CAl X.,OHM J.-
B., RASMUSSEN J.B., XU S.S. (2014): Development and characterization of wheat lines
carrying stem rust resistance gene Sr43 derived from Thinopyrum ponticum. Theor Appl
Genet, 127: 969-980. p.

NOVER 1. (1957): Sechsjahrige Beobachtungen iiber die physiologische Spezialisierung des
echten Mehltaus (Erysiphe graminis DC.) von Weizen und Gerste in Deutschland.
Phytopathologische Zeitschrift, 31: 85-107. p.

OBERTHUR L., DYER W., ULLRICH S.E., BLAKE T.K. (1995): Genetic analysis of seed
dormancy in barley (Hordeum vulgare L.). J Quant Trait Loci, 1.5.

OKAMOTO M. (1957): Asynaptic effect of chromosome V. Wheat Inf. Serv. 5: 6. p.

OLIVER R.E., XU S.S., STACK R.W., FRIESEN T.L., JIN Y., CAIl X. (2006): Molecular
cytogenetic characterization of four partial wheat-Thinopyrum ponticum amphiploids and
their reaction to Fusarium head blight, tan spot, and Stagonospora nodorum blotch. Theor
Appl Genet, 112: 1473-1479. p.

OSTERGREN G. (1940): Cytology of Agropyron junceum, and A. repens and their spontaneous
hybrids. Hereditas, 26: 305-316. p.

PARDUE M.L., GALL J.G. (1969): Molecular hybridization of radioactive DNA to the DNA of
cytological preparations. Proc Natl Acad Sci USA, 64: 600-604. p.

PAVLICA M., PAPES D., NAGY B. (1991): 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid causes chromatin
and chromosome abnormalities in plant cells and mutation in cultured mammalian cells.
Mutation Research, 263: 77-81. p.

PEDERSEN C., LANGRIDGE P. (1997): Identification of the entire chromosome complement
of bread wheat by two-colour FISH. Genome, 40: 589-593. p.

PEDERSEN C., LINDE-LAURSEN 1. (1994): Chromosomal locations of four minor rDNA loci
and a marker microsatellite sequence in barley. Chromosome Res, 2: 65-71. p.

PEDERSEN C., RASMUSSEN S.K., LINDE-LAURSEN 1. (1996): Genome and chromosome
identification in cultivated barley and related species of the Triticeae (Poaceae) by in situ
hybridization with the GAA-satellite sequence. Genome, 39: 93-104. p.

PERSHINA L.A., NUMEROVA O.M., BELOVA L.I., DEVYATKINA E. P. (1993): Production
and characterization of barley - wheat alloplasmic and additional lines. Cereal Res
Commun, 21: 277-283. p.

PHILLIPS R.L., KAEPPLERT S.M., OLHOFT P. (1994): Genetic instability of plant tissue
cultures: Breakdown of normal controls. Proc Natl Acad Sci USA, 91: 5222-5226. p.

POLGARI D., CSEH A., SZAKACS E., JAGER K., MOLNAR-LANG M., SAGI L. (2014):
High-frequency generation and characterization of intergeneric hybrids and haploids from
new wheat-barley crosses. Plant Cell Rep, 33: 1323-1331. p.

PICKERING R.A. (1989): Plant regeneration and variants from calli derived from immature
embryos of diploid barley (Hordeum vulgare L.) and H. vulgare L. x H. bulbosum L.
crosses. Theor Appl Genet, 78: 105-112. p.

PRINS R., MARAIS G.F., PRETORIUS Z.A., JANSE B.J.H., MARAIS A.S. (1997): A study
of modified forms of the Lr19 translocation of common wheat. Theor Appl Genet, 95: 424-
430. p.

PRINS R., GROENEWALD J.Z., MARAIS, G.F., SNAPE, JW., AND KOEBNER, R.M.D.
(2001): AFLP and STS tagging of Lr19, a gene conferring resistance to leaf rust in wheat.
Theor Appl Genet, 103: 618-624. p.

