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1. A MUNKA ELOZMENYEI, A KITOZOTT CELOK

A buza termésmennyiségét az abiotikus stressz faktorok, kiilondsen a szarazsag, jelentdsen
csokkentik. A termesztett blza ellendlld képességének fokozasa lehetséges olyan interspecifikus
transzlokaciok elddllitasaval, melyek révén a vad kecskeblza (Aegilops) fajok hasznos agrondmiai
tulgjdonsagait kddol6 kromoszéma szegmentumait épitj ik be a blza genomjéba.

A buza-Aegilops interspecifikus transzlokéaciok |étrehozésa soran genomi in situ hibridizécio (GISH)
alkalmazasaval lehet0ség nyilik a bliza genetikai héttérben 1évo idegenfaji kromoszdmak mennyiségében
és szerkezetében bekovetkezett valtozésok nyomon kovetésére.

Az interspecifikus transzlokaciok elddllithatok a homeoldg kromoszomak kozt kivaltott rekombinacid
segitségével ésionizlo sugérzéssal kivaltott random kromoszéma torések révén.

A termesztett blza szérazsagtlirésének javitésdra a vad kecskeblza Ae. biuncialis géndllomanya
potencidisan alkalmas lehet. A dolgozat az Ae. biuncialis génforrasként valo alkalmazésat mutatja be e
tavlati cél érdekében. Az egyes fejezetekben igazoltuk az Ae. biuncialis genotipusok széarazsagtlirését,
majd kimutattuk e tulajdonsagok megnyilvanulését blza genetikai héttérben is. A kovetkezO |épésekben
el0szor kidolgoztuk az Ae. biuncialis és a blza kromoszomédk megkuilonboztetésére alkamas GISH
modszerét, majd ezt tovabbfejlesztve multikolor GISH-el (mcGISH) lehetdvé tettik az Ae. biuncialis UP
és M° valamint a bliza kromoszémak egyidegjli kimutatasat. Végezetil T. aestivum-Ae. biuncialis
interspecifikus transzlokéciokat dlitottunk el6 a homeoldg rekombinécidt kivalté mutansok és ionizdld
sugarzas segitségével, melyeket a kidolgozott GISH és mcGISH technikakkal mutattunk ki.

1.1. Az Ae. biuncialis, mint a termesztett buza szarazsagtiirésének novelésére alkalmas
potencialis génforras

A buza (Triticum aestivum L., 2n=6x=42, AABBDD) Foldiinkon az egyik legelterjedtebb
gabonaféle, mely kitiintetett szerepet jatszik Magyarorszag és az Eurdpai Unid élelmiszer ellatasaban.
Termésmennyis€gét a szarazsag, és a kiillonb6zd ndvény betegségek jelentdsen csokkentik. A globalis
klimavaltozassal kapcsolatos eldrejelzések szintén az abiotikus és biotikus stressz hatdsok egyre
fokozottabb megjelenését josoljak. Eppen ezért a buzanemesités mai irdnyvonalat mar nem csak a nagy
terméshozam biztositasa, hanem az ellendlld buzafajtdk nemesitése is adja. A termesztett buza abiotikus
¢s biotikus stresszekkel szembeni ellendllo képességének fokozéasara az egyik lehetséges modszer a
buzéaval rokon, vad fajok hasznos agrondémiai tulajdonsagainak atvitele faj és nemzetségkeresztezés révén.

A hexaploid btza potencidlis génforrasaiként megjeldlhetd idegen fajok genom szervezddésiik
alapjan harom csoportot alkotnak (Friebe et al. 1996). Az elsddleges génforrasok kozé tartoznak a
buzédval homoldég kromoszémakat tartalmazé fajok (a Triticum aestivum L. tajfajtai, a T. turgidum L.,
valamint a biza A és D genomjanak donor fajai, a 7. monococcum L., T. boeticum Boiss., T. urartu
Tumanian ex Gandilyan, és az Aegilops tauschii Coss.). Masodlagos génforrasok kozé a Triticum és
Aegilops fajok tartoznak, mivel genomjuk nagymértékii homoldgiat mutat a buzdhoz képest (T.
timopheevii Zhuk. ssp. timopheevii és ssp. armeniacum Jakubz., valamint az Aegilops nemzetség Sitopsis
szekcidjaba sorolt, S genommal rendelkezd fajok). A buza harmadlagos génforrasai korébe azok a fajok
tartoznak, amelyek bar keresztezhetdek a buzéaval, azzal homoldég genomokat nem tartalmaznak (pl.
Hordeum, Secale és Thinopyrum fajok). Az Aegilops nemzetségbe 11 diploid, 10 tetraploid és 2
hexaploid faj tartozik (Van Slageren 1994). Mindeziddig az Aegilops fajokbdl jelentds szamu rozsda,
lisztharmat, cisztaképzO fonalféreg, gyokérgubacs fonalféreg, hesszeni légy és zold gabonalevéltetii
rezisztencia gént vittek at a termesztett buzaba. Ugyanakkor kevés sikerrel tudtdk a kenyérbuza abiotikus
stressz tlrését javitani az Aegilops fajokkal végzett idegen faju keresztezés révén, bar szamos faj
potencidlis génforrast jelenthet a blza szadmara a szdrazsag-, sostresszel ill. fagydssal szembeni
védekezésben. A buzanal jobb szarazsagtiirésii vonalakat talaltak az Ae. tauschii, az Ae. sharonensis Eig.,
az Ae. longissima Schweinf. Muschl., az de. triuncialis L. és az Ae. geniculata Roth. fajokban. Az U és
M genommal rendelkezd allotetraploid Aegilops fajok koziil az Ae. neglecta Req ex Bertol. so- és
fagytiirése, az Ae. geniculata s6- és szarazsagtlirése ismert.

Az Aegilops biuncialis Vis. egy éves, M®M°UU® genommal rendelkezd, allotetraploid faj (2n = 4x
= 28). Regisztralt éohelyeinek évi csapadék mennyisége 225-1250 mm kozt véltozik. Az igen eltérd
klimatikus viszonyok mellett val6 el6fordulsa a biotikus és abiotikus stresszekkel szembeni j6 ellendlld
képességet feltételez afaon belll. Ezzel 6sszhangban a faj egyes genotipusaiban rezisztencia mutattak ki
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az arpa sarga torpeség virussal szemben és vannak utalasok a jo fagy- és sotlirésére is. Ugyanakkor
hianyosak az ismereteink az Ae. biuncialis génbankokban fellelhetd genotipusainak szérazsag tlirésérol.

