“...A Természet csendes logikdja
Erti azt, mit Te csupan sejtesz
Ugy, mint egy dalmot, az igaz valot.”

Henry Baker

...Sziileimnek






TARTALOMJEGYZEK

1. Bevezetés — Kutatasi célok 9.
2. Irodalmi attekintés 11.
2.1. A buza rokonsagi koréhez tartozo fajok molekularis citogenetikai vizsgalata 11.
2.1.1. Buza rokon fajok genetikai felépitése 1.
2.2. Génatvitel fajhibridizacioval 14.
2.2.1. Faj- és nemzetséghibridek 14.
2.2.2. Idegen faju addicios vonalak eldallitasa és azonositasa 15.
2.2.3. Genomok kozétti transzlokaciok eléfordulasa és azonositasa 18.
2.2.4. Rozs kromoszoma szegmentum beépitése a buza genomba 20.
3. Anyagok és modszerek 23.
3.1. Novényi anyagok 23.
3.2. DNS klénok 24.
3.3. Alkalmazott moédszerek 25.
3.3.1. Citologiai preparatum készités 25.
3.3.2. Feulgen festés 26.
3.3.3. Giemsa C-savozas 26.
3.3.4. Egymast kdveté N-savozas és genomikus in situ hibridizacid 26.
3.3.5. DNS izolalas 27.
3.3.6. Nick transzlacié 27.
3.3.7. Genomikus in situ hibridizacio (GISH) 28.
3.3.8. Fluoreszcens in situ hibridizacio (FISH) 29.
4. Eredmények és megvitatasuk 31.
4.1. A buza rokonsagi korébe tartozo fajok molekularis citogenetikai vizsgalata 31.
4.1.1. Aegilops cylindrica Host. genomszervezddésének molekularis citogenetikai
vizsgalata 31.
4.2. Génatvitel fajhibridizacioval 44.
4.2.1. Uj baza-arpa diszomas addicios vonalak kimutatasa és azonositasa 6szi biiza
genomban 44.
4.2.2. Buza-arpa transzlokaciok kimutatasa és azonositasa egymast kovetd N-savozassal és
GISH-el 50.
4.2.3. 1BL/1RS buiza-rozs transzlokaciot tartalmaz6 martonvasari buzafajtak vizsgalata
GISH-el 58.
4.3. Uj tudomanyos eredmények 65.
5. Kovetkeztetések és javaslatok 67.
6. Osszefoglalas 69.



Summary
Irodalomjegyzék

Ko&szonetnyilvanitas

70.

71.

81.



Alkalmazott roviditések

ISH — in situ hibridizacio

FISH — fluoreszcens in sifu hibridizacid

GISH — genomikus in situ hibridizacio

PCR — polymerase chain reaction — polimeraz lancreakcio

RFLP - restriction fragment length polymorphism — restrikcios fragmenshossz
polimorfizmus

PI — propidium jodid

DAPI — 4,6 diamidino-2-fenilindol

SSC — trinatrium-citrat és natrium-klorid oldatok megfeleld aranyt keveréke
NT puffer — nick transzlaciés puffer

PK puffer — proteinaz-K puffer

EDTA - etilén-diamin-tetraecetsav

TRIS — trisz(hidroxi-metil)amino-metan

Tween — polioxietilén-szorbitan-monolaurat

TE — trisz-EDTA

Pufferek dsszetétele
Sorensen puffer — 1M dinatrium-hidrogénfoszfat és 1M kalium-dihidrogénfoszfat

megfeleld aranyu keveréke

DNS extrakcios puffer (pH 8,5) — 100mM TRIS, 100mM EDTA, 250mM natrium-
klorid, 0,5%SDS ¢s 100pug/ml proteindz K

NT puffer (pH 7,8) — 0,5M TRIS, 0,05M magnézium-klorid, 0,5mg/ml bovin-szérum-
albumin

PK puffer (pH 7,5) — 0,2M TRIS, 0,02 M kalcium-klorid

PK Stop puffer (pH 7,5)— 0,2M TRIS, 0,2M EDTA






1. BEVEZETES

A vildgon a termesztett ndvények nemesitése tobb ezer éves multra tekint vissza. A korai
foldmiivesek elsdsorban fenotipusos bélyegek alapjan szelektaltak; mindig a
legkivanatosabb példanyok magjait vetették el és igy allitottak el egyre kedvezdbb
tulajdonsagokkal rendelkezé novényeket. A mult szdzadtol azonban jelentds valtozas
figyelhetd meg a vilag novénynemesitésében. A megndvekedett igények és piaci
kovetelmények kdvetkeztében egyre szigorodd modszerek terjedtek el, amelyet kdvetett a
nemesitéshez kapcsolddd tudoméanydgak, igy a novénygenetikai kutatdsok rohamos
fejlodése.

A buzatermesztés hazank mezdgazdasagaban meghataroz6 jelentdségl, a biza vetésteriilete
az elmult évek atlagdban 1,2 milli6 ha volt. Az utobbi évtizedekben a termesztett buza
(Triticum aestivum L.) genetikai variabilitdsa jelent6sen csokkent, a kdztermesztésben 1évo
bluza fajtdk nagy része hasonld genetikai forrdsokra vezethetd vissza. Ez genetikai
szempontbdl fokozott veszélyeket jelent a korokozokkal és egyéb stressztényezdkkel
szemben, ezért sziikségessé valt a buza géndllomanyanak bdvitése.

A termesztett buiza rokonsagi koréhez tartozd fajok széles genetikai valtozatossagot
képviselnek a legtobb hasznos agrondémiai tulajdonsag tekintetében (betegség-ellenallosag,
8O-, h6- és széarazsagtirés, télallosdg, mindség, stb.). A Triticeae tdrzsben végzett
hagyomanyos faj- és nemzetségkeresztezések révén hasznos agrondémiai tulajdonsagok
génjeit épithetjiik at a rokon fajokbol a termesztett bliiza genomjaba. A kiilonbozd
rendszertani  besorolast novényfajok és fajtdk rokonsagi viszonyainak,
genomszervezddésének részletes feltarasa feltétele az idegen fajokbdl szarmazd gének
hatékony és kontrollalhat6 beépitésének a buza genomba.

Az utobbi évtizedekben szamos eredmény sziiletett ezen a teriileten. Sikeriilt kedvezobb
agron6émiai tulajdonsagokkal rendelkezd ndvénynemesitési alapanyagokat eldallitani,
amelyek Aegilops, Secale, Hordeum, Agropyron, Triticum nemzetségekbdl szarmazod
géneket, kromoszoéma szegmentumokat tartalmaznak. A kiilonbdzé modszerekkel 1étrehozott
transzlokaciok, addicids és szubsztitlicids valtozatok kiinduld populdcidkat jelentenek a
névénynemesités szamara.

A hagyomanyos keresztezésekkel és kiilonb6zd géntechnoldgiai mddszerekkel eldallitott
genetikai alapanyagok egyarant megkovetelik olyan moddszerek alkalmazasat, amelyek
segitségével a génatvitel kontrollalhato. Egyes molekularis technikdk alkalmazéasaval
részletes informacié szerezhetd néhany bazisparnyi hosszusagit DNS fragmentumok fizikai
elhelyezkedésérdl a vizsgalt genomban. Molekularis citogenetikai technikdk felhasznalasaval
lehet6ség nyilik arra, hogy a keresett DNS szakaszok kozvetleniil a kromoszémakon
tanulmanyozhatok legyenek. A moddszerek fokozatos fejlédésével és a kiilonb6zo
molekularis citogenetikai technikak kombinacidjaval gének csoportjai vagy egyedi gének
fizikai helyzete is megfigyelhetd a vizsgalt genom kromoszomain.



KUTATASI CELOK

a)

b)

©)

d)

Az Aegilops nemzetséghez tartozo fajok szamos kedvezd agronomiai tulajdonsagot
hordoznak, amelyek hagyomanyos fajkeresztezésekkel a termesztett buza genomjaba
atépithetdk. A hatékony génatvitel alapvetd feltétele a buzaval rokon fajok genomikus
felépitésének részletes tanulmanyozasa. Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy
meghataroztak a diploid 4egilops fajok kromoszoma kariotipusat, azonban a tetraploid
fajok genomszervezddésérdl napjainkig kevés informacio all rendelkezésre.
Kutatasaink soran célunk volt az Aegilops cylindrica Host. tetraploid vadbiza faj
(kecskebuza) genomszerkezetének tanulminyoziasa molekuldris citogenetikai
médszerekkel. Vizsgalni kivantuk az Ae. cylindrica Host. és a két donor diploid faj
genomjai kozotti kiilonbségeket és hasonlésagokat a kromoszéomak szintjén.

A buza és az arpa keresztezésébol az 9szi buza genomjaban létrehozott addicios vonalak
a buza genom kromoszémai mellett egy arpa kromoszoéma part tartalmaznak.
Kisérletiinkben célunk volt a buza-arpa diszomas addiciés vonalakban az arpa
kromoszémak azonositasa molekularis citogenetikai médszerek felhasznalasaval.

Megfeleld technikak alkalmazasaval (viragok hormonkezelése, kontrollalt kornyezeti
feltételek, embriokultura) a buza és az arpa fajok ha nagyon kis gyakorisaggal is, de
sikeresen keresztezhetok. A szovettenyészetben regeneralt hibridek utodaiban a
osztodasok soran a kromoszomak torhetnek, ami a két genom kozotti DNS szakaszok
atrendez6déséhez, transzlokaciok kialakulasahoz vezet. Célunk volt a Martonvasaron
korabban eléallitott buza-drpa transzlokaciés vonalakban a buza és az arpa
kromoszéma szakaszok azonositisa molekularis citogenetikai modszerek
alkalmazasaval.

A hazankban koztermesztésben 1€v6 blizafajtak nagy szazaléka genomjaban tartalmazza
az 1BL/1RS btiza-rozs transzlokaciot. A buza genomba beépiilt rozs kromoszéma kar
kedvezd agronomiai tulajdonsagokért felelos géneket hordoz, de rontja a biiza siitdipari
mindségét. A ndovénygenetikusok és nemesitok szamara egy lehetdséget jelent, hogy a
hasznos génlokuszok megtartasaval és a liszt mindségét negativan befolyasold
tulajdonsag kiiktatasaval 1j nemesitési alapanyagokat, illetve a késobbiek soran 11j buza
fajtakat allitsanak eld. Eltérd siitéipari tulajdonsagokkal rendelkez6é martonvasari
genotipusokat vizsgaltunk molekularis citogenetikai modszerrel azzal a céllal,
hogy tanulmanyozzuk az 1BL/1RS btiza-rozs transzlokacié méretét és szerepét az
egyes genotipusok liszt mindségének kialakitasaban. Feltételeztiik, hogy a mindségi
tulajdonsagokat kedvezétleniil befolyasold kromoszéma fragmentum a jobb siitdipari
mindségli fajtaknal hianyzik, ezért a transzlokéacids kromoszoéma kar rovidebb.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A buza rokonsagi koréhez tartozoé fajok molekularis citogenetikai vizsgalata

2.1.1. Buza rokon fajok genetikai felépitése

A Triticeae torzsbe tartoz6 vad fajok hatalmas, a ndvénynemesités szamara még
kiakndzatlan géntartalékokkal rendelkeznek és a legtobb esetben jol keresztezhet6k a
kenyérbuzaval (Jiang és mtsai 1994a). A buza a keresztezések soran a genomjaban
bekdvetkez6 kromoszoma szerkezeti megvaltozasokat (addicio, delécio, transzlokacio,
szubsztiticid stb.) poliploid természeténél fogva jol tolerdlja. Ahhoz, hogy az idegen
fajokbol szarmazé kromoszémakat, hasznos géneket hordoz6 kromoszéma fragmentumokat
minél nagyobb hatékonysaggal tudjuk beépiteni a termesztett buza genomjaba, sziikséges
a vad fajok genetikai variabilitdsanak, genomfelépitésének részletes tanulmanyozasa €s
ismerete (Jiang €s mtsai 1994Db).

A diploid ¢és poliploid Aegilops fajok elsé kariotipusai mintegy 40 éve késziiltek,
hagyoményos kromoszdéma festési modszerek felhasznalasaval (Chennaveeraiah 1960). Az
egyes kromoszomak hossza és a karok aranyanak hasonl6saga miatt azonban minddssze a
szatellittel rendelkez6 kromoszomak voltak nagy biztonsaggal azonosithatok ezen
kariotipusok segitségével. Egy évtizeddel kés6bb, a kiilonb6zé kromoszoma savozasi
technikdk megjelenése nagy elérelépést jelentett a novényi kromoszémak azonositasa
teriiletén. A heterokromatikus festési eljardas (Giemsa C-savozas) moddszerének
vonatkozoan (Hadlaczky és Belea 1975).

Az in situ hibridizacié (ISH), mint technika megjelenése - a kiilonb6z6 sdvozasi modszerek
mellett - megnyitotta az utat a kromoszémak és genomok részletes molekularis citogenetikai
analizise felé (Jiang és Gill 1994). A DNS prébak nem radioaktiv uton torténd jelolésével
lehetdség nyilt specifikus DNS szakaszok térképezésére kozvetleniil a kromoszémakon
(Rayburn és Gill 1985).

A fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH) soran fluorokromokat hasznalnak a DNS probak
jelolésére ¢és fluoreszcens mikroszkoppal torténik a hibridizacios jelek vizsgélata és
kimutatasa. Multicolor FISH esetén tobbféle fluoreszcens festékkel kiilonb6zé DNS
szekvencidk jelolheték. Ebben az esetben meghatarozhaté az egyes megfestett DNS
szakaszok elhelyezkedési sorrendje a kromoszomakon (Mukai és mtsai 1993).
Napjainkban szdmos DNS proba all rendelkezésre a Triticeae torzsbe tartozod fajok
genomjanak vizsgalatara. A kiilonboz6 fajokbdl szarmazo, repetitiv, nem kodolé DNS
szekvenciakat hordozé DNS klénok egy része altalanosan alkalmazhat6 a biiza rokonsagi
korébe sorolhato fajok elemzésére. A fajspecifikus repetitiv DNS probak az egyes fajok
kromoszémain jellegzetes hibridizacids mintdzatot adnak, amely alapjan a fajokon beliili és
a fajok kozotti kiilonbségek is azonosithatok a kromoszémak szintjén (Badaeva és mtsai
1996a,b). A buza és rokonsagi koréhez tartozé fajok, igy az Aegilops fajok vizsgalatéara is
leggyakrabban alkalmazott DNS klénok a pSc119 (Bedbrook és mtsai 1980) és a pAsl
(Rayburn és Gill 1986a), amelyek a Secale cereale L. és az Ae. tauschii Coss. genomjabol
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izolalt repetitiv, nem kodolé DNS szekvenciakat tartalmaznak.

A buza riboszomalis génjeinek eltérd hosszisagll szakaszait tartalmazzak a pTa71 (Gerlach
¢és Bedbrook 1979) és a pTa794 (Gerlach és Dyer 1980) DNS klonok. Az 5.8S-18S-25S,
valamint az 5S rDNS l6kuszok altaladban azonos kromoszomakon, de nem kapcsoltan, vagy
masik kromoszoémakon helyezkednek el a termesztett bliza és rokonsagi kdréhez tartozo
fajok genomjaban (Appels és mtsai 1980, Mukai és mtsai 1990). A pTa71 és a pTa794 DNS
klonok a napjainkban leggyakrabban alkalmazott DNS probak a Triticeae torzsbe tartozo
fajok FISH vizsgalatara (Badaeva és mtsai 1996a, b).

Teljes genomikus DNS jeldlésével (genomikus in situ hibridizacio, GISH) lehetdség van
egész genomok elkiilonitésére (Le és mtsai 1989, Schwarzacher és mtsai 1992), igy poliploid
ndvény fajokban kimutathatok genomok kozotti transzlokaciok (Mukai €s mtsai 1993, Jiang
¢és Gill 1994d) vagy az idegen eredetli kromoszomak a btiza genomjaban (Friebe és mtsai
1996). Abban az esetben, ha a kromoszomak strukturalis valtozasai a faj kiilonbdzo
vonalainal egyarant el6fordulnak, fajspecifikus kromoszoma atrendezddésekrol beszéliink.
Triticum turgidum L. és Triticum aestivum L. eltérd szarmazasi helyi vonalain vizsgaltak
a meiotikus kromoszémak parosodasat, majd kromoszoma savozast, ISH-t és RFLP
(restriction frgament length polymorphism - restrikcios fragmenthossz kiilonbség) analizist
végeztek. A 4A kromoszoman pericentrikus inverziot, illetve a 4AL-5AL-7BS
kromoszomakat érint6 ciklikus transzlokaciot figyeltek meg az elemzett vonalak
mindegyikénél (Devos és mtsai 1993).