PROCUNIER J.D., TOWNLEY-SMITH T.F., FOX S., PRASHAR S., GRAY M., KIM W.K,,
CZARNECKI E., DYCK P.L. (1995): PCR-based RAPD/DGGE markers linked to leaf

111



10.14751/SZIE.2016.003

rust resistance genes Lr29 and Lr25 in wheat (Triticum aestivum L.). J Genet Breed, 49:
92-97. p.

PROCUNIER J.D.: Disease resistance. Leaf Rust Resistance: Lr29 - Lr25. Marker assisted
selection in wheat. http://maswheat.ucdavis.edu/protocols/Lr29/ Kereséprogram: Google.
Kulcsszavak: Lr29 MASwheat, lekérdezés idopontja: 2015.11.04.

QI L.L., ECHALIER B., FRIEBE B., GILL B.S. (2003): Molecular characterization of a set of
wheat deletion stocks for using in chromosome bin mapping of ESTs. Funct Integr
Genomics, 3: 39-55. p.

QI L., FRIEBE B., ZHANG P., GILL B.S. (2007): Homoeologous recombination, chromosome
engineering and crop improvement. Chromosome Res, 15: 3-19. p.

RAJARAM S. (2001): Prospects and promise of wheat breeding in the 21st century. Euphytica,
119: 3-15. p.

RAMBURAN V.P., PRETORIUS Z.A., LOUW J.H,, BOYD L.A., SMITH P.H., BOSHOFF
W.H.P., PRINS R. (2004): A genetic analysis of adult plant resistance to stripe rust in the
wheat cultivar Kariega. Theor Appl Genet, 108: 1426-1433. p.

RAYBURN A.L., GILL B.S. (1986): Molecular identification of the D-genome chromosomes of
wheat. J Hered, 77: 253-255. p.

RIERA-LIZARAZU O., VALES M.I.,, ANANIEV E.V., RINES H.W., PHILLIPS R.L. (2000):
Production and characterization of maize chromosome 9 radiation hybrids derived from an
oat—maize addition line. Genetics, 156: 327-339. p.

RILEY R. (1960): The diploidization of polyploid wheat. Heredity, 15: 407-429. p.

RILEY R. (1966a): Cytogenetics and wheat breeding. Contemp Agric, 11-12: 107-117. p.

RILEY R. (1966b): The genetic regulation of meiotic behaviour in wheat and its relatives. In:
Proc. 2" Int. Wheat Genetics Symp., Lund, Svédorszag, Hereditas (Suppl), 2: 395-408. p.

RILEY R., CHAPMAN V. (1958): Genetic control of cytologically diploid behaviour of
hexaploid wheat. Nature, 182: 713-715. p.

RILEY R., KIMBER G., CHAPMAN V. (1961): Origin of the genetic control of the diploid-like
meiotic behaviour of polyploid wheat. Heredity, 52: 22-26. p.

RILEY R., KEMPANA C. (1963): The homoeologous nature of the non-homologous meiotic
pairing in Triticum aestivum deficient for chromosome V (5B). Heredity, 18: 287-306. p.

RILEY R., LAW C.N. (1965): Genetic variation in chromosome pairing. Adv Genet, 13: 57-114.
p.

RILEY R., KIMBER G. (1966): The transfer of alien genetic variation to wheat. Rep. Plant
Breed. Inst. Cambridge 6-36. p.

ROA F., GUERRA M. (2012): Distribution of 45S rDNA sites in chromosomes of plants:
Structural and evolutionary implications. BMC Evol Biol, 12: 225.

RODER M.S., PLASCHKE J., KONIG S.U., BORNER A., SORRELS M.E., TANKSLEY S.D.,
GANAL M.W. (1995): Abundance, variability and chromosomal location of
microsatellites in wheat. Mol Gen Genet, 246: 327-333. p.