Céul tliztik ki néhany eltéro csapadékellatottsagli éléhelyrdl szarmazd Ae. biuncialis vonal
szarazsagtiirésének elemzését és Osszehasonlitasat a buzaval, mely el@segitené az Ae. biuncialis
génforrasként valo felhaszndlasat a blza szarazsagtlirésének novelésére. A szarazsagtliréssel
kapcsolatos fiziologiai vizsgalatok segitségével azt is tesztelni kivanjuk, hogy a buza genetikai
hattér ben megjelend Ae. biuncialis kromoszdmak javitjak-e |étr enozott vonalak szar azsagtiir ését.

1.1. Az Aegilops biuncialis U" és M" kromoszomainak kimutatasara szolgalé6 GISH technika
kidolgozasa

Az interspecifikus transzlokaciok eléallitasa hossza évekig tartd folyamat, melynek soran az egyes
generaciokban nyomon kell kdvetni az idegen kromoszémak szdmaban és szerkezetében bekovetkezett
valtozasokat. A buza genomba beépiilt idegen faju kromoszéma szegmentum kimutatdsa, azonositasa,
valamint a beépiilés helyének ¢és a transzlokédcios toréspontok pontos meghatirozidsa segithet
megallapitani az atépiilt idegen kromatin méretét. A transzlokacios toréspontok helyzete akkor lehet
kiilondsen fontos, ha kiilonb6zd okok miatt (pl. nem kivant agrondmiai tulajdonsidgok jelenléte)
csokkenteni kell az integralodott idegen kromatin mennyiségét. Az idegen fajii transzlokaciok
kimutatasdra kivaloan alkalmas a genomi in situ hibridizacié (GISH) modszere (Schwarzacher et al.
1989; Le et al. 1989). Segitségével megkiilonboztethetdek a kiilonbozo sziildi fajokbdl szarmazo, illetve
(allopoliploid fajok esetén) a kiilonb6z6 genomokhoz tartozd kromoszomak az eltérd szinli hibridizacios
jel alapjan. A GISH sordan a kimutatni kivant sziil6partner (-ek) teljes genomi DNS-ét hasznaljak
hibridizacids probaként. Az idegen kromatin kimutatdsa szempontjdbdl rendkiviil kritikus a proba
mindsége, a hibridizacids keverék Osszetétele, a hibridizacid koriilményei és az azt kovetd mosasi
Iépések. A hibridizacios keverék Osszetételét befolyasolja a megkiilonboztetni kivant genomok kozotti
hasonlosag. Minnél nagyobb a homolodgia az egyes genomok kozott (pl. buza-Aegilops fajhibridekben és
szdrmazékaikban), annal nagyobb valoszinliséggel hibridizalhat a proba DNS a kimutatni nem kivant
(buza) genomokhoz. A nem-specifikus hibridizacié elkeriilése érdekében a jeldlni nem kivant buza
kromoszomakat jeloletlen buza DNS-el blokkoljak. A buza és az idegen faj rokonsagi viszonyaitdl
fliggden a blokkolé DNS mennyisége tag hatarok kozt valtozhat.

Genomi in situ hibridizaci6 segitségével sikerrel mutattak ki buza genetikai hattérben arpa, rozs, Ae.
uniaristata, Ae. ventricosa, Ae. comosa és Ae. geniculata kromoszémékat illetve kromoszéma
szegmentumokat (Molnar-Lang et a. 2000).

A genomi in situ hibridizacio tovébbfejlesztett vatozata a multikolor genomi in situ hibridizacié
(mcGISH), melynek soran két vagy tobb kiilonbdzOképpen jeldlt genomi DNS probét alkalmaznak. A
tobb eltérGen jel6lt proba alkalmazasaval n6 a kimutatas érzékenysége, masrészt |lehetbvé valik egyszerre
tobb genom vizsgdlata, killonosen intergenomikus kromoszoma é&trendezOdések esetében. McGISH
segitségével a rozs kromoszomak és buza-Haynaldia villosa transzlokéaciok pérhuzamosan is
kimutathatoak. Taldunk példakat a hexaploid blza genomjainak egymés mellett torténd kimutatasa,
valamint az egyes bluza genomok és valamely idegen fagju kromatin parhuzamos kimutatasara biza buza-
rozs hibridekben, valamint blza-Thinopyrum intermedium részleges amfiploidokban. Szintén sikeresen
mutattak ki az Ae. ovata (més néven Ae. geniculata) U° és M° genomjé durum blza —Ae. ovata
amfiploidokban. Ugyanakkor mostanaig nincs informacio az Ae. biuncialis U? és MP genomjainak
egymas mellett torténd kimutatasardl és megkil onboztetésiikrél a hexaploid blza genomjaitdl.

Célul tliztik ki az Ae. biuncialis UP és MP kromoszémainak kimutatasara szolgdlé GISH
technika kidolgozasat, reakcio feltételeinek (pl. proba/blokkol6 DNS arany, a hibridizacio
homérséklete, a mosasi |épések ideje stb.) optimalizdlasat, annak érdekében, hogy miné
pontosabban ki tudjuk mutatni az Ae biuncialis kromoszomak szegmentumok jelenlétét a buza
genomban.

1.2. Buza-Aegilops biuncialis interspecifikus transzlokaciok létrehozasa

Idegen faju transzlokaciok eldallitasara szolgald modszerek elsd csoportja homeoldg rekombindciok
eldallitasara iranyul. Homeolog rekombindcid két kiilonb6zd, de azonos homeolog csoportba tartozo
kromoszéma kozt alakul ki a meidzis folyaman. Mivel egy adott homeoldg csoporton belill a
kromoszomak génsorrendje kdzel azonos, ezért bizonyos kromoszéma szegmentumok jol helyettesithetik
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egymas hatasat. Ezek alapjan a buza és egy idegen faj homeolég kromoszomai kozt 1étrejott
transzlokaciok esetén a kiesd buza kromoszéma szegmentum hatdsit jol kompenzéilhatja az idegen
kromoszéma szegmentum. Az allohexaploid buzéban a meidzis folyamén csak a homoldg kromoszoémék
parosodnak, majd rekombinaldédnak egymassal, mig az A, B és D genomokhoz tartoz6 azonos homeolog
csoportba tartozd kromoszomak szinte sohasem (Riley és Law 1965). Ez a diploidszerii meiozis jelleg
egy Osszetett genetikai rendszer altal szabalyozott, melyben a homeoldg parosodast gatldo Phl (az 5B
kromoszéma hossza karjan) 16kusz a legerdsebb hatast (Sears 1976). A buza Ph rendszere azaltal, hogy
meggatolja a homeolog rekombindciok kialakuldsat és biztositja a hexaploid genom stabil 6roklddését,
egyben jelentés akadalyt képez az idegen faju homeoldg transzlokaciok létrehozasaval szemben. A Ph
rendszer milkodésének gatldsa ezért eldsegitheti a homeoldg rekombinacidk és ezen keresztiil az
idegenfaju transzlokaciok kialakulasat.