Kromoszéma savozas €¢s ISH modszerek felhasznalasaval a tetraploid Triticum timopheevii
Zhuk. fajnal a 6A'-1G-4G kromoszomakat érinté ciklikus transzlokéaciot azonositottak (Jiang
¢és Gill 1994d). Badaeva és mtsai (1995) a T. araraticum Jakubz. (a T. timopheevii Zhuk.
tetraploid, vad donor genomja) kilenc kiilonb6z6 szarmazasa vonalat vizsgaltak GISH-el.
A 6A'-1G-4G ciklikus transzlokéciot a vonalak mindegyikénél azonositottak, valamint nyolc
intergenomikus transzlokaciot figyeltek meg az A' és G genom egyes kromoszomai kozott.

Jellen és mtsai (1994) az Avena nemzetség egyes poliploid fajainak genomszervezddését
tanulmanyoztak GISH-el. Megallapitottak, hogy az Avena sativa L. hexaploid zab A, C és
D genomja koziil az A és D genom nagy szamu homoldg DNS szekvenciat tartalmaz, a C
genom kromoszomait pedig sikerrel azonositottak. A kutatok intergenomikus
transzlokaciokrol is beszamoltak az A és C genom egyes kromoszomai kozott. Ugyancsak
az A és C genom kromoszomai kozotti transzlokaciokat figyeltek meg Linares és mtsai
(2000), akik az 4. sativa L. C genom kromoszomain térképeztek FISH-el négy, 4. strigosa
Schreb. fajbol izolalt nem koédoldo DNS szekvenciat.

Az Aegilops cylindrica Host. (2n=4x=28, DDCC) a termesztett buza tetraploid vad rokona,
amely 6shonos Magyarorszagon, elterjedt Eurdpa mediterran vidékein, a Kozel-Keleten,
Azsigban és az Egyesiilt Allamok egyes teriiletein (Van Slageren 1994). A faj genomjanak
felépitését a kromoszomak parosodasanak vizsgalataval (Kihara 1931), tartalékfehérje
(Masci és mtsai 1992) és izoenzim meghatarozassal (Jaaska 1981), RFLP moddszerével
elemezték (Dubcovsky és Dvorak 1994).

A vizsgalatok egybehangzoan kimutattak, hogy a faj két donor genomja az Ae. caudata L.,
(2n=2x=14, CC) és az Ae. tauschii Coss., (2n=2x=14, DD) diploid Aegilops fajok. Az Ae.
cylindrica Host. faj citoplazmaja Ae. tauschii Coss. eredetli (Tsunewaki 1996).

Az Aegilops nemzetségbe tovabbi 9 diploid, 9 tetraploid és 2 hexaploid fajt sorolnak (Van
Slageren 1994). Napjainkig még csak a diploid fajok részletes kariotipusa all rendelkezésre.
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A diploid Aegilops fajok a kovetkezék: Ae. speltoides Tausch., (2n=2x=14, SS), Ae.
sharonensis Eig., 2n=2x=14, Ss*h), Ae. longissima Schweinf. & Muschl., (2n=2x=14,
S'S"), Ae. searsii Feldman & Kislev ex Hammer., (2n=2x=14, S°S®), Ae. bicornis (Forssk.)
Jaub & Spach., (2n=2x=14, S"S"), Ade. umbellulata Zhuk., (2n=2x=14, UU), Ae. uniaristata
Vis., (2n=2x=14, NN), de. comosa Sm. in Sibth. & Sm., (2n=2x=14, MM) és Amblyopyrum
muticum (Boiss.) Eig (a vadbuzak legfrissebb taxondmiai besorolasa szerint (Van Slageren
1994). Az Ae. mutica Boiss. az Amblyopyrum nemzetségbe sorolhaté (2n=2x=14, TT)
(Friebe és mtsai 1992b, 1995c¢, 1996¢, Friebe és Gill 1996, Badaeva és mtsai 1996a, b).
Kromoszéma savozassal egész karokat érintd reciprok transzlokaciot azonositottak az Ae.
tauschii Coss., Ae. searsii Feldman & Kislev ex Hammer., Ae. sharonensis Eig. és Ae.
uniaristata Vis. egyes vizsgalt vonalainak kromoszoémain. Az Ae. longissima Schweinf. &
Muschl. eltérd szarmazasi helyli genotipusainal a 4S' és 7S' kromoszoméikat érinté
fajspecifikus transzlokéciot mutattak ki, amely alapjan a faj S' genomja jol
megkiilonboztehetd a Sitopsis csoportba tartozo tovabbi négy faj S genomjatol (Naranjo
1995).

Az Aegilops nemzetségbe tartozo tovabbi poliploid fajok a kovetkezdk: Ae. geniculata
Roth., 2n=4x=28, MMUU), Ae. biuncialis Vis., 2n=4x=28, UUMM), Ade. columnaris
Zhuk., 2n=4x=28, UUMM)), Ae. triuncialis L., 2n=4x=28, UUCC), Ae. peregrina (Hack.
In J.Fraser) Maire & Weller., (2n=4x=28, SSUU), 4e. kotschyi Boiss., (2n=4x=28, SSUU),
Ae. ventricosa Tausch., (2n=4x=28, DDNN), 4e. crassa Boiss., (2n=4x=28, DDMM and
2n=6x=42, DDDDMM)., Ae. neglecta req. ex Bertol., (2n=4x=28, UUMM and 2n=6x=42,
UUMMNN), valamint Ae. juvenalis (Thell.) Eig., (2n=6x=42, DDMMUU) és Ae. vavilovii
(Zhuk.) Chennav. (2n=6x=42, DDMMSS).

Az Aegilops nemzetségbe sorolt fajok értékes géntartalékot képviselnek a mai modern
ndvénynemesités szdmara, hiszen szamos betegség-, rovar- és egyéb rezisztencia gént
hordoznak (Gill és mtsai 1986, Cox ¢és mtsai 1992). Az elmult évek soran agronomiai
szempontbol értékes tulajdonsagokat, példaul betegség- és rovarrezisztenciat, so-, ho- és
egyéb stressztoleranciat épitettek at a buza genomjaba, amelyek koziil tobb sikerrel
felhasznalhaté a ndvénynemesitésben (Friebe és mtsai 1996).

A poliploid Aegilops fajokrol részletes kariotipussal jelenleg nem rendelkeziink. A
nemzetséghez tartozé genotipusok széles genetikai variabilitasanak feltarasahoz és
felhasznalasahoz részletes molekularis citogenetikai vizsgalatok sziikségesek. A Giemsa C-
savozas az in situ hibridizacio kiilonb6z6 mddszereivel kombinalva értékes és 0j adatokat
szolgaltathat a vad buza fajok genetikai hovatartozasar6l. Az egyes poliploid fajok
kiilonbdz6 szarmazasi helyGl vonalainak molekularis citogenetikai elemzése
evoluciogenetikai szempontbol kivanatos és kiemelt kutatasi teriilet a névénygenetikusok
és novénynemesitok szamara.
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2.2. Génatvitel fajhibridizacioval

2.2.1. Faj- és nemzetséghibridek

A novények életjelenségeivel és tulajdonsagaik 6roklddésével foglalkozo kutatok a XIX. és
a XX. szazadban nagy érdeklédéssel fordultak a tavoli fajok és nemzetségek keresztezésének
lehetdsége felé. Az azonos vagy kiilonbozé nemzetségekbe tartozd fajok klasszikus uton
torténd keresztezésének célja valamilyen hasznos tulajdonsagért felelés gén vagy
génkomplexum atvitele volt a vad fajokbol a kultar fajokba.

Az elso fajkeresztezési kisérletek Koelreuter (1760) nevéhez flizédnek, akinek eredményeit
a késébbiek soran szamos kutatd hasznalta példaként. A buza fajkeresztezési kisérletek a
XIX. szazad derekan, illetve masodik felében indultak el hatarozott elméleti és gyakorlati
célkitlizésekkel.

Hazankban széles korii faj- és nemzetségkeresztezési programok 1945 utan kezdddtek,
elsésorban betegségrezisztencia-nemesitési és evoluciogenetikai kutatasi céllal (Kiss és
Rajhathy 1956). A 70-es években szamos faj- és nemzetségkeresztezési programban sikerrel
alkalmaztak az embriokultira médszerét (Heszky 1972, Hu és Wang 1986, Dudits és Heszky
2000).

A kutatasok kezdetétdl fogva a keresztezések legintenzivebben - Foldiink talan legfontosabb
gabona faja - a buza (Triticum aestivum L., 2n=6x=42 ) és rokonsagi korében folytak. A
Triticeae torzsbe tartozo vad fajok altalaban jol keresztezhetdk a termesztett buizaval ezért
hatalmas géntartalékuk a buzanemesitésben is felhasznalhato (Friebe és mtsai 1996).
Sears (1956) ttdéré munkajaban - ionizald sugarzas segitségével - az Aegilops umbellulata
Zhuk. levélrozsda génjét vitte at a bliza genomjaba. Az elmult évtizedekben a buza és a
rokonsagi koréhez tartozo fajok kozott szamos keresztezést végeztek, kiilonbozo faj- és
nemzetséghibrideket allitottak el6 (Sharma és Gill 1983, Friebe és mtsai 1996).

Az arpa (Hordeum vulgare L., 2n=2x=14) a mérsékelt égov fontos gabona faja,
felhasznalasa a human taplalkozasban igen jelentds €s szerteagazo. A buza és az arpa
genomok hibridizalasa 1) lehetdségeket teremthet a ndvénynemesités szamara. A
keresztezések megkezdésekor a kutatok elsédleges célja hasznos agronomiai tulajdonsagok,
mint a szarazsag- vagy sotiirés, a kedvezo fehérjedsszetétel és a koraisag atvitele volt az
arpabol a buza genomjaba. A két genom kozotti hibridek és utodaik vizsgalata
kiindulopontot jelent a bliza €s az arpa kromoszomainak evoluciogenetikai kutatasaiban,
illetve a kozottiik 1évo rokonsagi kapcsolat pontos meghatarozasaban (Islam és Shepherd
1990).

A két faj hibridizalasara tett kezdeti sikertelen probalkozasok utan Kruse (1973) allitott eld
els6ként bizonyithatéan hibridet a buza és az arpa keresztezésével, ahol az arpat hasznalta
anyai partnerként. Kisérletét a késobbiekben szamos kutatd megismételte €s sikerrel hozott
létre hibrideket kiilonbdz6 arpa és buza genotipusok felhasznalasaval (Thomas és mtsai
1977, Shimada és mtsai 1987). Molnar-Lang és mtsai (1985) egy martonvasari nemesitésii
tavaszi arpa fajta, a Martonvasari 50 (Mv50) bevonasaval sikerrel allitottak el6 arpa-biza
hibridet.

Az eléallitott hibridek altalaban alacsony foku néfertilitast mutattak, azonban a buizaval
visszakeresztezett BC; utodokon mar sikeriilt szemeket kapni (Islam és mtsai 1975, Fedak
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1980). Martonvasaron Molnar-Lang és mtsai (1991) a szdvettenyészetben regeneralt arpa-
buza hibridek egyes utddain kiugré néfertilitast figyeltek meg. A BC, utédoknal nagy
aranyban tapasztaltdk a pisztilloidia jelenségét, azaz a viragokban a portokok helyén is
termok fejlédtek (Islam és mtsai 1975). Az arpa citoplazma és a bliza sejtmag kozott fellépo
inkompatibilitds miatt a hibridek sorozatos visszakeresztezésével sem sikeriilt fertilis
utodokat létrehozni, ezért a kutatok érdeklédéssel fordultak a két faj kozotti reciprok
keresztezés lehet6sége felé, amelyben mar a buzat hasznaltak anyai partnerként.

Az elsé sikeres keresztezéseket a 70-es évek masodik felében végezték és kis gyakorisaggal
allitottak eld hibrideket, illetve a hibridek buzaval térténd visszakeresztezésével BC,
ndvényeket (Islam és mtsai 1981, Fedak 1980). A kisérletekben szerepld buza fajtak koziil
a legjobb termékenyiilést a Chinese Spring tavaszi buza fajta adta, mig az arpa fajtak koziil
a Betzes tavaszi arpa fajta keresztez6dott a legjobban.

Martonvasaron Molnar-Lang és Sutka (1994) sikerrel hoztak 1étre buza-arpa hibridet tavaszi
buiza és arpa fajtak keresztezésével. A kutatok a hdmérsékletnek a szemkdotésre és az embrid
fejlodésére gyakorolt hatasat vizsgaltak a hibridek eléallitasa soran.

Koba és mtsai (1991) kisérletiikben a kr keresztezhetdségi gént hordozo japan buzafajtat
hasznaltak anyai partnerként €s nagyobb gyakorisaggal allitottak eld F, buza-arpa hibrideket.

A késdbbiek soran Molnar-Lang és mtsai (1996) sikerrel épitették at a recessziv kr;
keresztezhetéségi allélt a Chinese Spring tavaszi bliza fajtabol a Martonvasari 9 6szi biza
fajtaba. Ezzel lehet6ség nyilt arra, hogy nagyobb hatékonysaggal allitsanak eld 0j 6szi buza-
0szi arpa hibridkombinaciokat (Molnar-Lang és mtsai 2000).

2.2.2. Idegen faji addiciés vonalak eldallitasa és azonositasa

A diszomas addiciés vonalak egy par idegen fajbol szarmazé kromoszoémat tartalmaznak
altaldban poliploid kulturfaj genomjaban. A kenyérbuza allohexaploid természete a
genomjaban eléforduld kromoszoma szerkezeti megvaltozasokat jol tiri. Igy a buza
rokonsagi koréhez tartozo fajok egy-egy kromoszéma parjanak beépitése a buiza genomba
sikerrel valosithaté meg. A diszémas addicids vonalak eldallitasaval az agrondmiailag
hasznos gének, gén csoportok kodzvetleniil épithetok be a termesztett bliza genomjaba.
Tovabbi elényiik még, hogy felhasznalasukkal az idegen fajok kromoszomai részletesen
tanulmanyozhatdk a buza genomjaban.

Els6ként O’Mara (1940) szamolt be szisztematikus modszerrel eldallitott rozs diszomas
addicids vonalakrol termesztett buzanal. Ezt kovetOen szamos, a Triticeae torzsbe tartozo
faj kromoszdmait épitették be a buza genomjaba mono-, di-, illetve teloszémas formaban
(Sears 1956, Dhaliwal és mtsai 1990, Friebe és mtsai 1996, 1999, Yang és mtsai 1996).
Ezek az addicios vonalak fontos szerepet jatszanak az idegen fajbol szarmazé kromoszémak
agronomiailag hasznos génjeinek jellemzésében. Kiilonb6z6 vizsgalatokkal megallapithatd
a beépiilt idegen kromoszéma és a megfeleld homeoldg buza kromoszoma kozotti
hasonl6sag (Islam és Shepherd 1991).

Iddszertivé valt a buizdban eldallitott addicids vonalakat 6sszefoglald, rendszerez6 munka
megjelentetése, hiszen ilyen jellegli irodalom utoljara tobb, mint tiz évvel ezel6tt latott
napvildgot (Shepherd és Islam 1988).
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Az addiciés vonalak eldallitasanak egyik modja az F; hibrid haploid kromoszéma
szerelvényének megkettdzése, majd sorozatos visszakeresztezése a recipiens fajjal. Ezzel
olyan populacid hozhato létre, amely a donor faj sszes kromoszomajat hordozza a
populacié kiilonboz6é ndvényeiben, egy kopidban. A monoszomas sorozatok
ontermékenyitése utan morfologiai és citogenetikai vizsgalatokkal kivalogathatok a
diszémas addiciés vonalak.

A buza addiciés vonalainak eldallitasa soran viszonylag konnyen hozhatok létre 43
kromoszoéma szami monoszomas sorozatok, de a diszomas sorozatok kivalogatasa gyakran
problémat jelenthet (Islam és Shepherd 1990).

Monoszomas addicidés vonalakban az idegen extra kromoszoma nd gamétan keresztiili
transzmisszidjanak gyakorisaga varhatéoan 25% lehet. Ezzel szemben Sears (1956)
minddssze 1-3%-ban kapott diszomas sorozatokat a monoszomas Aegilops umbellulata
Zhuk. sorozatok ontermékenyitését kdvetéen buzanal. Az Agropyron elongatum (Host)
diszoémas addiciot tartalmazo novényt eldallitani (Mochizuki 1963). Ezzel szemben Endo
(1988) kdzel 100%-os pollenen keresztiili idegen kromoszéma transzmissziordl szamolt be
kiilonboz6 Aegilops fajok esetében é€s igy sikerrel hozott 1étre diszomas addicids vonalakat.

A 70-es években dolgoztak ki a bulbosum technikat, amely segitségével eldallithatok
diszémas addiciok a termesztett bliza genomjaban. A 21 biza kromoszoma mellett 1 idegen
kromoszoémat hordozé petesejt Hordeum bulbosum pollennel megtermékenyitve - a
bulbosum kromoszémak eliminacidja utan - 22 kromoszoémas aneuhaploidot, majd
kromoszéma szamanak megkettézésével diszomas addiciét eredményezhet (Dudits és
Heszky 1990).