RODER M.S., KORZUN V., GILL B.S., GANAL M.W. (1998): The physical mapping of
microsatellite markers in wheat. Genome, 41: 278-283. p.

SANCHEZ-MORAN E., BENAVENTE E., ORELLANA J. (1999): Simultaneous identification
of A, B, D and R genomes by genomic in situ hybridization in wheat-rye derivatives.
Heredity, 83: 249-252. p.

SCARASCIA-MUGNOZZA G.T., D’AMATO F., AVANZI S., BAGNARA D., BELLI M.L.,
BOZZINI A., BRUNORI A., CERVIGNI T., DEVREUX M., DONINI B., GIORGI B.,
MARTINI G., MONTI L.M., MOSCHINI E., MOSCONI C., PORRECA G., ROSSI L.
(1993): Mutation breeding for durum wheat (Triticum turgidum ssp. durum Desf.)
improvement in Italy. Mut Breed Rev, 10: 1-28. p.

SCHACHERMAYR G.M., MESSMER M.M., FEUILLET C., WINZELER H., WINZELER M.,
KELLER B. (1995): Identification of molecular markers linked to the Agropyron

112


http://maswheat.ucdavis.edu/protocols/Lr29/

10.14751/SZIE.2016.003

elongatum-derived leaf rust resistance gene Lr24 in wheat. Theor Appl Genet, 90: 982-990.
p.

SCHILDKRAUT C.L., MARMUR J., DOTY P. (1961): The formation of hybrid DNA
molecules and their use in studies of DNA homologies. J Mol Biol, 3: 595-617. p.

SCHNEERMAN M.C., LEE W.S., DOYLE G., WEBER D.F. (1998): RFLP mapping of the
centromere of chromosome 4 in maize using isochromosomes for 4S. Theor Appl Genet
96: 361-366. p.

SCHNEIDER A., LINC G., MOLNAR-LANG M. (2003): Fluorescence in situ hybridization
polymorphism using two repetitive DNA clones in different cultivars of wheat. Plant
Breeding, 122: 396-400. p.

SCHNEIDER A., LINC G., MOLNAR I., MOLNAR-LANG M. (2005): Molecular cytogenetic
characterization of Aegilops biuncialis and its use for the identification of 5 derived wheat
— Aegilops biuncialis disomic addition lines. Genome, 48: 1070-1082. p.

SCHNURBUSCH T., PAILLARD S., SCHORI A., MESSMER M., SCHACHERMAYR G.,
WINZELER M., KELLER B. (2004): Dissection of quantitative and durable leaf rust
resistance in Swiss winter wheat reveals a major resistance QTL in the Lr34 chromosomal
region. Theor Appl Genet, 108: 477-484. p.

SCHUBERT 1., SHI F., FUCHS J., ENDO T.R. (1998): An efficient screening for terminal
deletions and translocations of barley chromosomes added to common wheat. Plant J, 14:
489-495. p.

SCHWARZACHER T., HESLOP-HARRISON P. (2000): Practical in situ hybridization. BIOS
Scientific Publishers, Oxford. 203 p.

SCHWARZACHER T., LEITCH A.R., BENNETT M.D., HESLOP-HARRISON J.S. (1989): In
situ localization of parental genomes in a wide hybrid. Ann Bot-London, 64: 315-324. p.

SEARS E.R. (1956): The transfer of leaf-rust resistance from Aegilops umbellulata to wheat.
Brookhaven Symp Biol, 9: 1-22. p.

SEARS E.R. (1973): Agropyron-wheat transfers induced by homoeologous pairing. In: Proc. 4™
Int.. Wheat Genet. Symp. University of Missouri, Columbia MO, USA, 191- 199. p.

SEARS E.R. (1977): An induced mutant with homeologous pairing in common wheat. Can J
Genet Cytol, 19: 585-593. p.