Az egyik lehetséges mdd a Ph rendszer hatésanak csokkentésére az 5B delécidos kromoszomakat
hordoz6 muténsok alkalmazésa. Hexaploid blza esetében Sears (1977) dlitott €l0 egy kb 70 Mb
terjedelm(l, interkal&ris delécidt hordozd Chinese Spring genotipust, melybdl hianyzik a funkciondlis Phl
[6kusz (Chinese Spring phlb muténs). A phlb muténs vonalak felhasznaldséval hozott Iétre (j blza-rozs
rekombinéciokat Lukaszewski (2000), és buza-arpa rekombinaciokat Islam et a. (1992b). A phlb
mutaci 6 segitségével Ceoloni et al. (1992) az Ae. longissima lisztharmat reziszencia génjét (Pm13) vitte at
a termesztett buzaba. A homeoldg rekombinacion alapulé modszerek nagy elénye, hogy a létrejott
idegenfaju transzlokacidk nagy része kompenzal 6 tipust. Ugyanakkor vannak hétranyai is. A blza és egy
rokon fg homeol6g kromoszoma kozti rekombinacié gyakorisdga a kromoszéma karok proximalis
régiojdban nulla, vagy ahhoz kozelitd érték (Lukaszewski 1995). Amennyiben a kivant gén e régidban
helyezkedik el, szinte lehetetlen homeol 6g rekombinaci6 segitségével atvinni a bluzdba. Tovabbi nehézseg
lehet, hogy bizonyos homeoldg kromoszémak még a Phl 16kusz hidnydban sem péarosodnak a meidzis
folyaméan. Ha a felsorolt tényezOk miatt nem, vagy csak korléatozottan lehetséges homeol 6g rekombinécio
révén interspecifikus transzlokacidkat létrehozni érdemes olyan mdédszerhez folyamodni, ahol az
intergenomikus transzlokaciok kialakulasat nem limitdlja a kromoszémak kozti parosodas.

Az idegen fgu transzlokaciok létrehozasanak legrégebben alkalmazott modszere az ionizadld
sugérzés alkalmazésa. Az ionizald sugarzés a DNS torését vatja ki oly modon, hogy a kettOs hélix két
szalan a torések nem azonos pozicidban, hanem egymashoz képest el csiisztatva kdvetkeznek be (Balint
1974). A kettGs szali DNS torott végein olyan nukleotidok taldhatdk, amelyek szerves bézisai nem
alkotnak H-kotéseket. E , ragadds’ végeken keresztil a DNS fragmentek kozel kerllve egymashoz, Ujra
egyesilhetnek. Eltérd eredeti DNS fragmentek egyesilésével kilonboz6 tipusii transzlokéci ok
alakulhatnak ki. Ezek kozul alegfontosabbak a dicentrikus kromoszémék, aterminalis transzlokaciok, az
inszerciok (intersticidlis transzlokaciok) és a centrikus fuzidk. A random kromoszoma térések legnagyobb
elénye, hogy a hasznos tulajdonsdgokat hordozé idegen faju transzlokéaciok létrehozdsa nem fligg az
atvinni kivant gén (~komplexum) kromoszoman beliili helyzetétél. Az eldényds interspecifikus
transzlokaciok 1étrejottét szintén nem befolyasolja a buza és idegen faji kromoszomak kozti parosodasi
gyakorisdg. Végezetiil random kromoszoma torésekkel intersticidlis transzlokaciok is létrehozhatok.
Optimdlis esetben bekovetkezhet olyan helyzet, amikor a blza kromoszéman egy, az idegen
kromoszéman pedig két toréspont jon létre. Ekkor elvileg lehetdség van arra, hogy az idegen faju
kromoszoma szegmens beépiiljon a buza kromoszémaba a nélkiil, hogy elveszne barmekkora buza
kromoszéma szakasz. Mostandig csak kevés, hasznos agronomiai tulajdonsagot hordozo és egyéb
abnormalitdsokat nem mutat6 intersticialis transzlokéaciot hoztak 1étre. Talan az egyik legjobb példa erre
az a buza-rozs transzlokacid, ahol a Hesszeni 1égy rezisztenciat hordozé 6RL rozs kromoszéma szegment
a buza 4A kromoszoémajanak hosszu karjaba ¢kelédott (Ti4AS.4AL-6RL-4AL) (Friebe et al. 1991, Mukai
et al. 1993b).

A random kromoszoma toréseken alapuld moddszerek hatranya, hogy rendszerint nagyszamu
genetikai defektusokat hordozo transzlokaciok alakulnak ki. Ennek oka, hogy a transzlokaciok éltalaban
nem a homeoldg kromoszomék kozt jonnek létre, igy gyakran létfontossdgi buza kromoszoma régiok
eliminalodnak. A szintén gyakori gén duplikacio szintén defektusokat okozhat. Tovabbd, a random
kromoszoma torések soran az interspecifikus transzlokaciokon kiviil a buza genomon beliil is 1étrejonnek
intra- ¢és intergenomikus kromoszoma atrendez0dések. Mindezek eredményeként a 1étrehozott
interspecifikus transzlokaciok stabilizalodasa tobb generaciot igényelhet. A kompenzalo tipusu €s hasznos
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agronomiai tulajdonsagokat hordozd transzlokaciok igen kis gyakorisaggal fordulnak elé az egyes
mutagenizalt nemzedékekben, ezért ezeknek a transzlokacidknak a kivadlogatdsa nem nélkiilozheti egy
hatékony szelekcios rendszer alkalmazésat.

Célunk az volt, hogy a korabbi években buza (Mv9krl) x Aegilops biuncialis hibridekbol
létrehozott amfiploidokbdl és addicios vonalakbdl interspecifikus kromoszoma atépiiléseket
allitsunk el6. Ennek érdekében az (Mv9krl) x Ae. biuncialis addiciés vonalakat és a Chinese Spring
Phlb mutans genotipusat Kkereszteztilk, melynek eredményeként az utéodokban homeolog
rekombinaciok kialakulasa varhat6. Ezzel parhuzamosan az (Mv9krl) X Ae. biuncialis
amfiploidokban random kromoszématoréseket indukalunk “Co y sugarzas segitségével.