A modszert elséként Barclay alkalmazta (1975), aki kisérletében Chinese Spring buza fajtat
keresztezett diploid és tetraploid H. bulbosum -mal és a bulbosum kromoszémak
eliminaciojaval buza haploidokat allitott el6. Kukoricaval végzett keresztezésnél hasonld
jelenséget figyeltek meg Zenkteler és Nitzsche (1984), majd a késobbiek soran a Seneca
kukorica fajtaval torténd haploid eldallitdas modszerét Laurie és Bennett (1988)
tokéletesitettek.

Els6ként Islam és mtsai (1981) allitottak eld sikeresen btiza-arpa addicios sorozatokat. A
korabban létrehozott 28 kromoszomat tartalmazé F; Chinese Spring - Betzes buza - arpa
hibrid buzaval visszakeresztezett utddai koziil 43 kromoszomas monoszomas addiciokat
valogattak ki, majd a novényeket dntermékenyitették. Az extra arpa kromoszéma pollenen
keresztiili alacsony transzmisszios rataja kovetkeztében a kutatok a monoszomas és a
monotelodiszomas addiciok egy részét H. bulbosum-mal keresztezték vissza, majd az
eléallitott haploidok kolhicinkezelése utan valogattak ki a diszomas addiciés vonalakat.
A lehetséges 7 arpa kromoszoma koziil 6-nal sikerrel hoztak 1étre diszomas buza-arpa
addicios vonalat. Napjainkig a 14 eléallithato diteloszomas vonal koziil 12 all rendelkezésre
a Chinese Spring tavaszi blza fajta és a Betzes tavaszi arpa fajta keresztezésébol.
Hianyoznak viszont az 5-6s arpa kromoszomat hordoz6 addiciés vonalak. A kromoszoma
jelenléte a buza genomban abnormalis meiotikus osztodast és a novények sterilitasat okozta.
Onsteril, kettés monoszomas vonalban sikeriilt fenntartani azt a vonalat, amely az 5-0s rpa
kromoszéma mellet a 6-o0s arpa kromoszomat is tartalmazta a biiza kromoszomak mellett
(Islam és Shepherd 1990).

A diszémas addicios vonalak elsé megjelenése ota tizennyolc év utan Islam és Shepherd
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(2000) sikerrel allitotta el6 az 1H arpa kromoszomat hordoz6 fertilis diszomas buza-arpa
addicios vonalat. Napjainkig nem hoztak 1étre addicids sorozatot mas btiza és arpa fajtak
kombinacioibol. Martonvasaron Molnar-Lang és mtsai (2000) sikerrel hoztak létre olyan uj
0szi buza-6szi arpa hibridkombinaciokbdl buzaval visszakeresztezett névénypopulaciokat,
amelyek a jovében alapjat képezhetik 0j buiza-arpa addicids sorozatok eléallitasanak.
Sziikséges megemliteni az arpa kromoszomak nomenklatarajanak megvaltozasat, amely a
bluza kromoszomakkal rokon homeologia alapjan nevezte el Ujra az egyes arpa
kromoszémakat (Linde-Larsen és mtsai 1997). Igy az elséként eldallitott diszomas buza-arpa
addicios sorozatbol hianyzo 5-6s arpa kromoszoma az j nomenkaltara alapjan az 1H arpa
kromoszomat jelenti.

A késobbiek soran McGuire és Qualset (1990) szamoltak be 1j, 3H arpa kromoszomat
tartalmazo6 diszomas addicios vonal eldallitasarol, amely a BYDV (arpa sarga torpeség
mozaik virus) Yd?2 rezisztencia génjét hordozza. A 6H és a 7H arpa kromoszomakat hordozo
diszémas addicios vonalakat allitottak el6 Koba és mtsai (1997), akik a vonalak kivalogatasa
soran egyes buza és arpa kromoszomak kozotti transzlokaciokat is megfigyeltek.

A kiilonb6z6 addicios vonalak azonositasat morfologiai bélyegek (pl. kalaszforma),
izoenzim vizsgalatok és kromoszoma N- ¢és C- savozassal végezték.

Az allohexaploid buza kromoszémak elsé Giemsa C-savos kariotipusat kovetden (Gill és
Kimber 1974) egy évvel késobb jelent meg a diploid arpa kromoszémakat bemutatd
kariotipus Giemsa C-savozassal (Linde-Laursen 1975). Az eredményeket a tovabbiakban
mas szerzok is megerdsitették ¢és sikerrel azonositottak az egyes arpa kromoszomakat C-
savozassal (Noda és Kasha 1976).

A buza és az arpa kromoszomak Giemsa C-savos mintazatanak tanulmanyozasa soran
késobb megallapitottak, hogy egyes centromérikus €és centromérahoz kozeli savok hasonldan
helyezkednek el a két faj kromoszémain, amely megnehezitheti az arpa kromoszomak
megkiilonboztetését a buza kromoszomaitol (Islam 1980).

Az N-savozas modszerét Gerlach (1977) alkalmazta elsdként a termesztett biza
kromoszémainak azonositasara. A technika egyszeriibbnek és gyorsabbnak bizonyult a C-
savozashoz viszonyitva és kezdetben a buza 21 par kromoszomaja koziil 9 meghatarozasat
tette lehetdvé. A modszer tovabbfeljelesztésével késébb lehetéség nyilt a 21 biza
kromoszoma par koziil 16 azonositasara N-savozassal (Endo és Gill 1984).

A Giemsa C- és N-savozas Osszehasonlitdsa soran megallapitottak, hogy C-savozassal a
kromoszoémak teljes konstitutiv heterokromatin allomanya festddik. N-savozassal nem
mutattak ki extra sdvokat a C-savos kromoszoma mintazathoz képest (Gill és mtsai 1991).
A korabban buza kromoszoémak azonositasara sikerrel alkalmazott N-savozast hasznalta
Islam (1980) azzal a céllal, hogy megvizsgalja a modszer alkalmassagat az egyes arpa
kromoszomak elkiilonitésére a buza kromoszomaitol. A festés utan az arpa genom Osszes
kromoszoéma parja specifikus mintazatot mutatott, igy az egyes kromoszoémak hatarozottan
megkiilonboztethetéek voltak a buiza kromoszomaitol.

Hordeum vulgare L. és egyes rokon fajainak Giemsa N- és C-savos kromoszoma festését
hasonlitotta 6ssze Linde-Larsen (1985) 6sszefoglalé munkajaban.

Az arpa kromoszomak heterokromatikus megoszlasat tanulmanyoztak Kakeda és mtsai
(1991). Megallapitottak, hogy az egyes kromoszomak N- és C-savos mintazata
altalanossagban nagyon hasonld. A két festési modszer kdzotti kiilonbség a kromoszémak
centroméraja koril jelentkezett. Minden kromoszéman megfigyeltek N-savokat a centroméra
koriil, amelyek C-savozas utan nem jelentkeztek.
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A napjainkban rendelkezésiinkre allo buza-arpa diszomas addicios sorozat a Betzes tavaszi
arpa fajta kromoszomait hordozza Chinese Spring tavaszi buza fajta hattérben. Kivanatos
lenne olyan arpa fajtak kromoszomait hordozo addicios vonalak eléallitasa az 6szi buza
genomjaban, amelyek igazolhatéan hasznos rezisztencia géneket hordoznak ¢és
felhasznalasukkal novelhetd a biiza genom kiilonbozo betegségekkel szembeni ellenallosaga.

2.2.3. Genomok kozotti transzlokaciok elofordulasa és azonositasa

Két genom DNS szekvenciainak kicserélddéséhez sziikséges a homeolog kromoszémak
parosodasa. Napjainkig kevés szamu rekombinaciot figyeltek meg a bliza és az arpa
genomok kromoszomai kozott (Islam és Shepherd 1988, Schubert és mtsai 1998). Islam és
Shepherd (1992) a korabban létrehozott phl mutans vonalat hasznaltak buza és arpa
kromoszomak kozotti parosodas indukalasahoz, illetve rekombinansok eldallitdsdhoz.
Osszesen tizenkét rekombinans ndvényt izolaltak, amelyek a 6HL arpa telocentrikus és a 6A
buza univalens, valamint a 3HL arpa telocentrikus és a 3A buza univalens kromoszémakat
tartalmaztak. A rekombinansok felhasznalhatok molekularis marker alapt genetikai térképek
készitéséhez.

A Triticeae torzsbe tartozd fajok altal hordozott legtobb kivanatos gén homeoldg
kromoszéma parosodassal nem minden esetben vihetd at a buza genomjaba. Agronémiai
szempontbdl hasznos gének, illetve géncsoportok atépitésének egyik klasszikus moddja
transzlokaciok indukalasa a vizsgalt genomok kromoszomai kozott, amelyek el6idézhetok
ionizald sugarzassal, szovettenyésztéssel vagy egyéb modszerekkel (Feldman 1988).

A taptalajon regeneralt hibrid ndvények utddainal - az in vitro koriilmények altal kivaltott,
a szlldéi kromoszémak DNS molekula szintli valtozédsai kovetkeztében - kromoszoma
aberraciok, transzlokaciok keletkezése varhatd (Larkin és Scowcroft 1981).

Armstrong ¢és mtsai (1983) szovettenyészetben regeneralt Triticale ndvények citologiai
vizsgélata soran kiilonb6z6 kromoszéma szerkezeti megvaltozasokat és transzlokaciokat
figyeltek meg. Buza-rozs hibridek téptalajon tortént regeneracidja utan az utddok
kromoszomai szdmos intergenomikus transzlokaciot hordoztak (Lapitan és mtsai 1984).
A szovettenyésztés soran el6forduld kromoszoma atrendezddések molekularis hattere még
nem teljesen tisztazott. Mesterséges koriilmények indukalhatjak kromoszomak torését €s
ujraegyesiilését, aktivalhatnak olyan géneket, amelyek a genomok DNS tartalmanak
yjrarendezédéséért felelosek, illetve befolyasolhatjdk a premeiotikus és meiotikus
sejtosztodast (Feldman 1988).

Teljes kromoszoma karokat érintd transzlokaciok a meiozis 1. metafazisaban kialakul6
centrikus kromoszoma hidak torése kdvetkeztében keletkezhetnek (Sears 1952a). A sejtek
osztddasa soran az univalens kromoszomak centroméranal tornek, majd tort végiiknél Gjra
Osszekapcsolddnak. Amennyiben egy idegen fajbol szarmazd és egy homeoldg buza
univalens kromoszdéma talalkozik a sejtosztddas soran, kompenzald transzlokacié alakul ki
(Lukaszewski 1993). A kompenzalé transzlokdciok genetikailag altalaban stabilak, igy
nagyobb agronémiai potencidllal rendelkeznek a nem kompenzald transzlokacidkkal
0sszehasonlitva (Friebe és mtsai 1996).

Koba ¢és mtsai (1997) spontan létrejott, nem kompenzalé tipust transzlokacidkat irtak le a
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7HS arpa és az SBL bliza kromoszoma karok kozott. Harom tovabbi, 0j buza-arpa
hibridkombinaciobol szarmazo kromoszoéma kicserélodést is megfigyeltek a két genom
kozott, amelyeket nem sikeriilt azonositaniuk. Martonvasaron Molnar-Lang és mtsai (2000)
buiza-arpa hibridek szovettenyészetben regeneralt utodainal figyeltek meg kiilonbdzo tipusa
transzlokaciokat a buza és az arpa genomok kromoszomai kozott.

Az Aegilops nemzetség egyes fajai specialis, un. gametocid kromoszomakat hordoznak,
amelyek szubletalis kromoszoma tdréseket vagy mutaciot okozhatnak az osztdodas soran
(Endo 1990). Az Aegilops cylindrica Host. 2C gametocid kromoszomajat hasznaltak biiza-
arpa transzlokacio indukalasara a korabban eldallitott biiza-arpa addicios vonalakon (Endo
¢és mtsai 1998).

A buza és az idegen faj kromoszomai kozott 1étrejott kromoszoma atrendezédések tobb féle
modszerrel tanulmanyozhatok. A legelterjedtebb technikdk a meiotikus kromoszoma
parosodas vizsgalata, monoszomas analizis, morfologiai és biokémiai tulajdonsagok
elemzése (Friebe és mtsai 1996).

Az utébbi évtizedekben a kutatok elsdsorban kiilonb6z6 molekularis citogenetikai
technikdkat hasznalnak az idegen fajbdl szarmazo transzlokaciok kimutatasara a biza
genomjaban. A kromoszoma N-savozas mellett C-savozassal a buza 21 par kromoszoémajan
kiviil rokon fajokbdl szarmazé homeoldég kromoszoma csoportok is biztonsaggal és
viszonylag rovid id6 alatt azonosithatok (Gill és mtsai 1991).

Genomikus in situ hibridizacioval pontosan kimutathaté a vizsgalt genomok kozotti
transzlokacio téréspontja, meghatarozhato a buza genomjaba beépiilt idegen fajbol szarmazo
DNS szakasz mérete (Le és mtsai 1989). A modszer 1ényege, hogy a kimutatni kivant fajbol
izolalt teljes genomikus DNS-t fluoreszcens festékkel jelolik, amelyet probaként
alkalmaznak. Az idegen faj és a buza genomok ko6zotti homolég DNS szekvencidk
blokkolasara buza ndvénybdl izolalt teljes DNS-t hasznalnak. A moédszerrel szamos
transzlokaciot mutattak ki kiillonb6z6 genomok kromoszomai kozott (Mukai és Gill 1991,
Schwarzacher és mtsai 1992, Jellen és mtsai 1994, Badaeva és mtsai 1995, Linares és mtsai
2000, Molnar-Lang és mtsai 2000).

Fluoreszcens in situ hibridizacioval specifikus DNS szakaszok térképezhetdk a
kromoszoémakon, amely alapjan a transzlokaciokban résztvevd kromoszémak azonosithatok.
Kiilonboz6 aberraciot hordozo arpa kromoszomakat elséként Belostotsky és Ananiev (1990)
hataroztak meg, akik a HvIT0l DNS klon elhelyezkedését tanulmanyoztdk az arpa
kromoszémakon fluoreszcens in situ hibridizacié méodszerével. Schubert és mtsai (1998)
terminalis arpa deléciokat és transzlokaciokat azonositottak a proba felhasznalasaval a buza
genomjaban. Megfigyelték, hogy a 2H és SH arpa kromoszomak hosszi karja kivételével
a legtobb arpa kromoszoma hatarozott szubterminalis festédést mutatott. Igy
megallapitottak, hogy az egyes arpa kromoszoémak terminalis végein torténd valtozasok a
HvTOl DNS proba segitségével kimutathatok. Kromoszoéma savozasi- €s in situ
hibridizaciés technikdk kombinacioival biztonsaggal azonosithatok az egyes
transzlokaciokban szerepld buza és az idegen faj kromoszoma szakaszai.

Jiang és Gill (1993) dolgoztak ki elséként két molekularis citogenetikai modszer, az N-
savozas és GISH egymas utani alkalmazasat ugyanazon a preparatumon (sequential N-
banding-GISH). Modositott C-savozas (Gill és mtsai 1991) és GISH technikakat
alkalmaztak Endo és mtsai (1998) arpa és rozs kromoszoma szerkezeti valtozasainak
elemzésére a buza genomjaban.

Egymast kovetd N-savozast és GISH-t hasznaltunk kisérletiinkben a korabban
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Martonvasaron eléallitott és szovettenyészetben regeneralt 1j buza-arpa hibridek utodai
kozott eléfordulo transzlokaciok kimutatasara azzal a céllal, hogy meghatarozzuk az egyes
transzlokaciokban szerepld buza és arpa kromoszomakat.

2.2.4. Rozs kromoszéma szegmentum beépitése a buzaba

A buza (Triticum aestivum L.) és a rozs (Secale cereale L.) genom kromoszoémai kozott
1étrejott intergenomikus atrendezddések lehetové teszik a ndvénynemesités szamara hasznos
gének atvitelét a rozsbdl a bliza genomjaba.

A vildg és hazank buzanemesitésében széles kdrben elterjedt az 1BL/IRS buiza-rozs
transzlokaci6. Rabinovich (1998) 6sszefoglald munkajaban a vilag 35 kiilonb6z0 orszagabdl
szarmazo fajta koziil 330 genotipusnal tesz emlitést a transzlokacid jelenlétérol.

A két genom kozotti Robertsoni transzlokacioban a btiza 1BS kromoszoméjanak rovid karjat
a rozsbol szarmazo 1RS kromoszoma rovid karja helyettesiti. Az ivarsejtek osztoédasa soran
az 1B és IR univalens kromoszémak centroméranal tortek (miszdivizio), amelyet a
kromoszoma karok kicserélodése €s fuzioja kovetett (Islam és Shepherd 1991). A spontan
kromoszoma kicserélodésrdl a 30-as években szamoltak be eldszor (Katterman 1937,
O’Mara 1947, Friebe és mtsai 1996). A transzlokacio a németorszagi buza-rozs keresztezési
programbdl szarmazott, amely kés6bb a vildg nemesitési programjaiba keresztezési
partnerként keriilt be. Korabban két német rozs fajtara, a Salzmiinde-re ¢s Weihenstephan-re
vezették vissza a transzlokacioban szerepld rozs kar eredetét (Zeller és Fuchs 1983). Ujabb,
RFLP modszerrel végzett Osszehasonlitdé pedigré vizsgalatok alapjan azonban
megallapitottak, hogy a rozs kromoszoma kar egyetlen német rozs fajtabdl, a Petkusbol
szarmazik (Schlegel és Korzun 1997).