SEARS E.R. (1981): Transfer of alien genetic material to wheat. 75-89. p. In: EVANS LT,
PEACOK WJ (Szerk.): Wheat science — Today and Tomorrow. Cambridge: Cambridge
University Press, 304 p.

SEPSI A., MOLNAR 1., SZALAY D., MOLNAR-LANG M. (2008): Characterization of a leaf
rust-resistant wheat-Thinopyrum ponticum partial amphiploid BE-1, using sequential
multicolor GISH and FISH. Theor Appl Genet, 116: 825-834. p.

SEPSI A., MOLNAR I, MOLNAR-LANG M. (2009): Physical mapping of a 7A.7D
translocation in the wheat-Thinopyrum ponticum partial amphiploid BE-1 using
multicolour genomic in situ hybridization and microsatellite marker analysis. Genome, 52:
748-754. p.

SETHI G.S., FINCH R.A.,, MILLER T.E. (1986): A bread wheat (Triticum aestivum) X
cultivated barley (Hordeum vulgare) hybrid with homoeologous chromosome pairing. Can
J Genet Cytol, 28: 777-782. p.

SHARMA D., KNOTT D.R. (1966): The transfer of leaf rust resistance from Agropyron to
Triticum by irradiation. Can J Genet Cyt, 8: 137-143. p.

SHARMA H., GILL B.S. (1983): Current status of wide hybridization in wheat. Euphytica, 32:
17-31. p.

SHARMA H.C., OHM H., GOULART L., LISTER R., APPELS R., BENLHABIB O. (1995):
Introgression and characterization of barley yellow dwarf virus resistance from
Thinopyrum intermedium into wheat. Genome, 38: 406-413. p.

SHARP P.J., KREIS M., SHEWRY P.R., GALE D. (1988): Location of S-amylase sequences in
wheat and its relatives. Theor Appl Genet, 75: 286-290. p.

113



10.14751/SZIE.2016.003

SHEPHERD K.W., ISLAM A.K.M.R. (1981): Wheat: barley hybrids - The first eighty years.
107-128. p. In. EVANS LT, PEACOCK WJ (Szerk.): Wheat science -Today and
tomorrow, Cambridge: Cambridge University Press, 304 p.

SHI F., ENDO T.R. (2000): Genetic induction of chromosomal rearrangements in barley
chromosome 7H added to common wheat. Chromosoma, 109: 358-363. p.

SHIMADA T., KOBA T., OTANI M., NIIZEKI H. (1987): Morphology, meiosis, and in vitro
propagation of barley-wheat hybrids. In: Barley genetics V. Proc. 5™ Int. Barley Genet.
Symp. Okayama Japan, 343-350. p.

SMITH E.L., SCHLEHUBER H.C., YOUNG J.R., EDWARDS L.H. (1968): Registration of
Agent wheat. Crop Sci, 8: 511-512. p.

SOMERS D.J., ISAAC P., EDWARDS K. (2004): A high-density microsatellite consensus map
for bread wheat (Triticum aestivum L.). Theor Appl Genet, 109: 1105-1114. p.

SORRELLS M.E., La ROTA M., BERMUDEZ-KANDIANIS C.E., GREENE R.A., KANTETY
R., MUNKVOLT J.D. et al. (2003): Comparative DNA sequence analysis of wheat and
rice genomics. Genome Res, 13: 1818-1827. p.

SOURDILLE P., SINGH S., CADALEN T., BROWN-GUEDIRA G.L., GAY G,, QI L., GILL
B.S., DUFOUR P., MURIGNEUX A., BERNARD M. (2004): Microsatellite based
deletion bin system for the establishment of genetic-physical map relationships in wheat
(Triticum aestivum L.). Funct Integr Genomics, 4: 12-25. p.