2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1. NOVENYI ANYAGOK
2.1.1.8zarazsagtiirési vizsgalatok

Megvizsgdltuk 3 Aegilops biuncialis Vis. (MvGB642, MvGB382, MvGB1094), négy buza
(Triticum aestivum L.) genotipus (Mv9krl, Sakha, Plainsman V., Cappelle Desprez) és két buza-Ae.
biuncialis amfiploid (Mv9krl-Ae. biuncialiSwvee 470 €s MVIkrl-Ae. biuncialiSwves 1112) Szrazsag stresszre
adott valaszait. A harom Ae. biuncialis genotipus eredeti é0helyének csapadékviszonyait (1050, 550 és
225 mm/év) jelztik az egyes genotipusok jeldlésekor is (MvGB642=Ael050, MvGB382=Ae550,
MvGB1094=Ae225). A keresztezés partner MvOkrl Oszi blza genotipus mellett a Plainsman V. és a
Sakha szérazsag t(ir6, a Cappelle Desprez pedig szérazsag érzékeny kontrollként szerepelt a kisérletben.

2.1.2.Az Ae. biuncialis kromatin kimutatdsa buza genetikai hattérben

Az Ae. biuncialis kromoszémak kimutatésara akalmas GISH kidolgozédsdhoz a 3MP buza
(Mv9krl)-Ae. biuncialis diszdmés addicids vonalat haszndltuk. A multikolor genomi in situ hibridizacio
(mcGISH) kidolgozasahoz az Ae. biuncialis MvGB 642-es genotipusat hasznaltuk. A fajon belll |étrej6tt
Ub/M® intergenomikus transzlokéciok kimutatésa érdekében megvizsgdtunk tovébbi 31 kecskebuza
genotipust is. Az Ub és MP kromoszomak blza genetikai héttérben torténé kimutatdsara blza-Ae.
biuncialis F, hibrideket és amfiploidokat (Mv9krl-Ae. biuncialisw.cssro €s MVIkrl-Ae. biuncialiswcsiiie)
vizsgaltunk.

2.1.3.Buza-Ae. biuncialis inter spcifikus transzl okaci ok |étrehozasa

A buza-Ae. biuncialis homeoldg rekombinaciok el8allitasahoz a 2MP, 3MP, 7TM® és 3U® bliza-Ae.
biuncialis diszomas addicios vonalakat és a Chinese Spring phlb mutacidt hordozod genotipusat
kereszteztiik.

A buza-Ae. biuncialis random kromoszoma atépiilések Iétrehozasahoz buza-Ae. biuncialis
amfiploidok (Mv9krl-Ae. biuncialiSwecsso €s MvOkrl-Ae. biuncialiSwecsiz) Szaraz szemeit kiilonbozo
dozisa (5-, 50-, 100Gy) y-sugarzasnak (“Co sugarforras) tettiik ki.

2.2. A sZARAZSAGTURES TESZTELESE

A kisérleti novények csirandvényei ndvényneveld kamrdban (Conviron, Canada) 1/2 higitasa
Hoagland tapoldatban novekedtek a Molnar és mtsai. (2004) 4ltal leirt koriilmények kozott. Az ozmotikus
stresszt a tapoldathoz adott, 6000-es molekula tomegii polietilén-glikollal (PEG, Sigma) idéztiik el6 a
novények 2 hetes kordban. A PEG-et 7-napos ciklusokban, névekvd koncentracidoban (12-, 15-, 18- és
21% (g/cm3), alkalmaztuk, mely a tapoldat ozmotikus potenciadljdnak lépcsdzetes csokkenését (—0.45
MPa, —0.72 MPa, —1.14 MPa and —1.8 MPa) eredményezte. A mérések az adott PEG koncentraciok
alkalmazasa utani 7.-ik napon, majd a PEG-nélkiili regeneracidé 2.-ik és 7.-ik napjan torténtek. A
szarazsagstressz hatasat a levelek relativ viztrtalmanak (RWC), vizpotencialjanak (W.), a novekedési
paraméterek (hajtds, €s a gyokér hossz, a teljes biomassza tomeg) meghatirozasaval, valamint a
fotoszintetikus tulajdonsagok (CO, asszimilacios rata (A), sztomakonduktancia (gs), intercellularis CO,
koncentracid (Ci), fotoszintetikus elektrontranszport folyamatok (Fv/Fm, AF/Fm’, NPQ) vizsgalatin
keresztiil torténtek. Az infravords gazanalizis mérések ADC LCA-2 tipusi gazandizatorral, a klorofil a
fluoreszencia indukcié és kioltds analizisek PAM101-103 tipusi moduldlt klorofil fluorométerrel
torténtek a Molnar és mtsai. (2004) altal leirt modon.

2.3. MOLEKULARIS CITOGENETIKAI VIZSGALATOK

2.3.1.Citologiai prepardtumok készitése
A vizsgalt névényi anyagok szemeit nedves szlirdpapiron csiraztattuk. Az 1-1,5 cm-es hosszisagu
gyokereket jeges vizben 24 6raig taroltuk, majd abszolut alkohol és jégecet 3:1 aranyu keverékében
fixaltuk 37 °C-on 4-5 napig. A gydkereket ezt kovetden -20 °C-on taroltuk a kromoszdéma preparatumok
elkészitéséig. A preparatumkeészitéskor a gydkereket karminecetsav 1%-os oldatdba helyeztik 15-30
percre, majd a gyokércsucsokat targylemezre helyezve 45%-os ecetsav oldatban szétnyomtuk. A
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megfeleld6 mindségli preparatumokrdl folyékony N, segitségével eltavolitottuk a fed6lemezeket, majd
dehidratalés utan a felhasznalasig -20 °C-on taroltuk.

Meiotikus preparatumok készitésekor a begyljtott antérakat abszolut alkohol és jégecet 3:1 aranyu
keverékében fixaltuk. A prepardtumkészitéskor az antérakat 45%-os ecetsavban nyomtuk szét, majd
folyékony N, segitségével eltavolitottuk a fed6lemezeket. A preparatumokat dehidratalas utan -20 °C-on
taroltuk felhasznalésig.