Az 1BL/IRS transzlokdci®é a magyarorszadgi buzanemesitésbe elsdsorban az akkori
Szovjetunidban a 60-as években nemesitett Aurora, Kavkaz és Bezosztaya 2 fajtakkal keriilt
be. A Martonvasaron nemesitett fajtak pedigréjében a fent emlitett bliza fajtak koziil a 70-es
években leggyakrabban a Kavkaz fajta szerepelt keresztezési partnerként (Lang és Bedd
1994). A keresztezési programokbodl kikeriilo, allamilag mindsitett fajtdk egyes
betegségekkel szembeni rezisztencidjat jelentésen megnovelte a beépiilt rozs kar, mivel
hasznos rezisztencia géneket magaba foglalé génklomplexumot hordozott. Az 1RS rozs
kromoszoma rovid karjan talaljuk az Sr31 szarrozsda (Puccinia graminis Pers.), az Lr26
levélrozsda (P. recondita Robillard Ex Desm.), az Yr9 sargarozsda (P. striiformis West.),
a Pm§ lisztharmat (Erisiphe graminis De Candolle Ex Merat) és a Gb levélteti (Schizapis
graminum) rezisztencia géneket (Bartos €s Bares 1971, Sebesta és Wood 1978, Zeller és
Fuchs 1983, Heun és Fischbek 1987).

Az 1BL/IRS buza-rozs transzlokaciot hordozo fajtdk nagy része kiilonb6zd kornyezeti
hatasok kovetkeztében generaciordl generacidora fokozatosan elveszitette sarga- és
levélrozsdaval szembeni ellenallésdgat. A martonvasari nemesitésti buza fajtak agronémiai
tulajdonsagainak tesztelése soran Bedd és mtsai (1993) megallapitottak, hogy az Sr3/
szarrozsda gén még aktivan fejti ki hatdsat és megvédi a fajtakat a betegséggel szemben.
A transzlokéaciot hordozd buza genotipusokrdl altalanossagban elmondhato, hogy
megnovekedett produktivitassal (Rajaram és mtsai 1983), de az atlagosnal kedvezdtlenebb
stitdipari mindségi tulajdonsagokkal rendelkeznek (Zeller és mtsai 1982, Dhaliwal és mtsai
1988).

A rozs o~ és o-secalin endospermium fehérjéinek kodold szekvenciai az 1RS karon,
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fizikailag jol elkiilonithetéen helyezkednek el (Busch és mtsai 1995). Dhaliwal és
MacRitchie (1990) vizsgalatai alapjan arra a kdvetkeztetésre jutott, hogy a liszt siitdipari
mindségére elsdsorban a w-secalin van negativ hatdssal. A nemesitési alapanyagokban
jelenlévoé 1RS rozs kar hosszdnak moddositasaval olyan buza vonalak is eldallithatok,
amelyek az w-secalint kodolé kromoszoma szakaszt nem tartalmazzak (Millet és Feldman
1993). A kedvezétlen siitdipari mindség masik két dsszetevdje az 1BS bliza kromoszéma
rovid karjan elhelyezkedd o- és y gliadinokat kddold, valamint a kismolekula-sulya glutenin
gén alegységek hidnya (Lookhart és mtsai 1991). Egyes durum buza fajtdk (Triticum
turgidum subsp. durum) agronémiai tulajdonsdgainak vizsgalata sordn is hasonld
megallapitasra jutottak a kutatok (Boggini és mtsai 1998).

Bed6 és mtsai (1993) egyes martonvasari nemesitésti buza fajtak siitéipari mindségének
tesztelése soran megallapitottak, hogy az 1BL/1RS buiza-rozs transzlokacio jelenléte mellett
a fajtdk nagy része jo mindségi tulajdonsdgokkal rendelkezik. A vilag eltérd tdjain
termesztett buiza genotipusok esetében megfigyelték, hogy a transzlokaciot hordozo fajtak
genetikai hattere nagy mértékben befolyasolja a liszt mindségi tulajdonsagait (Graybosch
és mtsai 1990, Javornik és mtsai 1991, Martin és Carillo 1999). A vizsgalt mindségi
paraméterek koziil a genotipusok SDS (sodium dodecyl sulfate)-értéke kimutathatdéan
kedvezébtleniil hat a liszt siitdipari mindségére, fiiggetleniil a buza-rozs transzlokacidt
hordoz6 fajta genetikai 0sszetételétdl (Bullrich és mtsai 1998).

A genetikai hattér mellett fontos az 1BL/1RS buza-rozs transzlokacié stabilitdsanak, a
beépiilt 1RS rozs kromoszoma kar esetleges genetikai atrendezddésének, illetve
rovidiilésének nyomonkovetése, amelyr6l napjainkig az irodalomban kevés adat all
rendelkezésiinkre (Friebe és mtsai 1989, Rajaram ¢és mtsai 1983). A rozs genom
kromoszémainak RFLP analizise soran megfigyelték, hogy az IR rozs kromoszoma
kivételével mindegyik rozs kromoszéma DNS tartalma atrendez6dott a megfeleld buza
homeol6g kromoszoma csoportokhoz viszonyitva (Devos és mtsai 1993).

Az elmult évek sordn sziikségessé valt olyan biokémiai, molekularis genetikai és citologiai
modszerek alkalmazédsa, amelyek segitségével a transzlokdci6é nagy biztonsaggal
azonosithatd és nyomon kdvethetd a nemesitési alapanyagokban.

Az 1BL/1RS transzlokacid vizsgélatara szamos modszer ismert és alkalmazott (Berzonsky
¢és Francki 1999).

Howes ¢és mtsai (1989) monoklonalis antitestek hibridizacidjaval (Western blot) vizsgaltak
a buza és a rozs genom DNS tartalma kozotti atrendezddés jelenlétét. A modszer egy, a buza
1BS karjan lokalizalt gén miikodésének hianyat mutatta ki. SDS-PAGE analizissel teljes
endospermium fehérje extraktum felhasznalasaval azonositottak a buza-rozs transzlokaciot
(Gupta és Shepherd 1990). A fehérje vizsgalati moédszerek mellett alkalmaztdk a HPLC
(High Performance Liquid Cromatography - magas nyomasu folyadék kromatografia)
(Lookhart és mtsai 1991), PCR (Froidmont és De-Froidmont 1998), RFLP (Schlegel és
Korzun 1997) technikéakat, valamint magas nyomasu kapillaris elektroforézist (Lookhart és
mtsai 1996).

Az alapveté kromoszoma savozasi technikak koziil a Giemsa N- (Kump és mtsai 1995) és
C- savozas (Friebe és mtsai 1989) a legismertebb és széles korben alkalmazott rozs
kromoszéma szakaszok kimutatdsara a bliza genomjaban. A rozs kromoszémak erdsen
heterokromatikus teloméras fest6dést mutatnak és igy jol megkiilonboztethetdk a buza
kromoszomaitol.

Az in situ hibridizacié a napjainkban ismert leghatékonyabb molekuléris citogenetikai
modszer idegen eredetti DNS kimutatdsara a buza genomban. Alkalmazésaval egész rozs
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kromoszoma kar, illetve intersticialis transzlokaciok is kimutathatok a termesztett biza
kromoszomain.

A molekularis citogenetikai technikak segitségével pontosabban nyomon kdvethetd a biiza
genomjaba beépiilt, idegen fajbol szarmazoé rovid DNS szakasz, mint biokémiai vagy
kromoszoma savozasi modszerek felhasznalasaval.

Genomikus in situ hibridizacio segitségével a rozs kromatin elhelyezkedése meghatarozhato
az egyes buza kromoszomakon (Heslop-Harrison és mtsai 1990, Shi és mtsai 1999). A
technika alkalmas a transzlokacids toréspont és az idegen fajbdl szarmazd kromatin
mennyiségének pontos meghatarozasara is (Jiang és Gill 1994).
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Novényi anyagok

Aegilops cylindrica Host (2n=4x=28, D°D°CC") tetraploid vadbiiza (kecskebuza) faj
genomszervezddését vizsgaltuk molekularis citogenetikai modszerekkel, amelyhez a faj 6t
eltér6 foldrajzi eredetili vonalat hasznaltuk fel:

TA2201 (=AE663) (var. panciaristat Eig) Franciaorszag
TA2202 (=AE889) (var. aristulata (Zhuk.) Tzvel) Romania
TA2203 (=AE746) Iran

TA 2204 (=AE719) Orményorszag

TA 2205 (=BGRC1461) ismeretlen eredet

A koradbban Martonvasaron eléallitott Chinese Spring-Betzes buza-arpa hibrid Molnar-Lang
¢és mtsai (1991) szerint szovettenyészetben elszaporitott, az Asakaze komugi japan 6szi buza
fajtaval kétszer visszakeresztezett, majd tobb generacion keresztiil dntermékenyitett utddai
koziil kivalogatott 44 kromoszémaszamu novényeket hasznaltuk Giemsa C-sdvozashoz,
hogy meghatarozzuk az addicionalt arpa kromoszémakat. A kromoszémak parosodasa
alapjan ezek mar feltehetéen diszémas addiciok voltak.

A Chinese Spring-Betzes btiza-arpa hibrid szovettenyészetben elszaporitott, az Mv9kr,
buzatorzzsel kétszer visszakeresztezett, majd Seneca kukoricaval megporzott, kolhicinnel
kezelt és két generdcion keresztiil ontermékenyitett utédai koziil kivalogattuk a 44
kromoszoma sza&mi novényeket. Az addicionalt arpa kromoszoma part Giemsa C-savozassal
azonositottuk a buza genomjaban.

A kordbban Martonvasaron eldéallitott Chinese Spring-Betzes buza-arpa hibrid
szovettenyészetben regeneralt, majd az Mv9kr; 6szi biiza vonallal visszakeresztezett utddai
kozil kivalogatott buza-arpa transzlokaciokat hordozé névényeket elszaporitottuk (Molnar-
Lang és mtsai 2000). Ezek 0szt6dd gyokércsticsaibol mitotikus kromoszoma preparatumokat
készitettiink a transzlokacidk azonositisara egymast kdvetd N-savozassal és genomikus in
situ hibridizacioval.

Tizendt eltérd siitdipari mindségli martonvasari nemesitésti buzafajtat vizsgaltunk genomikus
in situ hibridizacioval. A felhasznalt genotipusok a kdvetkezdk voltak: Martonvasari (Mv)16,
Mvl7, Mv19, Mv21, Mv23, Mv25, Optima, Fatima, Magdaléna, Emma, Palma, Irma, Vilma,
Madrigal, Mv14-85. Az egyes fajtak siit6ipari mindségi adatait az 1. tdblazat mutatja (Bedd
és mtsai 1993).
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1.tablazat. A kisérletben felhasznalt martonvasari buza fajtak egyes siitdipari adatai.

Fajtak SDS (cm®) | Fehérje % Sikér % | Farinograf Kenyér (cm’)
Mv16 58 13,7 32,2 83,2 370
Mv17 56 12,1 21,7 66,2 280
Mv19 60 13,7 31 91,2 340
Mv21 66 11,2 27,5 69,95 320
Mv23 73 14,4 29,4 88 350
Mv25 58,5 11,1 24,4 66,3 270
Optima 66 11,5 27,9 63,1 390
Fatima 58 13,3 29,6 100 330
Magdaléna 68 14,7 36,5 85,3 410
Emma 73 14,3 36,1 80,8 450
Pialma 62 12,9 30,1 80 340
Irma 64 12,3 24,3 53.4 330
Vilma 56 12,5 29 74,6 330
Madrigal 64 14,5 28,2 100 300
Mv14-85 43 13,3 30,8 28,5 300

3.2. DNS klonok

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

1979).

A pTa794 DNS klon 410 bp hosszasagu, a buza riboszomalis gének egy szakaszat
tartalmazza (5S rDNS), amelyet a pBR322 plazmidba épitettek be (Gerlach és Dyer 1980).

A pAsl DNS klon Ae. tauschii Coss.-bol izolalt és pUCS plazmidba inzertalt 1kb
hosszsagu repetitiv, nem kodold6 DNS szekvenciat hordozé fragmentum (Rayburn és Gill

1986a).
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A pSc119 DNS proba 120 bp hosszsagl, rozsbol izolalt repetitiv szekvenciakat hordozé
DNS szakasz, amelyet a pBR322 plazmidba épitettek be (Bedbrook és mtsai 1980).

A DNS probakat fluorogreennel és fluororeddel (Amersham) jeldltiik Nick transzlacidval
a kovetkez6 kombinaciokban:

2. tablazat. DNS probak jelolése fluorokromokkal.

Proba Fluorokrom Exitation p,y (nm) Emission .y (nm)
PAsl Fluorogreen (fluorescein-11-dUTP) 490 520
PSc119 | Fluorogreen (fluorescein-11-dUTP) 490 520
PSc119 | Fluorored (rhodamin-4-dUTP) 545 575
PTa71 Fluorored (rhodamin-4-dUTP) 545 575
PTa794 | Fluorogreen (fluorescein-11-dUTP) 490 520

3.3. Alkalmazott médszerek

3.3.1. Citolégiai preparatumkészités

A kiilonbozd kisérletekhez felhasznalt névényi anyagok szemeit nedves szlir6papiron
csiraztattuk. Amikor a gyokerek elérték az 1-1,5 cm-es hosszusagot, jeges vizben rogzitettiik
Oket 24 o6ran at, szinkronizalva ezzel a sejtek osztodasat a metafazisban. A hidegkezelés utan
abszolut alkohol és jégecet 3:1 aranyl keverékében fixaltuk a gyokércsucsokat, leallitva
ezzel a sejtek osztodasat. A rogzitett gyokereket 4°C-on taroltuk tovabbi felhasznalasig.
Preparatumkészitéshez a fixalt gydkércstucsokat kdrminecetsav 1%-os oldataba helyeztiik
10-30 percre, felpuhitva ezzel a szoveteket és sejteket. Az igy kapott gydkércsucsokat
ecetsav 45%-o0s oldatdban nyomtuk szét, majd a targylemezeket fénymikroszkoppal,
faziskontraszt feltét alatt vizsgaltuk. Az in situ hibridizaciohoz alkalmas targylemezekrdl a
fedélemezt folyékony N,-ben fagyasztottuk, majd pattintottuk le és -20°C-on taroltuk
felhasznalasig.

Meiotikus prepardtumok vizsgalatdhoz antérakat gytiijtottiink az egyes fajtakrol, amelyeket
abszolut alkohol ¢és jégecet 3:1 aranyu keverékében rogzitettiik, leallitva ezzel a sejtek
osztddasat meiozis 1. metafazisaban. Néhany ora elteltével az oldatot 70%-os alkoholra
cseréltiik felhasznalasig. A prepardtumok készitéséhez a portokokat 45%-o0s ecetsavban
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nyomtuk szét. A megfeleld kromoszomakat tartalmazo targylemezekrél a fed6lemezt
folyékony N,-ben fagyasztottuk és pattintottuk le, majd a lemezeket -20°C-on taroltuk
felhasznalasig.

3.3.2. Feulgen festés

1.

A vizsgdlando gyokereket - a fixald oldat eltavolitdsa utdn - IN HCI oldatban
hidrolizaltuk 60°C-on 11-14 percig, majd bazikus fuxinban festettiik min. 20-30 percig.

A megfestett gyokércsticsokbol dorzspreparatumokat készitettiink és fénymikroszkop
alatt szamoltuk a kromoszomakat.

3.3.3. Giemsa C-savozas

A vizsgélathoz a gyokérpreparatumokat 45%-os ecetsavban készitettilk, majd az
alkalmas targylemezeket - a feddlemez lepattintasa utan - abszolut alkoholban taroltuk
masnap reggelig.

A festés elotti elokezeléshez a targylemezeket 1N HCI oldatban inkubaltuk 2 és fél
percig 60°C-on, majd desztillalt vizes 6blités utan 7 percre Ba(OH), telitett oldataba
helyeztiik 6ket szobahdmérsékleten.

Alapos desztillalt vizes 6blités utan a preparatumokat 2xSSC oldatban kezeltiik 60°C-on
1 6ran at, majd kozvetleniil a festékoldatba helyeztiik at dket.

A festés 5%-0s Giemsa-Sorensen puffer keverékében tortént 30-60 percig. Az értékelést
a lemezek desztillalt vizes Oblitése és szaritasa utan végeztiik fénymikroszkop alatt.

3.3.4. Egymast kovet6é N-savozas és genomikus in situ hibridizacio

A buza-arpa transzlokaciot hordozé kromoszomak azonositasahoz N-savozast és GISH-t
alkalmaztunk ugyanazokon a targylemezeken Jiang és Gill (1993) modszerét felhasznalva.

1.
2.

3.

A kromoszoma preparatumokat a mar ismertetett modon készitettiik.