SPIELMEYER W., McINTOSH R.A., KOLMER J., LAGUDAH E.S. (2005): Powdery mildew
resistance and Lr34/Yr18 genes for durable resistance to leaf and stripe rust cosegregate at
a locus on the short arm of chromosome 7D of wheat. Theor Appl Genet, 111: 731-735. p.

STADLER L.J. (1928): Mutations in barley induced by X-rays and radium. Science, 68: 186-
187. p.

STAKMAN E.C., STEWART D.M., LOEGERING W.Q. (1962): Identification of physiologic
races of Puccinia graminis var. tritici. US Department of Agriculture, Agricultural
Research Service,. Washington DC, USA. E617 53. p.

SUENAGA K., SINGH R.P., HUERTA-ESPINO J., WILLIAM H.M. (2003): Microsatellite
markers for genes Lr34/Yrl8 and other quantitative trait loci for leaf and stripe rust
resistance in bread wheat. Phytopathology, 93: 881-890. p.

SUN D., FANG J., SUN G. (2009): Inheritance of genes controlling supernumerary spikelet in
wheat line 51885. Euphytica, 167: 173-179. p.

SUTKA J. (2004): Novényi citogenetika. Budapest: Mezdgazda Kiado. 232 p.

SYBENGA J. (1992): Cytogenetics in Plant Breeding. Monographs on Theoretical and Applied
Genetics, Vol. 17. Springer, Berlin, Heidelberg, and New York. 469 p.

SZAKACS E., MOLNAR-LANG M. (2007): Development and molecular cytogenetic
identification of new winter wheat — winter barley (‘Martonvasari 9 kr1’—°Igri’) disomic
addition lines. Genome, 50: 43-50. p.

SZAKACS E., MOLNAR-LANG M. (2010): Identification of new winter wheat — winter barley
addition lines (6HS and 7H) using fluorescence in situ hybridization and the stability of the
whole *Martonvasari 9 kr1” — ’Igri’ addition set. Genome, 53: 35-44. p.

SZAKACS E., KRUPPA K., MOLNAR I, MOLNAR-LANG, M. (2010): Induction of
wheat/barley translocations by irradiation and their detection using fluorescence in situ
hybridization Acta Agron Hung, 58: 203-209. p.

TAKAHASHI R., YASUDA S. (1971): Genetics of earliness and growth habit in barley. In:
Proc. 2" Int. Barley Genet. Symp. Washington State University Press, Pullmann WA,
USA, 388-408. p.

TAKETA S., TAKEDA K. (1998): Sterility of wheat caused by the addition of barley
chromosome 1H and its genetic analysis. In: Cytogenetics and Evolution, Proc. 9th Int.
Wheat Genet. Symp.: University of Saskatchewan, University Expression Press, Saskatoon,
Kanada, 72-74. p.

114



10.14751/SZIE.2016.003

TAKETA S., TAKAHASHI H., TAKEDA K. (1998): Genetic variation in barley of crossability
with wheat and its quantitative trait loci analysis. Euphytica, 103: 187-193. p.

TAKETA S., HARRISON G.E., HESLOP-HARRISON J. (1999): Comparative physical
mapping of the 5S and 18S — 25S rDNA in nine wild Hordeum species and cytotypes.
Theor Appl Genet, 98: 1-9. p.

TAKETA S., ANDO H., TAKEDA K., VON BOTHMER R. (2001): Physical locations of 5S
and 18S-25S rDNA in Asian and American diploid Hordeum species with the | genome.
Heredity, 86: 522-530. p.

TAKETA S., CHODA M., OHASHI R., ICHII M., TAKEDA K. (2002): Molecular and physical
mapping of a barley gene on chromosome arm 1HL that causes sterility in hybrids with
wheat. Genome, 45: 617-625. p.

TAKETA S., ANDO H., TAKEDA K., ICHII M., VON BOTHMER R. (2005): Ancestry of
American polyploid Hordeum species with the | genome inferred from 5S and 18S-25S
rDNA. Ann Bot, 96: 23-33. p.