2.3.2.Genomi in situ hibridizacio (GISH)

Kisebb modositdsokkal a Molnar-Lang ¢és mtsai (2000b) altal hasznalt GISH modszerét

alkalmaztuk az Ae biuncialis kromoszémak kimutatdsara a buza genetikai hatterében. Az Ae. comosa
(MM, 2n=2x=14) és az Ae. umbellulata (UU, 2n=2x=14) Sharp et al. (1988) modszerével izolalt genomi
DNS-ét nick-transzlacid segitségével biotinnal (biotin-5-dUTP, Roche) jeldltiink. Blokkolé DNS-ként
buza (T. aestivum) és hering sperma DNS-t hasznaltunk. A préba és a blokkolé DNS hossza 1-12 kb,
illetve 200 bp ¢€s 1,5 kb kozott valtozott.
A hibridizacios keverék (preparatumonként 30 pL) 50% formamidot, 2xSSC-t, 10 % dextran szulfatot,
60-150 ng U (vagy M) genom specifikus probat, valamint blokkol6 DNS-t tartalmazott a préba
mennyiségéhez képest 50-200x koncentracidban. A kromoszoémak denaturicidja a proba jelenlétében
tortént 80 °C-on 10 percig, amit a hibridizacio kovetett 37 °C-on 12-16 oran keresztiil. A mosasi 1épések
utan. A biotinnal jel6lt probak hibridizéacios jeleit streptavidin-FITC (Roche) alkalmazasaval jeldltiik (30
perc, 37 °C), amit kontrasztfestés (2 pg/mL DAPI, Amersham) kdvetett.

2.3.3.Multikolor genomi in situ hibridizacio (mcGISH)

M és U genom specifikus probaként random priming modszerrel jelolt biotinilalt Ae. comosa és

digoxigeninalt Ae. umbellulata genomi DNS-t hasznéltunk. Blokkol6 DNS-ként fragmentalt durum buza
(Triticum turgidum ssp. durum, AABB, 2n=4x=28) genomi DNS-t hasznaltuk a prébakhoz képest 30x
koncentracioban.
A preparatumok eldkezelések megegyeztek a GISH esetén alkalmazott 1épésekkel. A hibridizacids
keverék (25 pL/targylemez) 70 ng U és M genom specifikus probat és 2.1 g blokkold6 DNS-t
tartalmazott. A proba és a kromoszoma DNS denaturdlasa (80 °C, 10 perc; 80 °C, 2 perc) utdn a
hibridizacié 12 6rén keresztiil 42 °C-on tortént. A digoxigeninnel jelolt U és a biotinnal jeldlt M genom
specifikus probak hibridizacios jeleit anti-digoxigenin-Rhodamin és streptavidin-FITC alkalmazasaval
jeloltik voros ill. zold szinekkel. A nem jelolt buza kromoszémak barna szinlieck voltak. A
kontrasztfestést (2 pg/mL DAPI) kovetéen a preparatumokat Zeiss Axioskop-2 fluoreszcens
mikroszkoppal vizsgaltuk és Spot CCD camera segitségével fényképeztiik. A fotok kiértékelésé¢hez Image
Pro Plus software-t alkalmaztam.

2.4. Szaraz szemek besugarzasa

A buaza-de. biuncialis amfiploidok (Mv9krl-de. biuncialisywesaro €s  Mv9krl-Ae.
BiuncialisMvGB1112) szaraz szemeit 5, 50 és 100 Gy dézisu “Co y-sugarzasnak tettiik ki az MTA KFKI-
ben. Kontrollként a besugarzds nélkiilli amfiploid szemeket hasznaltuk. Az M, ¢és ezek
ontermékenyitésével eldallitott M,.nemzedékben mcGISH-el vizsgaltuk a Ilétrejott kromoszéma
atrendezddéseket.
Az U illetve M" kromoszomakat tartalmazoé aberraciokat az U-, illetve az M-tipusi aberraciok
osztalyaiba soroltuk Az U°/MP atrendezédéseket nem soroltuk be egyik osztidlyba sem. Az egyes
kezelések kozti, illetve az M, €s M, generaciok kozti kiilonbségeket t-probaval hataroztuk meg. Egy adott
kezelésen beliil, az U- és M-tipust aberraciok kozti kiilonbségeket y*-probaval hataroztuk meg, ahol az U-
¢s M-tipust aberraciok megoszlasanak 1:1 elméleti ardnyéaval szamoltam.



3. EREDMENYEK

3.1. Szarazsagtiirési vizsgalatok

3.1.1.Kiilonbozo Ae. biuncialis genotipusok szarazsagtiirésének 6sszehasonlitasa

Kiilonboz6 csapadékviszonyokhoz adaptalodott Ae. biuncialis genotipusok ozmotikus stresszre adott
valaszreakcioit hasonlitottuk 6ssze kiilonbozé buza genotipusokkal azért, hogy a szarazsagtlirés
szempontjabol megfeleld génforrast taldljunk. Az Ae. biuncialis genotipusok, kiilondsen azok, amelyek
alacsony csapadékviszonyokhoz adaptalodtak a novekvd ozmotikus stresszre intenzivebb RWC és levél
vizpotencial csokkenéssel, és kisebb mértékii sztoma zarodassal reagaltak a buzakhoz képest. Szamottevo
vizvesztésiik ellenére az Ae. biuncialis genotipusok képesek voltak magasabb nett6 CO, asszimilacios
ratat fenntartani a buzaknal. A szarazabb ¢€l6helyrdl szarmazo Aegilops genotipusok (Ae550 és Ae225)
esetében a fotoszintetikus CO, asszimilacid csokkenésének hatterében valdsziniileg az intercellularis
alatt maradt a stressz idétartama alatt. A C; csokkenése a stressz soran, illetve a fotoszintetikus aktivitas
gyors regeneralddasa arra utal, hogy a fenti Aegilops genotipusok komolyabb (metabolitikus) karosodas
nélkiil vészelték 4t a ndvekvd ozmotikus stresszt. Ezt a megéllapitdst tdmasztja ald az is, hogy a
fotoszintetikus elektrontranszport folyamatok hatékonysagéaval aranyos paraméterek (Fv/Fm, AF/Fm’)
nem mutattak nagymeértékili valtozasokat az ozmotikus stressz soran. A szarazabb klimahoz adaptalodott
Ae550 és Ae225 genotipusok szarazanyag produkcidja és hajtas ndvekedése a buzakhoz képest kevésbé
csokkent, sOt, a gyokér novekedés felgyorsuldsa volt megfigyelhetd az ozmotikus stressz soran. Itt
emlitem meg, hogy a foldes kisérleti rendszerben kivaltott szarazsdg stressz esetén a hajtds és
gyokérnovekedésre, valamint a biomassza produkciora vonatkozdéan hasonld eredményeket kaptunk,
amelyet a buzakhoz képest kisebb mértékli terméskiesés kisért (Molnar et al. 2004). Ellentétben az Ae.
biuncialis genotipusokkal, a szarazsag érzékeny Cappelle Desprez ¢és a relative szarazsagtiird Sakha
buzafajtdk a C; jelentds novekedését mutattak, parhuzamosan az intenziv sztdmazarddasukkal és CO,
aszimilacidbeli csokkenésiikkel, ami a sztomazarddas mellett, mas metabolitikus faktorok megndvekedet
szerepére utal a CO, asszimilacid gatlasaban. Ezt tdmasztja ala fotoszintézisiik lassu regeneracidja is. A
buzék fotoszintetikus aktivitasbeli csokkenése az ozmotikus stressz soran megnyilvanult a biomassza
produkci6 és a hajtas novekedés erdteljesebb gatlasaban is. A fenti eredmények arra utalnak, hogy a 225
¢s 550 mm/év csapadékmennyiséghez adaptalodott Ae. biuncialis genotipusok (Ae225 ¢€és Ae550)
alkalmasak lehetnek a buza szarazsagtiirésének novelését célzo idegen faju keresztezésekre.