A fedblemez lepattintasa utan a targylemezeket 45%-os ecetsavban kezeltiik 5-7 percig
50°C-on majd ¢éjszakan at kiszaritottuk oket.

Kévetkezé nap 94°C-on 2 percig inkubaltuk az egyes preparatumokat 1M NaH,PO,
oldatban. Desztillalt vizzel tortént 6blités utan a kromoszomak festését Banco Giemsa
oldatban végeztiik (1 csepp Giemsa festék/1ml Sorensen puffer) 15-20 percig.

Az N-savozas értékelése és az egyes sejtek fényképezését kdvetden a targylemezeket
alkoholsorozaton keresztiil viztelenitettiik (70%, 90%, 100%).

Az in situ hibridizaciot a lemosott preparatumokon végeztiik.
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3.3.5. DNS izolalas

Az alkalmazott molekuldris genetikai és molekuldris citogenetikai médszerekhez felhasznalt
DNS-t 3-4 hetes ndvények leveleib6l nyertiik Sharp és mtsai (1988) Proteinaz-K mddszere
alapjan.

1.

10.

A fiatal ndvények leveleibdl 3-4 g-ot levagtunk, majd elére lehiitdtt mozsarakban,
folyékony N,-ben alaposan porra dorzsoltiik. A levélmintakhoz 17 ml extrakcios puffert
¢€s 90 pl Proteinaz-K enzimet adagoltunk.

A mintdkat elegyités utdn 50 ml-es centrifuga csovekbe toltottik és 50°C-os
vizfiirdében inkubaltuk 1 6ran at.

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

Az extraktumokat 4°C-on 15 K-n 15 percig centrifugaltuk. A feliiluszot Uy centrifuga
csovekbe vittiik at, amelyekhez 1 térfogat (17 ml) kloroformot adagoltunk és razéassal
10 percig kevertiik.

A mintakat 4°C-on 12 K-n 10 percig centrifugaltuk, majd a felilszot 1j, steril
centrifuga csdvekbe pipettaztuk at. Egy térfogat (17 ml) isopropanol hozzaadasa utan
mintainkat legalabb 1 6ra hosszat -20°C-on taroltuk.

A DNS-t centrifugaléssal kicsaptuk (4°C, 8 K, 10 perc), papirtérolkdzon kiszaritottuk
(kb. 15-20 perc), majd feloldottuk 1 ml steril vizben. Ezutan az egyes mintakhoz 10 pl
(10 pg/ul) RNaz-t adagoltunk és 37°C-on, 2 6ran at inkubaltuk.

Két 6ra elteltével 4 ml steril vizet és 1 ml SM NaCl oldatot pipettaztunk az egyes
centrifuga csovekhez (6ssztérfogat 6 ml). A kloroform:fenol (3-3 ml-t adagolni a
mintakhoz, 10 perc keverés razassal, lecentrifugalni 4°C-on, 12 K-n 10 percig, a
feliiluszot 1j, steril centrifuga csdvekbe atvinni), majd a kloroform (6 ml-t adni az egyes
mintakhoz, a tobbi miivelet az el6zéekkel megegyezik) tisztitast kdvetden a feliiliiszot
30 ml-es liveg csovekbe vittiik at.

A mintdkhoz 2 térfogat (12 ml) elézdleg -20°C-on tarolt abszolut alkoholt adtunk.
Ovatos de alapos Osszekeverés utan a csoveket -20°C-ra allitottuk legalabb egy
¢jszakara.

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

A DNS mintakat kiszaritottuk (legalabb 20-30 percig), majd feloldottuk 500 pl steril
vizben. Feloldodas utan a DNS rovid ideig 4°C-on, hosszabb ideig -20°C-on tarolhato.

3.3.6. Nick transzlacio - proba jelolése fluorokrémmal

A kiilonboz6 kisérletekben a genomikus in situ hibridizacidohoz prébaként hasznalt rozs,
Aegilops caudata L. és arpa DNS-t Sau3 Al restrikcids enzimmel hasitottuk. A fluoreszcens
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in situ hibridizacidhoz probaként alkalmazott pTa7l, pTa794, pAsl és pScl19 DNS
klonokhoz hasonléan a fragmentalt, kiilonbozé fajokbol szarmazé DNS mintakat
Fluorogreennel (fluorescein-11-dUTP), illetve Rhodaminnal (thodamin-4-dUTP) jeldltiik
nick transzlacioval.

1.

(%)

Egy steril, aluf6liaval boritott, 1,5 ml-es eppendorfcsdbe pipettaztuk a sziikséges
puffereket és dsszetevoket: 10xNT puffer, jeldletlen nukleotid keverék, fluorokrommal
jelolt nukleotid, 100 mM dithiothreitol, jeldletlen - el6zdleg fragmentalt DNS. A
mennyiséget 45 pl-re egészitettiik ki steril vizzel.

Hozzaadtunk 5 ul DNA polymerase I/DNase I enzimoldatot, majd centrifugaltuk.

Az eppendorfcsovet 15°C-on inkubaltuk 3 és fél 6ran keresztiil.

A kezelés utan hozzaadtunk: 5 pl 0,3 M EDTA-t (pH 8), a megfelel6 mennyiségii -
eléz6leg fragmentalt - blokkold DNS-t, 1/10 térfogat 3 M natrium-acetat-ot, illetve 2
és fél - 3 térfogat abszolut alkoholt. Alapos, de dvatos dsszekeverés utan kicsaptuk a
DNS-t (-70°C-on fél 6ran at vagy -20°C-on ¢éjszakan at).

Az eppendorfcsdvet 12 ezer g fordulattal 4°C-on 10-15 percig centrifugaltuk.
Leontottiik a feliiltszot, majd 500 pl jéghideg 70%-o0s alkoholt pipettaztunk a kicsapott
mintahoz és a csovet 4°C-ra helyeztiik fél orara.

4°C-on, 4 percig, 12 ezer g fordulattal tdrtént centrifugalas utan leontottiik a feltiliszot
¢és a csapadékot éjszakan at kiszaritottuk.

A jelolt DNS-hez 20 pl 1xTE pufert adtunk, majd révid ideig 4°C-on, hosszabb ideig
-20°C-on taroltuk.

3.3.7. Genomikus in situ hibridizacio (GISH)

A GISH vizsgalatokat Reader és mtsai (1994) modszere alapjan végeztiik kisebb
modositasokat kdvetden.

v

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

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

A denaturécidt megeldzden a kromoszomak fixalasdhoz a preparatumokat 4%-os (w/v)
frissen depolimerizalt paraformaldehid oldatban kezeltiik szobahOmérsékleten 10
percig, majd 3x2 percig 2xSSC oldatban &blitettiik 6ket. Az utolsd6 mosast kvetéen a
targylemezeket 37°C-os vizflirddben elémelegitettiik.

metszeteket 70°C-os vizfirdében inkubaltuk 3 percig, majd a formamid oldatot
jéghideg 70%-os alkoholra cseréltiik, amely kezelést még két alkalommal
megismételtiink 2-2 percig. Ezt kdvetden a targylemezeket -20°C-on tarolt 90%-os és
abszolut alkohol oldatokban oblitettiik 3, illetve 5 percig, majd levegdn szaritottuk a
hibridizacids oldat elkészitéséig.

Otven pl hibridizacios keverék 2xSSC-t, 10% dextran szulfatot, 0,2% natrium dodecil
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szulfatot és 1 ng/ul jelolt proba és blokkoldé DNS keverékét tartalmazta
targylemezenként. Az egyes kisérletekben szereplé két faj homolog DNS
szekvenciainak blokkolasara jeldletlen DNS-t hasznaltunk, amelyet autoklavozassal
fragmentaltunk és megfeleld aranyban adagoltuk a hibridizacios keverékhez. A jeldlt
eppendorfcsdvet par percre jégre helyeztiik.

6. A forralas kovetkeztében elparolgott mennyiség miatt a targylemezekre egyenként 45
pl hibridizacios keveréket cseppentettiink és steril miianyag lappal fedtiik le Oket.

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

8. A szobahémérsékletlire hilt targylemezeket 4xSSC/0,2%Tween oldatban mostuk a
kontrasztfestést megel6zden (a preparatumok éjszakan at tarolhatok az oldatban,
amennyiben a folyamatot megszakitjuk).

9. A jeloletlen kromoszomak kontrasztfestése DAPI-val (4’6-diamidino-2-phenylindole,
1 pg/ml) vagy PI-dal (propidium jodid) tortént, majd a preparatumokat fakulasgatlo
(Vectashield) folyadékban fedtiik le.

10. A jeldlt kromoszomak azonositasat Zeiss Axioskop 20 epifluoreszcensz mikroszkdppal
végeztiik, amely 10-es, 25-06s (triple band) filterekkel, fotoberendezéssel és Spot CCD
kameraval felszerelt.

A meiotikus preparatumokon a GISH a mitotikus preparatumok festéséhez hasonldan tortént
a targylemezek proteindz K kezelését kovetéen (Reader és mtsai 1994). Az RNase-oldat
hasznalata utan a sejteket 1-5 pg/ml proteinaz K enzimet tartalmazo PK pufferrel kezeltiik
37°C-on 10 percig. Az inkubalas utan PK Stop pufferrel leallitottuk az enzim muiikodését,
a targylemezeket oOblitettiik és szobahOmérsékletire hiitottik (2x2 perc mosas) a
paraformaldehid kezeléshez. Proteindz K enzim alkalmazasaval eltavolithatd a
kromoszoémak koriili citoplazma. Az in situ technika hatékonyan miikddik meiotikus
preparatumokon, amennyiben a vizsgaland6 kromoszomak citoplazma mentesek.

3.3.8. Fluoreszcens in situ hibridizaciéo (FISH)

A folyamatot Pickering €s mtsai (1997) modszere alapjan hajtottuk végre, az el6kezelések
a GISH-nél bemutatott médon torténtek.

1. A hibridizacios keverék (30 ul/targylemez) 50% formamidot, 2xSSC-t, 10% dextran
szulfatot, 0,1% natrium dodecyl szulfatot, 50 ng/ul carrier (lazac sperma) DNS-t,
valamint 400 pg/ul jelolt pTa7l-pTa 794 (pTa71-pAsl, illetve pTa71-pScl19)
fluorokrommal

2. jelolt DNS probak keverékét tartalmazta targylemezenként.

3. A kromoszoma DNS denaturalasat 80°C-on 10 percig (az egyszer mar lemosott, ujra
hibridizalt mintak esetében 8 percig) hajtottuk végre.

4. Denaturalds utan a preparatumokat 37°C-os termosztatba helyeztiik at, ahol 6 6ran
keresztiil végeztiik a hibridizaciot.

5. A téargylemezek in situ hibridizaciot kovetd mosasa a kovetkezd volt: 2xSSC-ben 42°C-
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on 2x5 percig, 25%-os formamid oldatban 42°C-on 2x5 percig végiil 2xSSC-ben 42°C-
on 3, illetve 5 percig. A preparatumokat az utolsd 2xSSC oldatban szobahdmérsékletiire
hiitottiik.

Kontrasztfestés eltt a mintakat 4xSSC/0,2% Tween oldatban mostuk (a folyamat itt
megszakithato, éjszakan at tarolhatdk a lemezek az oldatban).

A kromoszoémak kontrasztfestését 1 pg/ml DAPI-val végeztilk (az ujra hibridizalt
targylemezek esetében az oldat koncentracidja 2 pg/ml volt), majd a preparatumokat
4xSSC/ 0,2% Tween oldatban oblitettiik.

A mintak lefedése és az adatok értékelése a GISH-nél bemutatott moédon tortént.

A hibridizacios jelek rogzitése utan a targylemezeket 50% formamide és 0,5xSSC
keverékében mostuk jra hibridizalashoz.
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4. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

4.1. A buza rokonsagi korébe tartozoé fajok molekularis citogenetikai vizsgalata

4.1.1. Aegilops cylindrica Host. genomszervez6édésének molekularis citogenetikai
vizsgalata

Az Aegilops cylindrica Host. 6t eltérd foldrajzi eredetii vonalat vizsgaltuk genomikus in situ
hibridizacioval és kiilonbdzé DNS probak térképezésével az egyes kromoszoémakon (FISH).
Az egyes vonalaknal altalaban 10-12 sejt analizise utan vontuk le kdvetkeztetéseinket.

A GISH kisérletek alapjan megallapitottuk, hogy harom vonal intergenomikus (a C© és D¢
genomok kozotti) transzlokaciot hordozott, mig a TA2204 és TA2205 vonalak elemzése
soran nem mutattunk ki atrendezddést a két genom egyes kromoszoémai kozott.

A TA2203 irdni eredetii Ae. cylindrica Host. vonalnal a C® genom egyik hosszii
akrocentrikus és a D¢ genom egy szubmetacentrikus kromoszémaja kozott homozigota
reciprok transzlokaciot azonositottunk (1. abra).

10pm

1. abra. A TA2203 irani eredetii Ae. cylindrica Host. vonal metafazisban 1évé kromoszomai
GISH-t kovetden (C° genom kromoszomdak fluorogreennel jeloltek, kontrasztfestés
propidium jodid). A nyilak a transzlokaciok elhelyezkedését jelolik.
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A transzlokaciés toréspontot a C genom kromoszomajan a hosszi kar 0.85 pontja koriil
azonositottuk (a kromoszoma kar 85%-a jel6l6dott genomikus in situ hibridizacio utan),
tehat a kar disztalis vége (15%) D genom eredetii volt (nem mutatott zold festddést, a
kontrasztfestést kovetéen piros szinii). Az intergenomikus kicserélddésben szereplé D€
genombol szarmazo szubmetacentrikus kromoszoéman a transzlokacié téréspontja a rovid
kar 0.70 pontjan volt lathato (a kar 70%-a jel6letlen maradt), a kar disztalis vége (30%) a
CC genombol szarmazott (élénk zold festédést mutatott).

A transzlokacids kromoszomak mérete €s a kromoszoma karok aranya alapjan nagy
valoszintiséggel megallapithattuk, hogy a C genom B vagy a D kromoszomaja, illetve a D¢
genom 3D vagy az 5D kromoszomaja kozott tortént a genetikai anyag kicseréldése.

A TA 2202 Romaniabol szarmazo Ae. cylindrica Host. vonal vizsgalt novényei két eltérd
tipust kromoszoma Osszetételt mutattak.

Harom n6vény homozigota transzlokaciot hordozott, amely egy szatellites C© genom
kromoszoma hosszu karja és egy szubmetacentrikus D genom kromoszoma hosszii karja
kozott jott 1étre (2. bra).

10um

2. abra. A TA2202 Romaniabol szarmazd Ae. cylindrica Host. vonal metafazisban 1évo
kromoszoémai GISH utéan, ahol a C° genom kromoszomai élénk zold festddést mutatnak. A
nyilak a homozigéta reciprok transzlokaciot jeldlik az egyes kromoszémakon.

A transzlokécios toréspont a C© és DE genom kromoszomak hossza karjan a 0.85 pont koriil
volt talalhatd, igy mindkét transzlokacidoban szerepld kromoszéma hossza karjdnak mintegy
15%-a szarmazott az ellentétes genombol.

A masodlagos befiiz6dés alapjan megéllapitottuk, hogy a transzlokaciot hordozé C genom
kromoszoma az A volt. Mérete és a kromoszoma karok aranya alapjan nagy valoszintiséggel
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allithattuk, hogy a D genom atrendez6dott kromoszoémaja vagy a 3D vagy az 5D
kromoszoma volt. A TA2202 vonal 6t tovabbi vizsgalt ndvénye semmiféle intergenomikus
atrendez6dést nem mutatott a C© és D genomok kromoszoémai kozott genomikus in situ
hibridizaciét kdvetden (3. abra).

10pum

3. abra. A TA2202 vonal metafazisban 1év6 kromoszomai. A C° genom fluorogreennel
jelolt (élénk zold festodés).

A TA2201 francia eredetli Ae. cylindrica Host. vonal 8 vizsgalt névénye koziil 6 kettds
homozigéta reciprok transzlokaciot tartalmazott. A genomikus atrendezédés a szatellites 1C©
(A) és a szintén masodlagos beflizddést hordozo 5D kromoszomék esetében mindkét kart
érintette (4. abra).
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4. abra. A TA2201 vonal kromoszomai GISH-t kovetéen. A C° genom fluorogreennel jelolt,
a nyilak a kettés homozigota reciprok transzlokacioé tdréspontjait jelzik.