TALBERT L.E., BRUCKNER P.L., SMITH L.Y., SEARS R., MARTIN, T.J. (1996):
Development of PCR markers linked to resistance to wheat streak mosaic virus in wheat.
Theor Appl Genet, 93:463-467. p.

TANG S, LI Z., JIA X., LARKIN P.J. (2000): Genomic in situ hybridization (GISH) analyses of
Thinopyrum intermedium, its partial amphiploid Zhong 5, and disease-resistant derivatives
in wheat. Theor Appl Genet, 100: 344-352. p.

TANG Y., SORRELS M.E., KOCHIAN L.V., GARVIN D.F. (1999): Identification of RFLP
markers linked to the barley aluminium tolerance gene Alp. Crop Sci, 40: 778-782. p.
THOMAS J.B., MUJEEB K.A., RODRIGUEZ R., BATES L.S. (1977): Barley x wheat hybrids.

Cereal Res Commun, 5: 181-188. p.

TISCHNER T., KOSZEGI B., VEISZ O. (1997): Climatic programmes used in the Martonvasar
phytotron most frequently in recent years. Acta Agron Hung, 45: 85-104. p.

TRETHOWAN R.M., MUJEEB-KAZI A. (2008): Novel germplasm resources for improving
environmental stress tolerance of hexaploid wheat. Crop Sci, 48: 1255-1265. p.

TSITSIN N.V. (1965): Remote hybridisation as a method of creating new species and varieties
of plants. Euphytica, 14: 326-330. p.

TSUJIMOTO H., MUKALI Y., AKAGAWA K., NAGAKI K., FUJIGAKI J., YAMAMOTO M.,
SASAKUMA T. (1997): Identification of individual barley chromosomes based on
repetitive sequences: Conservative distribution of Afa-family repetitive sequences on the
chromosomes of barley and wheat. Genes Genet Syst, 72: 303-309. p.

UNRAU J., PEARSON C., KUSPIRA J. (1956): Chromosome substitution in common wheat.
Can J Bot, 34: 629-640. p.

VAHIDY A.A., JAHAN B. (1995): Intervarietal polymorphism of constitutive heterochromatin
in Hordeum vulgare L. Pakistan J Biol, 27: 417-423. p.

VERUSHKINE S., SHECHURDINE A. (1933): Hybrids between wheat and couch grass. Fertile
Triticum-Agropyrum hybrids of great scientific and practical interest. Heredity, 24: 329-
335. p.

VOGEL K.P., ARUMUGANATHAN K., JENSEN K.B. (1999): Nuclear DNA content of
perennial grasses of the Triticeae. Crop Sci, 39: 661-667. p.

VOSA C.G. (1976): Chromosome banding patterns in cultivated and wild barleys (Hordeum
spp). Heredity, 37: 395-403. p.

WALL A.M., RILEY R., GALE M.D. (1971): The position of a locus on chromossrne 5B of
Triticum aestivum affecting homoeologous meiotic pairing. Genet Res, 18: 329-339. p.
WANG G., MIYASHITA N.T., TSUNEWAKI K. (1997): Plasmon analyses of Triticum (wheat)
and Aegilops: PCR single-stand conformational polymorphism (PCR-SSCP) analyses of

organeller DNAs. Proc Natl Acad Sci USA, 94: 14570-14577. p.

WANG R.R.C. (1985): Genome analysis of Thinopyrum bessarabicum and T. elongatum. Can J

Genet Cytol, 27: 722-728. p.

115



10.14751/SZIE.2016.003

WANG R.R.C. (1992): Genome relationships in the perennial Triticeae based on diploid hybrids
and beyond. Hereditas, 116: 133-136. p.

WANG R.R.C. (2011): Agropyron and Psathyrostachys. 77-108. p. In: KOLE C (Szerk.): Wild
Crop Relatives: Genomic and Breeding Resources, Cereals. Berlin: Springer-Berlin-
Heidelberg, 497 p.