3.1.2.Buza-Ae. biuncialis amfiploidok szarazsagtiirésének vizsgalata

Megvizsgaltuk két, alacsony csapadék viszonyokhoz adaptalodott Ae. biuncialis genotipussal
eldallitott amfiploid (Mv9krl-Ae. biuncialismvcearn €s Mv9krl-Ae. Biuncialismyesiiiz), valamint a sziil6i
partner Mv9kr1 és a szarazsagtliré kontrol Plainsman V. szarazsag stresszre adott valaszait.
Az alacsony csapadékellatottsagi €l6helyrdl (300, 400 mm/év) szarmazo Ae. biuncialis genotipusokkal
(MvGB 470 és 1112) eldallitott amfiploidokban megnyilvanultak az Aegilops sziilok szarazsagtlirési
tulajdonsagai. A sztdbmakonduktancidban (g;) bekovetkezett valtozasok azt jelzik, hogy az ozmotikus
stressz soran a blza és az amfiploid genotipusok gézcserenyildsa hasonlé mértékii zarddassal reagélt a
gyokérzona vizpotencialjanak csokkenésére. Ennek ellenére az amfiploid genotipusok Iényegesen
kevesebb vizet veszitettek a blizdkhoz képest, ami megnyilvanult a levelek magasabb RWC értékeiben és
szdrazsag stressz sordn. A kisebb mértékii vizvesztésnek koszonhetdéen az amfiploidok jelentés mértékii
fotoszintetikus aktivitast tartottak fenn a stressz teljes periodusa alatt, ami nagymértékben meghaladta a
buzék fotoszintézisét. Az Mv9krl-Ae. biuncialismcesro amfiploid kiilonosen jol tolerdlta az ozmotikus
stresszt, amit az is jelez, hogy 20%-nal kevesebb fotoszintetikus aktivitds csdkkenést mutatott a
kontrollhoz képest (ez az érték a buzak esetében meghaladta a 60%-ot).
A kapott eredmények arra utalnak, hogy a szaraz klimahoz adaptéalodott Ae. biuncialis genotipusok
(kiilondsen a 300 mm/év csapadékellatottsaghoz adaptalddott Mv(GB470) szarazsagtiirése biiza genetikai
hattérben 1s megnyilvanul és a beldliik eldallitott amfiploidok jo kiinduldsi anyagul szolgalhatnak a
szarazsagtiirés novelését célzo buza-Ae. biuncialis transzlokaciok eldallitasahoz.



3.2. Az Ae. biuncialis kromatin kimutatasa buza genetikai hattérben
3.2.1.Az Ae. biuncialis kromoszomdk kimutatasa genomi in situ hibridizacioval (GISH) buza-Ae.
biuncialis addiciokban
Az arpa kromoszomak kimutatdsira hasznalt GISH modszerét alkalmazva jelentds kereszt-
hibridizacio volt tapasztalhato a jelolt Ae. biuncialis genomi DNS és a buiza kromoszomak kozott, ezért a
modszer optimalizicidjara volt sziikség. Kritikus 1épésnek bizonyultak a hibridizacié koriilményeinek
megvaltoztatasa (16 ora, 37 °C), az Ae. biuncialis diploid Oseinek, az Ae. comosa és Ae. umbellulata
genomi DNS-ének probaként vald alkalmazésa és a digoxigeninnel tortént indirekt proba jelolés. A
kiilonb6z6 proba/blokkold DNS aranyok mellett a legspecifikusabb hibridizacios jelet az 1:200 blokkolo
arany esetén kaptam. A GISH moddositasaval sikeriilt kimutatni 2 db Ae. biuncialis kromoszoma jelenlétét
a 3MPbuza-Ae. biuncialis diszomas addicios vonalban.

3.2.2. Az Ae. biuncialis U’ és M" kromoszémdinak megkiilonboztetése multikolor genomi in situ
hibridizacioval (mcGISH)
Az Ae. biuncialis U" és M genomjanak kromoszomainak egymas mellett torténd kimutatasahoz a GISH
egyes lépéseit tovabb moddositottuk. A random-primed jeldléssel eldallitott U és M genom specifikus
probakat 1:1 ardnyban alkalmaztuk a hibridizaciés keverékben, mely 30x-os mennyiségli blokkolé DNS-t
is tartalmazott. A hibridizacios hdmérséklet 42 °C-ra tortént emelése szintén erdsen befolyasolta a GISH
sikerét. A detektalast el0segitette az emisszids spektrum zold és vords tartomanyara érzékeny duplasavos
szird alkalmazasa. Az voros és zold szini fest6dés alapjan sikeriilt megbizhatoan elkiiloniteni az U® és
M® genomok kromoszomait az Ae. biuncialis egyes genotipusaiban.
Az mcGISH moddszerével megvizsgaltunk 32 Ae biuncialis genotipust. Kimutattuk, hogy a
szarazsagtiirési vizsgalatokhoz hasznalt buza-Ae. biuncialis amfiploidok Ae. biuncialis sziiloi
genotipusaiban (MvGB470 és MvGB1112) nincs intergenomikus kromoszoma atrendez6dés az U® és MP
kromoszémak kozott. Ugyanakkor 4 esetben (TA10058, MvGB377, AE754/90 és AE751/82 génbanki
szamu) mutattunk ki homozigota reciprok intergenomikus kromoszomaatrendezédést az U és M® genom
kozott. Megallapitottuk, hogy az alkalmazott mcGISH segitségével a transzlokacios toréspontok helyzete
pontosan meghatarozhatd, mind a négy esetben pericentrikus, vagy centroméra kozeli interkaléris
pozicioban helyezkedtek el.