Az 1C kromoszoma pér szatellitje és rovid karjanak disztalis vége jelletlen maradt a GISH
utan, ami azt jelezte, hogy ezek a kromoszoma szakaszok a D genombol szarmaztak. A
rovid karon a kromoszoma teljes szatellitie D genom eredetii volt, a hosszu karon a
transzlokacios toréspontot a 0.70 pontnal figyeltiik meg. Az 5D kromoszoma par karjainak
disztalis vége ezzel szemben hatdrozott jelol6dést mutatott genomikus in situ hibridizacio
utén, tehat ezek a kromoszoma szakaszok a C© genombol szarmaztak. A transzlokacios
toréspont a rovid kar 0.85 pontja koriil, illetve a hosszl kar 0.70 pontjan helyezkedett el.
A buza riboszomalis gének eltéré szakaszainak térképezését fluoreszcens in situ
hibridizaciéval végeztik a pTa7l ¢és a pTa794 DNS probak kombinacidinak
felhasznalasaval. A pTa7l tetrametyl-rhodaminnal jel6lt DNS préba 6sszesen hat eltérd
er6sségii hibridizacios jelet (3 génlokusz) mutatott a TA2204 vonal kromoszoémain. A
helyezkedett el (18S-5.8S-25S rDNS lokusz). Két-két kisebb, gyengébben festodott
hibridizaciés jelet figyeltiink meg az 5D kromoszoma par révid karjanak terminalis, illetve
az 5C° kromoszoma pér rovid karjanak disztalis részén (5b abra).

A fluoreszcein-11-dUTP-vel jelolt pTa794 DNS proba hibridizalasaval 6sszesen nyolc 5S
rDNS hibridizacios jelet (4 génlokusz) térképeztiink (Sc abra). Harom 16kusz elhelyezkedése

crr

A negyedik 16kuszt az 1D kromoszoma par rovid karjanak disztalis végén figyeltiik meg.

A pScl19 és a pAsl] repetitiv DNS szekvencidkat tartalmazé probakat hasznaltuk sequential
FISH modszert alkalmazva azért, hogy az egyes kromoszomakat azonositsuk (Rayburn és
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Gill 1986b, Badaeva és mtsai 1996a).
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A pSc119 DNS probat tertametyl-rhodaminnal jeldltiik (5d abra). A fluoreszcein-11-dUTP-
vel jeldlt pAsl repetitiv, Ae. tauschii Coss. DNS szekvenciat hordozo klonnal tortént FISH
utan a D¢ genom kromoszomai specifikus jeldl6dést mutattak, amely alapjan az egyes
kromoszémak azonosithatok voltak (5e abra).

A TA2201, TA2202 és TA2203 szamu Ade. cylindrica Host. vonalak FISH vizsgalatai soran
a TA2204 vonalnal mar részletesen meghatarozott, hasonld erdsségii és elhelyezkedésii
hibridizacios jeleket figyeltiink meg.

A klasszikusnak szamito citologiai modszerek (C-savozas, N-savozas stb.) mellett pontosabb
meghatarozast tesz lehetévé a kiilonbdzé molekularis citogenetikai modszerek (GISH, FISH)
alkalmazasa az egyes fajok genomdsszetételének vizsgalatara. A kromoszoma savozasi
technikdk felhasznalasa tovabbra is sziikséges, hiszen napjainkban még nem all
rendelkezésiinkre elegendd szamu genetikai marker a buza rokonsagi korébe sorolt
kiilonboz6 fajok molekularis vizsgalataihoz (Lapitan és mtsai 1997).

C-savozassal meghataroztak az Ade. cylindrica Host. C és D genomjénak kromoszoma
mintazatat (Linc és mtsai 1999). A két sziil6i genom , az 4e. tauschii Coss. (D genom) és
az Ae. caudata L. (C genom) kromoszoémai C-savozassal nagy hasonlésagot mutattak az Ae.
cylindrica Host kromoszomakon megfigyelt savozassal (Friebe és mtsai 1992b). A diploid
fajok esetében azonban sokkal nagyobb aranyu polimorfizmust tapasztaltak C-savozassal
a tetraploid fajhoz viszonyitva. Nagy hasonlosagot figyeltek meg az Ae. tauschii Coss. D-
genom kromoszomai és az Ae. cylindrica Host. D genomjanak kromoszomai kozott a D-
genom specifikus pAsl probaval tortént FISH-t kovetden (Rayburn és Gill 1986b, Badaeva
és mtsai 1996a).
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5. abra. FISH a TA2204 vonal metafazisban 1évé kromoszomain. 5a faziskontraszt felvétel,
5b pTa71 (iires nyil 1CC, iires nyilhegy 5C€, telt nyilhegy 5D), 5¢ pTa794 (nyil 1D), 5d
pSc119, 5e pAsl DNS probakkal tortént hibridizaciot mutatja az egyes kromoszoémakon.

Az Ae. caudata L. kiilonbdzé kromoszomaira eldallitott szubsztiticids sorozatokat
hasznaltak a biizaval homeolog kromoszomak és kromoszéma csoportok elemzéséhez. Az
A (1D), C (5D) (Friebe és mtsai 1992b) és a B (2D) (Endo 1996) szubsztiticids vonalak
vizsgalata alapjan megallapitottak, hogy az Ae. caudata L. A, C és B kromoszémai a buza
1, 5 és 2 kromoszoma csoportjaival homeologok. 1zoenzim ( Schmidt és mtsai 1993) és
RFLP (Schubert ¢s mtsai 1998) vizsgalatokat kovetden a tovabbi D, E, F és G Ae. caudata
L. kromoszomakra egynél tbb buiza kromoszoma csoporttal mutattak ki homeologiat. Ezen
kromoszoémak DNS 6sszetétele az evolucio soran feltehetden nagy mértékben atrendezodott.
Az Ae. caudata L. C-genomja mellet az Ade. umbellulata Zhuk. U- és az Ae. uniaristata Vis.
N-genomja is molekularis szintii atrendez6dést mutat a tobbi diploid vadbuza faj
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szimmetrikus kariotipusdhoz viszonyitva (Badaeva és mtsai 1996a,b).

Chennaveeraiah 1960-ban minddssze egy szatellites kromoszomapart talalt az Ae. cylindrica
Host. kromoszomai k6z6tt, mig Pathak mar korabban (1940) két NOR régiot tartalmazo
kromoszéma par jelenlétérdl szamolt be. A vita végiil is a nyolcvanas években dolt el
(Cermeno és mtsai 1984): az Ae. cylindrica Host. két C© -genom eredetii, aktiv NOR régiot
hordozé kromoszémaval rendelkezik (1C és 5C© ), valamint a D¢ genombdl szarmazé 5
kromoszomaval, amely NOR régioja altalaban inaktiv.

A pTa7l DNS probaval (18S-5.85-25S rDNS) tortént FISH analizist kovetéen
megallapithat6, hogy a két f6 génlokusz az Ae. cylindrica Host. 1C¢ és 5D kromoszomak
rovid karjan, mig egy kisebb 16kusz az 5C© kromoszéma rovid karjan talalhato. Az Ae.
cylindrica Host. két diploid donor fajanak elemzése soran megfigyelték, hogy az Ae.
caudata L. két par szatellites kromoszomat hordoz, amelyet A=1C és C=5C-ként
azonositottak. Az Ae. tauschii Coss. ezzel szemben egy szatellites kromoszoma parral, az
5D-vel rendelkezik (Chennaveeraiah 1960, Cermeno és mtsai 1984, Friebe és mtsai 1992b).
A diploid fajok FISH vizsgalata soran két f6 rDNS (18S-5.8S-25S) lokuszt figyeltek meg
az Ae. caudata L. 1C és 5C kromoszoémak rovid karjan, mig minddssze egyetlen
hibridizacios jelet hataroztak meg az Ae. tauschii Coss. 5D kromoszomajanak rovid karjan
(Badaeva 1996b). Az Ae. tauschii Coss. egyes eltérd szarmazasu vonalainak vizsgalata soran
tovabbi polimorfikus 18S-5.8S-25S rDNS lokuszt azonositottak a 7D kromoszoma révid
karjan (Badaeva és mtsai 1996b), amelyet kisérletiinkben az Ae. cylindrica Host. kiilonb6z6
szarmazasi hely(i vonalainak vizsgalata soran nem mutattunk ki a 7D kromoszomaén.

Az Ae. cylindrica Host. Ag-NOR savozasaval megallapitottak, hogy a faj két aktiv (1C“ és
5C°) és egy inaktiv (5D°) sejtmagvacska miikodését szabalyozé régiot (NOR) hordozo
kromoszéma parral rendelkezik (Cermeno és mtsai 1984). Az altalunk végzett FISH
vizsgalatok eredményei azt sugalljak, hogy a sejtmagvacska aktiv miikkodésének hianya a
NOR régioban a 18S-5.8S-25S rDNS gének alacsonyabb kopia szamaval is magyarazhato.
A Triticum turgidum L. és T. timopheevii Zhuk. A/A' genomjanak vizsgalata soran hasonlo
eredményeket figyeltek meg: a 18S-5.8S-25S rDNS l6kuszon a gének kopia szama csokkent
(Jiang és Gill 1994).

A pTa794 5S rDNS lokuszt tartalmazo DNS probaval tortént FISH utan megallapithato volt,
hogy az Ae. cylindrica Host. C© és D¢ genomjanak két-két kromoszoma pérjan Gsszesen
négy 5S rDNS génlokuszt hordoz. Eredményeinkhez hasonl6é megfigyelés sziiletett a két
diploid donor faj pTa794 DNS probaval végzett FISH vizsgalata soran: az Ae. caudata L.
¢és Ae. tauschii Coss. 1-es és 5-0s homeoloég kromoszoéma csoport két-két kromoszoma
parjanak rovid karjan helyezkednek el az 5S rDNS génlokuszok (Badaeva és mtsai 1996b).

Genomikus in situ hibridizacioval a vizsgalt 6t Ae. cylindrica Host. vonal koziil haromnal
intergenomikus transzlokaciot azonositottunk. A megfigyelt transzlokaciok mindegyikénél
a transzlokacios toréspont a kromoszomak disztalis végén helyezkedett el. C-savozassal -
az intergenomikus kicserélédésben részt vett kromoszoma szakaszok hasonlo festédése
kovetkeztében - nem sikeriilt kimutatnunk ezeket a kromoszoéma atrendezédéseket (Linc és
mtsai 1999).

Jellen és mtsai (1994) GISH-el tobb intergenomikus atrendezédést mutatott ki az Avena
nemzetség egyes fajainak eltéré genombol szarmazé kromoszomain, amelyek C-savozassal
is azonosithatok voltak.

A TA2202 szamu Ae. cylindrica Host. vonal C-sdvozésa utan az 5D kromoszoma rovid
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karjan szerkezeti atrendezddést mutattunk ki. GISH-el nem volt megfigyelhetd ugyanez a
valtozas az 5D kromoszoma rovid karjan. Ebbé] arra kovetkeztethettiink, hogy a kérdéses
kromoszoma szakasz atrendezédése intragenomikus jellegii volt, a D genom
kromoszomajan beliil tortént.

A diploid Adegilops fajok eltérd szarmazasii vonalainak C-savozéasa soran kevés szamu
transzlokaciot figyeltek meg (Friebe és Gill 1996, Friebe és mtsai 1992b, 1996). A
kromoszoémak morfologiaja és savozas utani mintazata alapjan arra kdvetkeztettek, hogy a
transzlokaciok kialakulasa a sejtosztodas meiodzis I metafazisaban tortént. Az univalens
kromoszoémak centromérai kozott tn. hidak alakulnak ki, amelyek aztan az osztodas soran
a két centroméra kozott barhol eltérhetnek. Az Ae. tauschii Coss. tizenhat kiilonbdz6 vonalat
vizsgaltak C-savozassal és két vonalnal talaltak egész kromoszoma kart érintd transzlokaciot
(Friebe és Gill 1996). Az Ae. caudata L. tizenkilenc eltér6 szarmazasi eredet(i vonalanak C-
savozasa soran azonban semmilyen kromoszoéma atrendezddést nem sikeriilt kimutatni
(Friebe és mtsai 1992b).

Gametocid kromoszoémakat azonositottak az Ae. cylindrica Host. C©, az Ae. caudata L. C
és az Ae. triuncialis L. C' genomjanak kromoszémai kozott (Endo 1990). Ismert, hogy ezek
a kromoszomak elsédlegesen adodnak at az utédokba és nagy mértékben hozzajarulnak az
egyes kromoszoma atrendezédések kialakulasahoz az osztdodas soran. A gametocid
kromoszomak az Ae. cylindrica Host. esetében a 2-es kromoszoma csoporthoz, mig az Ae.
caudata L. és az Ae. triuncialis L. fajoknal a 3-as kromoszéma csoporthoz tartoznak (Endo
1996). Megallapithatjuk, hogy az altalunk az Ae. cylindrica Host. eltérd foldrajzi szarmazasu
vonalainal azonositott, két genom k6zotti kromoszoma atrendezddések a Ge gén aktivitas
kdvetkeztében alakulhattak ki.

4.2. Génatvitel fajhibridizacioval

4.2.1. ﬁj buiza-arpa diszomas addiciés vonalak kimutatisa és azonositasa 6szi buza
genomban

Kisérletiinkben két 0j 6szi buza genomban Iétrehozott biiza-arpa diszoémas addicios vonalat
azonositottunk Giemsa C-savozassal. Az addicids vonalak kromoszoéma szdmat Feulgen
festéssel ellendriztiik meiozis I. metafazisaban és mitozisban (8a,b abra).
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a b 10pm

8. abra. A 2H és 6H diszoméas addicidés vonalak kromoszoma készlete meiozis 1.
metafazisaban (a), illetve mitozisban (b).

Az egy par arpa kromoszoma genomikus iz situ hibridizacio utan jol elkiilonithetd volt (9.
abra).

10pm

9. abra. 2H diszomas addicios vonal kromoszémai GISH-t kovetden. Az arpa kromoszémak
vilagosabb szinezddést mutatnak (kontrasztfestés DAPI).

Az egyes kromoszdémak mintazatanak 6sszehasonlitd vizsgéalatahoz arpa C-sévos kariotipust
készitettiink (10. abra). Az altalunk készitett Betzes arpa fajta kariotipuson az egyes
kromoszomak sdvozasa hasonld a mar ismert, korabban készitett arpa C-savozas utani
kariotipusokhoz (Kakeda és mtsai 1991, Linde-Larsen 1992).
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10. abra. Betzes arpa fajta kariotipusa Giemsa C-savozas utan.

A Betzes arpa fajta hét kromoszoma parja specifikus mintdzatuk alapjan jol
megkiilonboztethetd a buza kromoszomaktdl C-sdvozast kovetden. Az egyes kromoszomak
centroméras, centromérahoz kdzeli és szamos intersticidlis savot hordoznak. A vizsgalt két
Uj buza-arpa diszomds addicids vonal egyes kromoszomadit a Gill és mtsai (1991) buza,
illetve a Kakeda és mtsai (1991) arpa, valamint a sajat arpa kariotipusok alapjan
azonositottuk.

A (Triticum aestivum L. cv. Chinese Spring x Hordeum vulgare L. cv. Betzes)T. Aestivum
L. cv. Asakaze komugi®)x® kombinaciobol szarmazé diszomas addiciés vonal egy arpa
kromoszéma parjat 2H-ként hataroztuk meg Giemsa C-savozast kdvetden. A 2H arpa
kromoszéma nem tartalmaz centroméras savokat, mindkét karjan egy-egy centromérdhoz
kozeli, illetve egy-egy intersticialis savot figyeltiink meg. A hosszu karon disztalis helyzetii
savot, illetve a rovid karon halvany termindlis sdvot hataroztunk meg (11. bra).
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11. abra. 2H diszoémas addicids vonal kromoszomai Giemsa C-savozas utan. A nyilak a 2H
arpa kromoszomakat jelolik.

Az altalunk megfigyelt kromoszéma mintazat polimorfizmust mutat a mar korabban C-
savozassal meghatarozott 2H arpa kromoszoma mintazatoktol. Linde-Larsen (1981) a Betzes
fajta egyedei kozott eltérést mutatot ki a 2HL hosszu kar disztalis savjan, egyes egyedeknél
a sav er6sebb festddést mutatott. Linde-Larsen (1992) a Bonus arpa fajta kariotipusanal nem
figyelt meg terminalis savot a 2HS kromoszoma rovid karjan. Négy arpa fajta kozotti
polimorfikus eltéréseket vizsgaltak N- és C-savozassal Kakeda és mtsai (1991). A 2H arpa
kromoszoma rovid karjan C-savozassal terminalis, mig N-savozast kdvetden szubterminalis
savot figyeltek meg a Betzes fajtanal. Centroméras elhelyezkedésii savot egyik festéssel sem
mutattak ki a vizsgalt fajtadknal a 2H arpa kromoszoéman.

A (T. aestivum L. cv. CS x H. vulgare L. cv. Betzes)T. aestivum L. cv. Mv9kr,> Seneca)x’
kombinaciobol eldallitott diszomas addicids vonalnal C-savozassal megallapitottuk, hogy
a novények a 42 buza kromoszoma mellett a 6H arpa kromoszoma part hordoztak. A 6H
arpa kromoszoman hatarozott centroméras és a NOR régioban elhelyezkedd savokat
figyeltiink meg C-savozast kovetden. Halvanyabban festddé savokat mindkét kar

V4

kromoszoma rovid és hosszu karjan is terminalis savot azonositottunk (12. abra).
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12. abra. A 6H diszémas addiciés vonal kromoszomai Giemsa C-savozast kovetéen. A
nyilak a 6H arpa kromoszoémakat mutatjak.