WANG R.R.C., MARBURGER J.E., HU C.J. (1991): Tissue-culture-facilitated production of
aneuploid haploid Thinopyrum ponticum and amphiploid Hordeum violaceum x H.
bogdenii and their use in phylogenetic studies. Theor Appl Genet, 81: 151-156. p.

WANG R.R.C., VON BOTHMER R., DVORAK J., FEDAK G., LINDE-LAURSEN 1.,
MURAMATSU M. (1995): Genome symbols in the Triticeae (Poaceae). In: Proc. 2™ Int.
Triticeae Symp.: Genomes, Chromosomes, & Genes, and the Concept of Homology., Utah
State University, Logan UT, USA, 29-34. p.

WANG R.R.C., LU B. (2014): Biosystematics and evolutionary relationships of perennial
Triticeae species revealed by genomic analyses. J Syst Evol, 52: 697-705. p.

WEBER D., HELENTJARIS T. (1989): Mapping RFLP loci in maize using B-A translocations.
Genetics, 121: 583-590. p.

WERNER J.E., ENDO T.R., GILL B.S. (1992): Toward a cytogenetically based physical map of
the wheat genome. Proc Natl Acad Sci USA, 89: 11307-11311. p.

WHELAN E.D.P. (1988): Transmission of a chromosome from decaploid Agropyron elongatum
that confers resistance to the wheat curl mite in common wheat. Genome, 30: 293-298. p.

WILLIAM M.D.H.M., MUJEEB-KAZI A. (1995): Biochemical and molecular diagnostics of
Thinopyrum bessarabicum chromosomes in Triticum aestivum germ plasm. Theor Appl
Genet, 90: 952-956. p.

WOJCIECHOWSKA B., PUDELSKA H. (1993): Hybrids from reciprocal barley-wheat crosses.
Genet Pol, 34: 1-13. p.

XUE S., ZHANG Y., XU J. (1988): Morphology and cytology of the fertile alloplasmist
Hordeum vulgare (L.) x Triticum aestivum (L.). Scientia Agricultura Sinica, 21: 46-50. p.

XUE-GUI Y., SHANG X.W., PANG B.S., SONG J.R., CAO S.Q,, LI J.C.,, ZHANG X.Y.
(2006): Molecular mapping of two novel stripe rust resistant genes YrTpl and YrTp2 in A-
3 derived from Triticum aestivum x Thinopyrum ponticum. Agricultural Sciences in China,
5: 483-490. p.

YA-PING Y., XIAO C,, SI-HE X., ISLAM A K.M.R., ZHI-YONG X. (2003): Identification of
wheat-barley 2H alien substitution lines. Acta Bot Sinica, 45: 1096-1102. p.

YANAKA M., TAKATA K., TERASAWA Y., IKEDA T.M. (2011): Chromosome 5H of
Hordeum species involved in reduction in grain hardness in wheat genetic background.
Theor Appl Genet, 123: 1013-1018. p.

YANG Z.J., LI G.R., CHANG Z.J., ZHOU J.P., REN Z.L. (2006): Characterization of a partial
amphiploid between Triticum aestivum cv. Chinese Spring and Thinopyrum intermedium
ssp. trichophorum. Euphytica, 149: 11-17. p.

ZENG J.,, CAO W., FEDAK G., SUN S., MCCALLUM B., FETCH T., XUE A., ZHOU Y.
(2013): Molecular cytological characterization of two novel durum—Thinopyrum
intermedium partial amphiploids with resistance to leaf rust, stem rust and Fusarium head
blight. Hereditas, 150: 10-16. p.

ZHAN H., ZHANG X., LI G., PAN Z., HU J,, LI X,, QIAO L., JIA J,, GUO H., CHANG Z.,
YANG Z. (2015): Molecular characterization of a new wheat-Thinopyrum intermedium
translocation line with resistance to powdery mildew and stripe rust. Int J Mol Sci, 16:
2162-2173. p.