3.2.3. Az U’ és M" genomok megkiilonboztetése biiza-Ae. biuncialis F; hibridekben és amfiploidokban

Az U* és MP kromoszomdk blza kromoszomaktol torténé megkiilonboztetésének érdekében az
mcGISH moédszerét a buza-Ae. biuncialis F, hibrideken és amfiploidokon alkalmaztuk. A jelentds buza-
Aegilops kereszthibridizdcid miatt, azonban a modszert tovabb moddositottuk. Blokkolo DNS-ként a T.
turgidum ssp. durum genomi DNS-ét alkalmaztuk. A feddlemezek leragasztisaval megakadalyoztuk a
hibridizacids keverék elparolgasat. A random primed reakciok hdmérsékletét 25 °C-ra csokkentettiik, ami
a jelolt nukleotidok hatékonyabb beépiilését eredményezte. A hatékonyabb jelolés révén csokkenthettiik a
eredményezett. A valtoztatasok eredményeként az U” kromoszomak vords, az M kromoszomak zold és a
buza kromoszomak barna szinii jelolddése alapjan mcGISH-el sikeriilt 7db U®, 7db M és 21db buiza
kromoszémat kimutatnunk a buza—Ae. biuncialis F, hibridekben. Az amfiploidokban szintén kimutathaté
volt 14db UP, 14db M® és 42db bliza kromoszéma.

3.3. Buza-Ae. biuncialis interspcifikus transzlokaciok létrehozasa
3.3.1. Buza-Ae. biuncialis homeolog rekombindciok eloallitasa

A buza-Ae. biuncialis homeoldg rekombinaciok elballitasa érdekében a 2MP, 3M®, 7MP és 3U° buza-
Ae. biuncialis diszomas addicios vonalakat kereszteztiik a Chinese Spring ph/b mutans genotipusaval.
A létrehozott F, hibridekben GISH segitségével vizsgaltuk a blza ¢és az egyes Ae. biuncialis
kromoszémak kozti homeoldg parosodasok gyakorisagat a meidzis elsd metafazisaban. A fluoreszcens jel
alapjan a pollenanyasejtekben egyértelmiien kimutathatdé volt az egyes Ae. biuncialis kromoszémak
jelenléte. A keresztezési kombinacioktol fliggetleniil, az Aegilops kromoszomak leggyakrabban
univalensként voltak jelen a 21 bliza bivalens mellett. A 3M" kromoszomat tartalmazo F, hibridekben
szamos esetben a 3M® univalens mellett a biza kromoszomak 20 bivalens és 1 univalens konfiguracioban
voltak jelen. A buza és az Aegilops kromoszomak kozt kimutattuk bivalensek és trivalensek kialakuldsat.
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Legnagyobb gyakorisaggal a 2M" és 3M" kromoszomak parosodtak a buzakkal. A 3U-buza kromoszoéma
asszociaciok szama ett6l kisebb volt, a 7M® kromoszoma esetében pedig nem figyeltiink meg parosodast.
Az F, hibridekben megfigyelt buza-Aegilops kromoszémaparosodasok eredményeként homeoldg
rekombinaciok johetnek létre, melyek igen gyakran az F, nemzedék kalaszmorfologidjat is
megvaltoztatjadk. Ezért szant6foldi koriilmények kozott az F, nemzedékben a kaldszmorfologia alapjan
szelektaltunk a sziiléi genotipusoktdl eltéré formakra. A szelekcid sordan a 2MP addicids vonallal kapott
utddokbol 16, a 3MP addiciok utodjaibol 12, mig a 3U° és 7MP addiciok utodjaibol 6-6 novényt
szelektaltunk.

A szelektalt F, novények ontermékenyitett F; utddjainak citogenetikai analizise sordn talaltunk egy 42
kromoszoémaval rendelkez6 ndvényt, melyben 2 db 3M® kromoszéma volt azonosithatd, ami egy 3MP
buza-Ae. biuncialis diszomés szubsztiticidos vonal kialakulasara utal. Egy tovabbi genotipusban GISH
segitségével kimutattuk 2 db buiza-3M" centrikus fzi6 jelenlétét is.

3.3.2.T. aestivum-Ae. biuncialis random kromoszoma atépiilések létrehozdsa ionizalo sugarzassal

A buza és az Ae. biuncialis kozti intergenomikus kromoszoma atépiiléseket mcGISH-el mutattuk
ki a kezeletlen és “Co y-sugarzas kiilonbozé dozisainak (5-, 50-, 100Gy) kitett buza-Ae. biuncialis
amfiploidokban. Az amfiploidokban az U° kromoszoémék vords, az M" kromoszomék zold, a nem
jel518dott buza kromoszomék barna szintiek voltak. A szinkiilonbségek alapjan kimutathato volt buza/U®,
buza/M® és U’/M" intergenomikus kromoszoma atrendezddések képzédése. A fenti genomi
kombinaciokban detektaltuk dicentrikus kromoszomak, terminalis transzlokaciok, intersticialis
transzlokaciok, centrikus fuzidk és kromoszoéma fragmentek kialakulasat.
A besugarzas nélkiili kontroll amfiploidokban igen kis gyakorisaggal tudtunk aberracidkat kimutatni,
melyeken beliil a termindlis transzlokdciok és a centrikus fuziok jelenléte volt a meghatirozo. A
besugarzas hatdsara a dozis novekedésével megndtt a kromoszoma aberraciok képzdédése, ezen beliil a
terminalis transzlokaciok és a fragmentek aranya volt a legnagyobb, mig az intersticilis transzlokacioké
a legkisebb. A centrikus fiziok szamanak novekedése csak az 50 Gy kezelés esetén kovetkezett be.
Az mcGISH alkalmazéasaval lehetdség nyilott az Ae. biuncialis U és M" genomjanak kimutatdsara a
kiilonb6zo kromoszoéma aberracidkban. A kontroll amfiploidokban nem volt kiilonbség az U- és M-tipusu
kromoszéma aberraciok szamaban. Ugyanakkor 5 és 50 Gy besugarzasi dézisok mellett az U-tipust
aberraciokban jelentds novekedést észleltiink, ellentétben az M-tipusu aberraciokkal, melyek szama csak
a 100 Gy dozis mellett érte el az U-tipusuakét. Az U- és M-tipusi aberraciok kozti kiilonbségek
nagymértékben az U-tipust centrikus fizidoknak volt kdszonhetd, melyek minden dozis esetén nagyobb
szamban képzddtek az M-tipusuakénal.
Az M, generacio aberracid/sejt adatait az M, generacid aberracié/novény adataival hasonlitottuk 6ssze. A
kromoszéma aberraciok Osszességében nem volt kiillonbség az M, és M, generacié kozott, kivéve a 100
Gy dozist, ahol az M, generacioban jelentdsen csokkent az aberraciok szama az My-hoz képest. Az
aberraci6 tipusok Osszetételén beliil az M, generacioban a dicentrikus kromoszomak eltiintek és a
kromoszoma fragmentek szdma is jelentdsen csokkent, kiillonosen a 100 Gy dozis esetén. Az
ontermékenyitett utddokban nétt a centrikus fuziok gyakorisdga kiilondsen 5 Gy esetén. Ugyanakkor a
terminalis ¢€s intersticidlis transzlokaciok szama nem valtozott. Az U- és M-tipusu atrendezddések
aranyaban az M, nemzedékben is az My-hoz hasonldé tendencidkat tapasztaltunk, bar sok esetben az
alacsony minta szam miatt a statisztikai elemzés nem volt elvégezhetd. Az M, ndvényekben 5- és 50 Gy
dozisokndl szignifikansan tobb U-tipusu centrikus fiziot mutattunk ki, mint M-tipusut.
A y-sugarzas novekedésével jelentdsen csokkent a csirdzasi % a kontroll novényekhez képest mind az M,
mind az M, generdcioban. Ehhez hasonldan a besugarzott M, ndvények fertilitdsa szintén alacsonyabb
volt a kontrollnal.
Az M, generdcioban a fertilitds novekedése volt megfigyelhetd a dozis ndvekedésével parhuzamosan,
ahol az 50 és 100 Gy esetén a fertilitds hasonl6 volt a kontrollhoz.
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3.4. Uj tudomanyos eredmények