Az irodalmi adatokkal Osszevetve megallapithatjuk, hogy az egyes fajtak kozott
polimorfizmus figyelheté meg. Linde-Larsen (1992) a 6H arpa kromoszéma C-savozasa
soran nem azonositott teloméras savot a rovid karon Bonus fajta vizsgalatanal.
Eredményeinkhez hasonld megfigyelést tettek Kakeda és mtsai (1991) Shin Ebisu és Betzes
arpa fajtak kromoszoma vizsgalatat kovetden. Két masik fajta elemzése soran nem mutattak
ki teloméras savokat a 6H arpa kromoszoma hossza és rovid karjan C-savozassal.

Singh és Tsuchiya (1982a) arrdl szamoltak be kisérleteik soran, hogy N- és C-savozast
kovetéen a kromoszoma mintazatok kozotti kiilonbségek az egyes arpa fajtaknal az
alkalmazott technikak, illetve a vizsgalt mitotikus fazisok eltéréseib6l adodnak. Nem
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allapitottak meg heterokromatikus polimorfizmust az arpa kromoszomaknal. Kakeda és
mtsai (1991) vizsgalataik soran eltérd preparatumkészitési és festési technikakat alkalmaztak
kiilonboz6 sejtosztodasi fazisban 1évo arpa kromoszomak savozasahoz. Igazoltak, hogy a
kromoszéma mintazatok eltérései a heterokromatikus polimorfizmus kdvetkezményei az
egyes arpa fajtaknal.

Arpa fajtak kariotipusai kozotti polimorfizmust tobb szerzé megfigyelt N- és C-sdvozassal.
Islam (1980) és Linde-Larsen (1981) a két sdvozasi modszert dsszehasonlitva N-savozassal
nem figyeltek meg centroméras savokat egyes arpa kromoszoma karokon. Kakeda és mtsai
(1991) eredményei szerint C-savozast kdvetden is hianyoztak a centroméras savok a 2HL
kromoszoma karokrol, amelyet vizsgalataink soran mi is megfigyeltiink.

Burkholder (1988) kisérletei alapjan megallapitotta, hogy a C-savozasi technika egy
folyamata szelektiven hat az arpa kromoszomak egyes DNS szakaszaira és fehérjéire, igy
C-savozassal heterokromatikusan nem festdd6 kromoszoma részek alakulnak ki. Gill (1987)
meghatarozasa alapjan C-savozassal minden tipusu heterokromatin vizsgalhat6, mig N-
savozassal specifikus, polypirimidin szekvencidkat hordozo6 heterokromatin mutathaté ki a
kromoszémakon. Mas szerzOk vizsgalata alapjan N-savozassal egy specifikus
phosphoprotein festddik az egyes kromoszémakon (Buys és Osinga 1982).

A kiilonb6z6 kromoszoma savozasi technikak a leggyorsabb és koltségkiméld modszerek
addicios vonalak azonositasara. Az idegen fajokbol szarmazo kromoszomak specifikus
festodésiik alapjan jol megkiilonbdztethetok a buza genomjaban.

4.2.2. Buza-arpa transzlokaciok kimutatisa és azonositiasa egymast koveté N-
savozassal és GISH-el

A korabban Martonvasaron eldallitott buzaxarpa hibrid buzaval visszakeresztezett utddai
kozott kimutatott 6t kiillonbozo transzlokacid azonositasat kiséreltilk meg egymast kovetd
N-savozassal és GISH-el.

Az egyik genomikus atrendezddés (I.tipus, 13. dbra) egy metacentrikus btiza kromoszomat
érintett: a kromoszéma rovid karjanak kb. a fele (FL 0.50) élénk festédést mutatott az in situ
hibridizaciot kovetden, tehat az arpa genombdl szarmazott. A masik transzlokaci6 az egyik
szatellites arpa kromoszéma (5H vagy 6H) hosszu karjan helyezkedett el (II. tipus, 14. abra).
A transzlokaciés toréspontot az arpa kromoszoma hosszu karjan figyeltiik meg, a kar
disztalis végének 20%-a buza genom eredetii volt (FL 0.20). A szatellites arpa kromoszoémat
érintd transzlokaciot hordozé névények elpusztultak.
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13. abra. Buza-arpa transzlokacio (I. tipus) kimutatdsa GISH-el. Az arpa genom
fluorogreennel jeldlt, a bliza kromoszoémak propidium jodiddal kontrasztfestettek.

10um

14. abra. Buza-arpa transzlokacio (szatellites kromoszoma, II. tipus, a masik nyil az I.
tipust transzlokaciot jelzi). Az arpa DNS fluorogrennel jeldlt (kontrasztfestés propidium
jodid).
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Két ndvény utoddai kozott centrikus fuziot mutattunk ki, amelyben a kromoszoma révid karja
az arpa, mig hosszl karja a buza genombol szarmazott (CF, 15. abra). A Robertsoni-
transzlokaciot hordozo ndvények életképesek és fertilisek voltak.
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15. abra. Buza-arpa transzlokacio (CF) kimutatasa egymast kovetd N-savozas (a) és GISH-t
(b) kdvetden. A nyilak a centromérakat, illetve az arpa DNS-t jelolik.

A 1II. tipusu transzlokacio egy szatellites arpa kromoszomabol szarmazott (16a abra). A
transzlokacios toréspont a hosszu karon helyezkedett el: a kar mintegy 50%-a szarmazott az
arpa genombol. A rovid kar buza genom eredetli volt, a kar nagy része azonban letort. A
harom névény koziil kettd bizonyult fertilisnek.

A 1V. tipust atrendezédés egy metacentrikus buiza kromoszomat érintett, a transzlokacios
toréspontot a kromoszoma rovid karjan figyeltiik meg (FL 0.80). A kar disztalis végének
mintegy 20%-a szarmazott az arpa genombol, a kromoszoma szakasz a hibridizaciot
kovetden €lénk festddést mutatott (16b abra).
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16. abra. Szatellites transzlokacié (a, III. tipus) kimutatdsa GISH-el. Az arpa DNS
fluorogreennel jelolt, a buza kromoszémak propidium jodiddal (PI) kontrasztfestettek. A IV.
tipusu buza-arpa transzlokacidt hordoz6 kromoszéman (b) az arpa DNS fluorogreennel
jelolt, a buza kromoszoéma piros festddést mutat (kontrasztfestés PI).

Az 6t eltérd tipust transzlokéciot hordozé ndévények mindegyikénél a vizsgalt sejtek tovabbi
telocentrikus, illetve teljes arpa kromoszémakat is tartalmaztak.

Az egyes transzlokaciokat hordozé ndvények kromoszomait egymast kovetd N-savozassal,
majd genomikus in situ hibridizacioval vizsgaltuk és elemeztiik. Az I, II, III és I'V. tipusu
transzlokaciok tanulmanyozéasanal a két genom atrendez6dott kromoszomait- jellegzetes N-
savok hidnyaban- nem sikeriilt azonositani. A Robertsoni- transzlokacidt hordoz6 ndvények
N- sdvozasa soran kromoszdma- és fajspecifikus mintazatot figyeltiink meg a transzlokaciot
hordoz6 kromoszoéman. A kromoszdéma rovid karja a centromérandl erds heterokromatikus
festddést mutatott. A hosszll karon centroméranal €s intersticialis helyzetben azonositottunk
savokat a festést kovetden. Az egyes savok mintazata és specifikus elhelyezkedésiik alapjan
meghataroztuk, hogy a transzlokéaciot hordoz6 kromoszéma kialakitdsaban a 2BL bliza
kromoszoma hossza és a 4HS arpa kromoszdéma rovid karja vett részt. Eredményeinket a
kés6bbiek soran Giemsa C-savozassal is igazoltuk (17. abra).
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17. abra. A CF-t hordozé ndvény kromoszémai Giemsa C-savozéds utan. A nyilak a
4HS-2BL transzlokacids kromoszomakat jeldlik.

Buza-arpa transzlokaciok kialakulasahoz sziikséges a két genom kromoszomainak
parosodasa, amelyrdl az irodalomban kevés adat all rendelkezéstinkre (Molnar-Lang és
mtsai 2000). Az SBL buiza kromoszoéman elhelyezkedd Phl gén mikddését kiiktatva Islam
és Shepherd (1988) 4.5%-os parosodast figyeltek meg az arpa 2HS telocentrikus
kromoszoméja és a homeolog buza kromoszomak kozott. Diteloszomas bliza-arpa addicios
vonalak buzaval torténd keresztezésekor rekombinansok kialakulasat tapasztaltak 1.4%-ban
6HL és 1.1%-ban 3HL arpa kromoszomakra (Islam és Shepherd 1992). A rekombinansokat
biokémiai markerek segitségével izolaltak az arpa karon eléfordul6 izoenzim jelenlétének
vizsgalataval.

A buza és az arpa genomok kozott eléfordulo strukturalis atrendezddések azonban nem
minden esetben mutathatok ki kiilonbozé izoenzimek tesztelésével a kérdéses
kromoszoémakon. Genomikus in situ hibridizacioval olyan rovid, idegen fajbol szarmazo
DNS szakaszok is megfigyelhetok a bliza genomjaban, amelyek nem hordoznak izoenzim
lokuszokat vagy jellegzetes €s a kromoszomak azonositasara alkalmas N-, illetve C-savokat
(Jiang ¢és Gill 1994). A kisérletliinkben vizsgalt 1., II. és III. tipusu buza-arpa
transzlokacioknal az arpa genombol szarmazé DNS szakaszok nem mutattak jellegzetes
mintazatot N-savozas utan.

Irodalmi adatokbol jol ismert, hogy szdvettenyésztés és ionizald sugarzas hatasara a kezelt
ndvények utddaindl nagy szamban eléfordulhatnak kromoszoma torések (Larkin és
Scowcroft 1981, Friebe és mtsai 1996).

Faj- és nemzetséghibridek szovettenyészetben torténd regeneracioja utan az utodok kozott
intergenomikus transzlokaciok kialakulasat figyelték meg (Lapitan és mtsai 1984, Jiang és
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mtsai 1994b). Triticum aestivum L. és T. durum Desf. -Dasypyrum villosum L. amfiploid
kozotti hibridek szovettenyészetben regeneralt utddainal nagy szamu buza-D. villosum L.
transzlokaciokat mutattak ki genomikus in situ hibridizaciéval (Li és mtsai 1999).
Thynopyrum intermedium -bol szarmazé kromoszoma szegmentumokat épitettek at a buiza
genomjaba sejtkultura alkalmazasaval és igy szamos rekombinans vonalat allitottak el
(Banks és mtsai 1995). Eredményeink megegyeznek az irodalmi adatokkal, mivel a
megfigyelt o6t eltérd tipusi buza-arpa transzlokaciéo kialalulasa valoszinlileg a
szdvettenyésztés kovetkezménye.

Megallapithato, hogy a szdvettenyésztés az ionizald sugarzashoz hasonloan véletlenszert
kromoszoma toréseket okoz, amely nem kompenzald tipust transzlokaciok kialalulasahoz
vezet. Kisérletiinkben 4HS-2BL centrikus fazidt sikeriilt azonositanunk, a tobbi altalunk
vizsgalt buza-arpa transzlokaciorol még nem tudjuk, hogy kompenzalé tipustiak-e vagy sem.
Koba és mtsai (1997) az SBL bliza kromoszdma hosszu- és a 7HS arpa kromoszéma révid
karja k6zotti nem kompenzalé tipust centrikus fiziot azonositottak C-savozassal.

A buza-arpa transzlokacidés vonalak hatékonyan felhaszndlhatok az 4arpa genom
térképezéséhez, mivel az arpa kromoszéma szakaszok a buza genomjaban helyezkednek el
(Endo és mtsai 1998).

4.2.3. 1BL/1RS buza-rozs transzlokiciét tartalmazé martonvasiri buza fajtak
vizsgalata GISH-el

Tizendt eltérd siitdipari mindségi adatokkal rendelkezé martonvasari nemesitésii buza fajtat
vizsgaltunk genomikus iz situ hibridizacioval (GISH) azzal a céllal, hogy megallapitsuk van-
e kiilonbség az egyes fajtak esetében az 1BL/1RS bliza-rozs transzlokacié méretében. Az
altalunk tesztelt tizendt martonvasari buza genotipus mindegyikének 3-5 ndvényében,
egyenként 6-12 sejtjében vizsgdltuk az 1BL/IRS transzlokacio jelenlétét, illetve a
kromoszoma karok hosszat és egymashoz viszonyitott aranyat.

Ismert, hogy a rozsbdl szdrmazoé génkomplexum bizonyos mértékben kedvezotlen hatassal
van a liszt siitdipari mindségére (Bedd és mtsai 1993). Azt feltételeztiik, hogy a jobb
mindségi tulajdonsagokkal rendelkez6 martonvasari buza fajtdkban a korabban beépiilt rozs
kromoszdéma kar egy szakasza (o-secalint hordozo DNS szakasz) eliminalodott.

Idegen DNS szegmentumok kimutatasara legalkalmasabb modszerek az RFLP, GISH és
FISH. Az RFLP magas koltsége miatt a ndvénynemesitok és a novénygenetikusok leginkabb
az in situ hibridizaciés technikakat részesitik elonyben idegen eredeti DNS
tanulmanyozasara a biiza genomjaban (Jouve és mtsai 1998).

Portokokbol készitett preparatumokon, 6tven pollen anyasejtben (PMCs) tanulmanyoztuk
az 1BL/1RS buza-rozs transzlokaciot hordozo kromoszéma és a buza kromoszomak kozotti
parosodast.

A buiza kromoszoémak hagyomanyos koriilmények k6zott 21 gylirii bivalens konfiguracios
format alkotva parosodnak egymassal meiozis I. metafazisaban. Néha megfigyelhetd nyilt
bivalens kromoszoémak kialakulasa is.

61



18. abra. Az 1BL/1RS transzlokacio kimutatdsa meiozis I. metafazisdban. A rozs DNS
elhelyezkedését nyilak jelzik, a buza kromoszomak DAPI-val kontraszfestettek (b,d abra).

Az altalunk vizsgalt sejtek 78%-aban az 1RS rozs kromoszoma kar zart gytirtit alkotott a
bluza kromoszémaval (18a,b abra), mig 22%-ban azonositottunk nyilt bivalens
kromoszomakat, amelyek a rozs kart tartalmaztak (18c,d abra). Az 6tven sejt koziil 1-nél
trivalens kromoszoma konfiguraciot figyeltiink meg, amely az 1RS rozs kart is hordozta.
Zeller (1973) keresztezéseket végzett az 1BL/IRS transzlokaciot heterozigota és homozigota
formaban hordozo6 valamint euploid buza vonalak kdzott. A transzlokaciot heterozigota
formaban hordozo vonal és a buiza kromoszoémak osztodasanal a meiozis I. metafazisaban
heteromorf bivalens kromoszoma parok alaluktak ki a 20 gytir( bivalens kromoszoéma par
mellett. A homozigodta transzlokacids vonal euploid buzaval visszaekeresztezve 21 gytri
bivalenst alkotott a sejtosztodas soran. 1BL/1RS transzlokaciot hordoz6 vonalat keresztezett
D.Nagy ¢és Molnar-Lang (2000) Triticale-val, akik a PMCs-ek vizsgalata soran trivalenseket
¢és quadrivalenseket is azonositottak, amelyek tartalmaztak az 1RS rozs kromoszoma kart.
Az altalunk megfigyelt kromoszoma parosodasi adatoknal nagyobb szoras figyelheté meg,
ami a fajtak eltéré genetikai hatterének eltérésébdl adodhat.

Az o0szto6do gyokércsucsokbol készitett preparatumokon végzett genomikus in situ
hibridizacio (GISH) utan megallapitottuk, hogy az 1BL/1RS buza-rozs transzlokacid
hasonl6 méretii volt az altalunk vizsgalt fajtak mindegyikénél. A NOR régio és igy a szatellit
is jol megfigyelhet6 ¢és elkiilonithetd volt az 1RS rozs kromoszoma karon. A transzlokacios
toréspontot minden esetben a centoméranal figyeltiik meg (19. abra). A transzlokacioban
szerepld 1RS rozs karon beliil torténhetett genetikai atrendezédés, amely GISH-el nem
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mutathatoé ki. Eredményeink az irodalmi adatokkal dsszhangban allnak, szamos szerzé
kiilonb6z6 buza vonalak in situ hibridizacios (ISH) vizsgalata alapjan hasonlé megfigyelést
tett.

Mv-1485 Fatima Mv17 Mv23

19. abra. Az 1BL/IRS kromoszéma GISH utan kiilonbdz6 martonvasari genotipusokban.
A nyilak a centromérat és a NOR régiot jelzik.

Hat kiilonb6z6, 1BL/1RS buza-rozs transzlokaciot hordozo bliza genotipust vizsgaltak
Heslop-Harrison és mtsai (1990) GISH-el. Megfigyelték, hogy a beépiilt rozs kromoszéma
kar mérete hasonlo volt az egyes fajtaknal. Lapitan és mtsai (1986) eltéré genotipusok GISH
elemzésénél megallapitottak, hogy az egyes fajtak a Robertsoni transzlokacio teljes 1RS rozs
kromoszoéma karjat hordoztak.