ZHANG X.Y., DONG Y.S., WANG R.R.C. (1996). Characterization of genomes and
chromosomes in partial amphiploids of the hybrids Triticum aestivum x Thinopyrum
ponticum by in situ hybridization, isozyme analysis, and RAPD. Genome, 39: 1062-1071.

p.

116



10.14751/SZIE.2016.003

ZHANG X., SHEN X., HAO Y., CAIl J., OHM H.W., KONG L. (2011): A genetic map of
Lophopyrum ponticum chromosome 7E, harboring resistance genes to Fusarium head blight and

leaf rust. Theor Appl Genet, 122: 263-270. p.
ZHANG Z2.Y., XU J.S., XU Q.J., LARKIN P., XIN Z.Y. (2004): Development of novel PCR
markers linked to the BYDV resistance gene Bdv2 useful in wheat for marker assisted

selection. Theor Appl Genet, 109: 433-439. p.

ZHENG Q.,LV Z,NIU Z,, LI B, LIH., XU S.S.,, HAN F., LI Z. (2014): Molecular cytogenetic
characterization and stem rust resistance of five wheat—Thinopyrum ponticum partial
amphiploids. J Genet Genomics, 41: 591-599. p.

117



10.14751/SZIE.2016.003

M2. Agropyron glael novény, szem és kalasz (Cicin 1979, rajz)
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M3. A buzakromoszomak azonositasahoz alkalmazott kariogram
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M4. Rezisztenciatipusok osztialyozasa Stakman-skala alapjan

(STAKMAN et al. 1962)

Fertozési tipus

jelolése

A novényen lathat6 tiinetek

A novény reakcidja a

korokozora

0

semmilyen tiinet nem

tapasztalhat6

immunis

0;

Nem sporulald, hiperszenzitiv

reakciot mutatd foltok

nagyon rezisztens

Kicsi telepek nekrotikus foltokkal

nagyon rezisztens

Kicsi vagy kozepes méretii telepek
azt koriilvevo nekrotikus vagy
Klorotikus foltokkal

mérsékelten rezisztens

Kozepes méretd telepek klorotikus

foltokkal vagy a nélkiil

mérsékelten fogékony

Nagy uredotelepek, nekrozis nem

lathato, klorozis lehetséges,

nagyon fogékony

-, vagy +

a fertdzési tipus az adott kategoria
atlagahoz képest csak

kismértékben tér el

klorotikus foltok

nekrozis
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M5. Az Mv9krl/Agropyron glael hibrid visszakeresztezett (BC1), majd ontermékenyitett utéodvonalainak eredete
parcella- és citolégiai szamokkal 2005-2015

2014- 2013- 2012- 2011- 2010- 2009- 2008- 2007- 2006- 2006 2005
2015 2014 2013 2012 2011 2010 2009 2008 2007 Fitotron | Fitotron
43 194 226 417-422 88 106 61 65
44 195 227 423-425 89 107 67 67
45 196 228 431-432 90 108 71 69
46 197 229 433-439 84 06235
47 198 230 440-444 (60kr)
48 199 231 445 91 109 75 70
49 200 232 446
v 50 201 233 447
o - 202 234 450 92 110 83 76 85 06241
E i 203 235 451 -
; - 204 236 452-454 93 111 86 79 86 06248 (62kr,
< - 205 237 455-459 BC,
% - 206 238 460-465 94 112 91 84 névény)
o 51 207 239 475-483 96 114 93 86 87 06249
© (60kr)
- 52 208 240 484-489 97 115 97 89 88 06253
(59kr)
53 209 241 490-491
54 210 242 492-495 98 116
55 211 243 501-504 99 117 84 77 85 06241
56-57 213 244 505-514 100 118
- 214 245 517-522 101 119
- 215 246 527 102 120 06235
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