Merker (1982) megallapitasa szerint az 1RS rozs kromoszéma kar szatellitje vagy a
masodlagos befliz6dés nem figyelhetd meg a buza genomban. A normal (1BL/IRS
transzlokacio nélkiili) buza genotipusok négy szatellites kromoszoémaval rendelkeznek (1B
¢és 6B). Szamos szerz6 megfigyelte és a szatellittel rendelkezé kromoszomak szdma alapjan
hatarozta meg a transzlokacié jelenlétét kiillonbozé buiza genotipusokban (Zeller 1973,
Merker 1982, Berzonsky és mtsai 1991). Az altalunk tapasztaltak eltérnek az irodalmi
adatoktol, mivel kisérletiinkben az 1RS rozs kromoszoma kar masodlagos befiizdédése
minden vizsgalt fajtanal megfigyelhetd volt, ami nagy valoszintiséggel az eltérd genetikai
hattér kovetkezménye lehet.

Az 1BL/IRS buza-rozs transzlokaciot hordozo buza fajtak fehérje vizsgalatai soran
megallapitottak, hogy a liszt siitdipari mindségére az 1RS rozs kromoszéma rovid karjan
lokalizalt m-secalin hat a legkedvezdtlenebbiil (Dhaliwal és MacRitchie 1990). Ehhez jarul
az o- és y gliadinok, illetve a kismolekula-stlyt guletenin gén alegységek hidnya, amelyek
az 1BS buza rovid karon lokalizaltak (Lookhart és mtsai 1991). A fent emlitett
génszekvencidk rozs karon torténd pontos elhelyezkedésének ismeretében eldallithatok
olyan buza vonalak, amelyek a w-secalin kodolé szekvencidjat nem hordozzak (Millet €s
Feldman 1993). Ezen megfigyelések figyelembevételével megallapithato, hogy a
transzlokacion beliili esetleges DNS szekvencidkban tortént atrendezédések részletes
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tanulmanyozasdhoz sziikséges a blza genomba beépiilt rozs DNS mennyiségi
meghatarozasa. Sajat és irodalmi adatok alapjan elmondhato, hogy a GISH - amellett, hogy
a legalkalmasabb molekularis citogenetikai modszer rozs DNS kimutatdsara a buza
genomban - nem szolgaltat pontos informaciot a transzlokalddott rozs karon belill tortént
esetleges molekularis szintii valtozasokrol.

Fluoreszcens in situ hibridizacio modszerét (FISH) alkalmaztak Jiang és mtsai (1994a)
észak-amerikai buza genotipusok vizsgalatdhoz az 1AL/IRS buza-rozs transzlokacid
kimutatasara. Megfigyelték, hogy a fajtak a teljes 1RS rozs kromoszoma kart tartalmaztak.
A transzlokacio jelenlétét tanulmanyoztak Mujeeb-Kazi és mtsai (1996) durum buza
genotipusok visszakeresztezett utodai kozott. Megallapitottak, hogy az 1RS rozs
kromoszéma kar strukturalis atrendez6dés nélkiil adodott at a vizsgalt utddok genomjaba.

Kiilonboz6 DNS probak ugyanazon kromoszémahoz torténd hibridizaciojaval FISH
technikaval vizsgalhato a kromoszoma karok DNS tartalmanak atrendezédése. PCR in situ
alkalmazasaval (PCR-ISH) lehet6ség nyilt low-copy DNS szekvencidk kimutatasara az
egyes kromoszomakon (Gosden 1997).

Wang és mtsai (1998) munkajukban biokémiai, molekularis és citogenetikai modszerek
kombinaciojaval tanulmanyoztak a biiza genomjaba beépiilt rozs DNS szakasz mennyiségét
és elhelyezkedését. Megallapitottak, hogy az 1RS rozs kromoszéma hosszu karjanak egy
szegmentuma disztalisan transzlokalodott a biiza kromoszomahoz. Rozs-specifikus probaval
mutattak ki a rozs kromatint a buza genomban és molekularis probak segitségével hataroztak
meg az interkalaris transzlokaciéo méretét.

A fentiek alapjan megallapithatd, hogy genomikus in situ hibridizacios vizsgalatok
segitségével nem adhatd pontos magyarazat az altalunk elemzett tizenét 1BL/1RS buiza-rozs
transzlokaciot hordozo genotipus kozotti siitdipari mindségi értek kiilonbségekre. A valasz
igy az irodalmi adatok k6zott, illetve az egyes fajtak eltérd genetikai hatterében keresendo.

Kiilonboz0 siitbipari paramétereket vizsgaltak a transzlokaciot stabilan 6rokitd és a rozs kart
nem tartalmazo fajtaknal (Johnson és mtsai 1999). Megallapitottak, hogy a lisztmindséget
negativan befolyasolo, korabban az 1BL/IRS transzlokacio jelenlétének tulajdonitott
hatasok egy része a transzlokaciot hordozo fajtak genetikai hatterének kdszonhetd. Martin
¢és Carrillo (1999) kisérleteikben megfigyelték, hogy a tesztelt fajtak mindségi tulajdonsagai
fliggtek a genetikai hattértdl.

A keresztezési programokban szereplé genotipusok milyensége nagy hatassal lehet az uj,
buza-rozs transzlokaciot hordozo fajtak siitdipari paramétereire. A valtozatos és széles
genetikai hattér, egzotikus szarmazasu vonalak felhasznalasa a keresztezési programokban
hozzéjarul 1j, produktiv, rezisztens és jo mindségi tulajdonsagokkal rendelkez6 fajtak
eléallitasahoz (Lang és Bedd 1994).
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4.3.UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. A buza rokonsagi korébe tartoz6 fajok koziil molekularis citogenetikai médszerekkel
elemeztiik az Aegilops cylindrica Host. tetraploid vadbiiza faj genomszervezddését. Az
eltéré szarmazasi helyti Ae. cylindrica Host. genotipusok vizsgalata soran harom eltérd
tipust intergenomikus transzlokaciét azonositottunk.

2. Az Ae. cylindrica Host. faj kromoszomadin térképeztiik a pSc119, a pAsl, a pTa71 és
a pTa794 DNS klénokat.

3. A Martonvasaron az 6szi buza genomjaban eléallitott buza-arpa diszomas addicids
vonalakban C-savozassal azonositottuk a 2H, valamint a 6H arpa kromoszémakat.

4. A buza-arpa hibridekb6l Martonvasaron eldallitott ot kiillonb6zé buza-arpa
transzlokacio koziil a centrikus fuzidban azonositottuk a buza és az arpa kromoszéma
karokat egymast kovetd N-sdvozassal és genomikus in situ hibridizacidval.
Megallapitottuk, hogy a CF a 2B buza kromoszéma hosszi karja és a 4H arpa
kromoszoma révid karja kozott jott 1étre.

5. Meghataroztuk tizenot Martonvasaron nemesitett buzafajta altal hordozott 1BL/1RS
bliza-rozs transzlokacié méretét genomikus in situ hibridizacioval. Megallapitottuk,
hogy a transzlokaci6 stabil és a teljes 1RS rozs kar megtalalhat6 az altalunk vizsgalt
fajtak genomjaban.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

1. Ot eltérd szarmazasi helyli Aegilops cylindrica Host. vonal genomikus in situ
hibridizacioval végzett vizsgalata soran harom vonalnal intergenomikus transzlokaciot
azonositottunk. A harom transzlokacio kiilonbozé kromoszomakat érintett az egyes
vonalak genomjaban. Kialakulasuk valdsziniileg az eltérd foldrajzi koriilményeknek,
valamint a kiilonb6z6 mikroklimatikus viszonyoknak koszonhet6. A tetraploid és a
hexaploid Aegilops fajok genomszervezddésének tovabbi részletes molekularis
citogenetikai vizsgalata feltétleniil indokolt, mivel a vadbliza fajok a buizanemesités
szamara jelentds géntartalékot képeznek. Felhasznalasuk csak az egyes genomok alapos
ismeretében lehet igazan hatékony és pontosan nyomon kovethetd.

2. A buza és az arpa genomok sikeres keresztezésével lehetéség nyilik az arpa egyes
kedvezd tulajdonsagainak atépitésére a buza genomba. Addiciés vonalak eléallitasaval
kozvetleniil viheték 4t agronomiailag hasznos tulajdonsagokat ellenérzé gének a
termesztett buza genomjaba. Az addicids vonalak a kés6bbiek soran alkalmasak
lehetnek célzott transzlokaciok eléallitasara. Az altalunk azonositott 0j diszomas
addicios vonalak az 8szi biza genomban tartalmazzak az arpa kromoszomakat.
Tervezziik tovabbi arpa kromoszoma parokat hordozo addiciés vonalak kivalogatasat,
amelyhez molekularis citogenetikai modszereket hasznalunk fel. Vizsgalni kivanjuk a
kozeljovében az addicionalt arpa kromoszomakon lokalizalt gének expresszidjat a buza
genomjaban, valamint hatasukat a buza egyes morfologiai és agronomiai
tulajdonsagaira.

3. A Martonvasaron eldallitott buza-arpa hibridek szovettenyészetben regeneralt utddainal
transzlokaciok kialakulasat figyeltiik meg. A kompenzalo transzlokaciok lehetdve teszik
a buza és az arpa kromoszomak kozti homeoldgia tanulmanyozasat. A késébbiekben
a még altalunk nem azonositott transzlokaciok részletes vizsgalatat specifikus DNS
markerek felhasznalasaval végezziik. Megkezdtiik mikroszatellit —markerek
alkalmazasat, illetve kiilonboz6, az arpa genombol szarmazo specifikus DNS probak
térképezését a transzlokaciot hordozé kromoszomakon. Vizsgalni kivanjuk a
transzlokalodott arpa kromoszoéma szegmentumok hatasat a buza agronomiai
tulajdonsagaira. A transzlokaciok az arpa fizikai térképezésében is felhasznalhatok.
Tervezziik tovabbi 0j transzlokaciok eldallitasat azzal a céllal, hogy az arpa genombol
hasznos tulajdonsagokat (pl. koraisag) épitsiink be a biiza genomjaba.

4. Az IBL/1RS buza-rozs transzlokaciot tartalmazé martonvasari buza fajtak genomikus
in situ hibridizacioval tortént vizsgalata soran megallapitottuk, hogy a fajtak
mindegyike hordozza a teljes 1RS rozs kart. A liszt siitéipari mindségi tulajdonsagait
kedvezdtleniil befolyasold w-secalin allél valdszintileg tovabbra is jelen van az dltalunk
vizsgélt genotipusok kromoszoma készletében. Az egyes fajtak eltérd siitdipari
mindsége a genetikai hattér variabilitdsa kdvetkeztében alakult ki, illetve lehetséges,
hogy az 1RS rozs kromoszéma karon intragenomikus atrendezddés kovetkezett be.
Molekularis citogenetikai modszerekkel (FISH) faj- és kromoszoéma specifikus DNS
klénok térképezhetdk a transzlokacids kromoszoman. Az egyes DNS probak specifikus
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elhelyezkedése alapjan az esetleges kromoszoman beliil tortént atrendezédések is
kimutathatok és pontosan nyomonkdvethetok.
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6. OSSZEFOGLALAS

A buzatermesztés hazankban meghatdroz6 jelentségli. A Triticeae torzsbe tartozod
ndvényfajok hatalmas géntartalékot képviselnek, amelyek a ndvénynemesitésben
felhasznalhatok. A termesztett buza rokonsagi koréhez tartozo fajok a buzéaval jol
keresztezhetdk, igy a kedvezd agrondmiai tulajdonsagokért felelds géneket hordozo
alapanyagok a novénynemesités szamara fajkeresztezésekkel eldallithatok. Kiillonbozo
molekuléris citogenetikai modszerek alkalmazasa lehetévé teszi az utddnemzedékek
genomjaban a beépiilt kromoszémak és kromoszdma szegmentumok kimutatasat és pontos
nyomonkdvetését.

A poliploid vadbuza fajok genomfelépitésének részletes molekularis citogenetikai
tanulmanyozasa lehetdvé teszi, hogy az agrondmiailag hasznos gének, gén csoportok
iranyitottan és hatékonyan épiiljenck be a buza genomjaba. Meghataroztuk az Aegilops
cylindrica Host. tetraploid faj genomszervezddését molekuldris citogenetikai modszerek
(GISH, FISH) felhasznalasaval és a faj egyes vizsgdlt vonalaindl intergenomikus
transzlokaciokat figyeltiink meg.

A buza és az arpa két fontos gabonafélénk, amelyek hibridizalasa 0j lehetdségeket teremthet
a novénynemesités szamara. Megfeleld technikak alkalmazéaséaval a bliza és az arpa genom
kis gyakorisaggal keresztezhetd.

A szovettenyészetben regeneralt hibridek utddainal a két genom kromoszomai kodzott
kialakult transzlokaciok figyelhetdk meg. Az eldallitott utdédok sorozatos
visszakeresztezésével kiillonbozé arpa kromoszomaékat tartalmazd addicids sorozatok
hozhatok 1étre a buza genomjaban.

A Martonvasaron eldéallitott 6t kiillonbozd buza-arpa transzlokaciot egymast kovetd N-
sdvozassal és GISH-el elemeztiik. Megallapitottuk, hogy a centrikus fizioban a 2B buza
kromoszoma hosszu, és a 4H arpa kromoszoma rovid karja kdzott jott 1étre transzlokacio.
A tobbi transzlokéacidban az arpa kromoszoma szegmentumok nem hordoztak jellegzetes N-
sdvokat, ezért azonositasukhoz tovabbi molekularis genetikai médszerek alkalmazasa
sziikséges.

Az 06szi buza genomjaban eldallitott arpa diszomdas addicidés vonalakban az arpa
kromoszomakat Giemsa C-sdvozassal azonositottuk (2H, 6H).

Magyarorszagon a koztermesztésben 1évo buzafajtdk nagy szazalé¢ka hordozza az 1BL/1RS
blza-rozs transzlokaciot, amely kedvezd agrondémiai tulajdonsagokért felelos
génkomplexumot tartalmaz, de rontja a liszt siitdipari mindségét. A liszt siitéipari mindségi
tulajdonsagait kedvezdtleniil befolyasold génlokusz kiiktatasaval és a hasznos tulajdonsagok
megtartasaval felmertil a lehetdsége 11j genetikai alapanyagok eldallitasanak.

Eltéré siitdipari tulajdonsdgokkal rendelkezd martonvasari nemesitésti buzafajtak
molekularis citogenetikai vizsgalatai soran megallapitottuk, hogy az egyes genotipusok a
teljes 1RS rozs kart hordoztak. Az elemzett fajtak liszt mindségbeli eltérései valosziniileg
a fajtak kiilonb6z6 genetikai hatterének kovetkezményei.
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SUMMARY

Wheat production has a decisive role in Hungarian agriculture. Related species of wheat
represent a great reservoire of useful traits that can be exploited for wheat improvement.
Wild wheats can be successfully crossed with bread wheat and the most favourable traits can
be transferred to the wheat genome. The utilization of different molecular cytogenetic
methods makes it possible to detect and follow the alien DNA in a wheat background.
Studies on the genome organization of polyploid wild wheats make the controlled and
efficient transfer of useful agronomical traits to the wheat genome possible.

The standard karyotype of tetraploid Aegilops cylindrica Host. has been determined using
molecular cytogenetic techniques (GISH, FISH) and intergenomic translocations among the
investigated lines of Ae. cylindrica have been detected.

Wheat and barley are both important crops in Hungary. Hybridization between these two
species opens up new possibilities for plant breeders. Testing different barley varieties with
molecular genetic methods could help to select the best genotypes for wheat-barley crosses.

Using appropriate techniques, hybridization between the wheat and barley genomes is
possible. Plants regenerated from tissue culture may carry translocations between wheat and
barley chromosomes. Backcrosses of the progenies of wheat-barley hybrids are suitable for
selecting barley disomic addition lines.

Sequential N-banding GISH technique was used to analyse five different wheat-barley
translocations produced in Martonvasar and a 4HS-2BL barley-wheat centric fusion was
detected. Due to the lack of specific bands the other translocations need further analysis
using various molecular methods to identify the wheat and barley chromosomes involved
in the translocations.

New 2H and 6H barley disomic addition lines in a winter wheat genome have been
successfully identified using Giemsa C-banding technique.

A high percentage of the wheat varieties in Hungary carry the 1BL/IRS wheat-rye
translocation. The translocation is responsible for useful agronomical traits but has a
negative impact on flour quality. The development of wheat lines carrying this useful gene
complex but without the negative agronomical traits could be beneficial for wheat breeding.
Using molecular cytogenetic method it has been established that fifteen Martonvasar wheat
varieties with different flour quality parameters carry the whole 1BL/IRS wheat-rye
translocation. The differences between the flour quality parameters probably originate from
the diverse backgrounds of the varieties.
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