aPEG-indukdlt  ozmotikus  stressz akamazasaval  kimutattuk, hogy az  aacsonyabb
csapadékmennyiséghez  adaptdédott  Aebiuncialis  genotipusok — szérazsagtliréss  paraméterei
kedvezObbek, ezért alkalmasak lehetnek a blza szérazsigtlirésének novelésére. T. aestivum-Ae.
biuncialis amfiploidok vizsgdlataval igazoltuk tovabba, hogy egyes Ae. biuncialis genotipusok kedvez0
szérazsagtlrési tulgjdonsagai blza genetikai héttérben is kifejezOdnek.

b)Kidolgoztuk az Ae. biuncialis Ub és MP kromoszéméinak T. aestivum genetikai héttérben tortén6
kimutatasara alkalmas multikolor genomi in situ hibridizacié (mcGISH) mddszerét.

c)McGISH segitségével UY/MP homozigota reciprok intergenomikus kromoszoma &trendezGdéseket
mutattunk ki egyes Ae. biuncialis genotipusokban.

d)T. aestivum-Ae. biuncialis addiciés vonalak x CSphlb F, hibridek meidzisdnak GISH segitsegével
torténd vizsgdlata soran kimutattuk, hogy az egyes Ae. biuncialis kromoszomak eltéré gyakorisaggal
parosodnak a megfelel6 homeoldg csoportba tartozd blza kromoszémédkkal. A 2MP és 3MP
kromoszémak nagyobb, a 3UP kisebb gyakorisdggal parosodott a blza kromoszomékkal. A 7MP
kromoszoéma esetében egydtalan nem volt parosodas megfigyel hetd.

eA T. aestivumAe. biuncialis addiciés vonalak x CSphlb keresztezésekkel 3MP T. aestivum-Ae.
biuncialis diszdmas szubsztit(icios vonalat és 3M®/bliza centrikus flziot allitottunk €ld.

f) lonizal 6 sugérzés segitségével T. aestivum-Ae. biuncialis interspecifikus transzlokacidkat (termindis- és

intersticidlis transzlokécidkat, centrikus fliziokat és fragmenteket) dllitottunk el6. McGISH segitségével
kimutattuk, hogy az Ae. biuncialis UP genomja érzékenyebb a besugérzésra, mint az M® genom.
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a)

b)

©)

d)

€)

4. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A PEG-indukdlt ozmotikus stressz soran az aacsony csapadékviszonyokhoz adaptalodott Ae.
biuncialis genotipusokra jellemz6 volt, hogy nagyobb vizvesztésik ellenére képesek voltak
fenntartani fotoszintetikus aktivitasuk jelentOs részét. Az intercellularis CO, szint csokkenése alapjan
arra lehet kovetkeztetni, hogy esetiikben a CO; intercelluléris jaratoktdl a kloroplasztiszokba torténd
diffazioja kevésbé gétolt. A blza (és részben a magas csapadék viszonyokhoz alkalmazkodott
Aegilops) genotipusok esetében ezzel ellentétes folyamtok kovetkeztek be. Mindezek alapjan indokolt
lehet a szérazsagtlirést befolyésold, kulonosen a CO, diffuzidjdban szerepet jatsz6 faktorok (pl.
aquaporinok, karboanhidréz enzim stb.) génexpresszigjanak vizsgalata az alacsony illetve a magas
csapdékviszonyokhoz adaptalddott Ae. biuncialis genotipusok esetében. Az emlitett Ae. biuncialis
genotipusok felhasznalasaval indokolt lenne egy térképezési populacio |étrehozasa is, melynek
segitségével a legfontosabb szérazsagtlirés QTL-ek térképezhetbek lennének és a kapcsolt
molekulédris markereket (SSR, SCAR, EST) fel lehetne haszndlni szérazsagtlirést hordozd T.
aestivum-Ae. biuncialis transzlokéaci 0k marker-kapcsolt szelekciojara.

Multikolor genomi in situ hibridiz&ciéval U®MP homozig6ta reciprok intergenomikus
transzlokaciokat mutattunk ki négy Ae. biuncialis genotipusban. A kapott eredmények alapjan
feltételezhetd, hogy az intergenomikus kromoszomadtrendezOdések kiszel ektalddasa a populécidban
Osszefliggésben dlhat az adott tertilet 6kologiai viszonyaihoz valo alkalmazkodassal. A késdbbiek
sorédn a repetitiv. DNS szekvencidkkal (pScl19.2, pAsl, pTarl stb) valamint U és M genomi
probdkkal végzett in situ hibridizacié akalmazasaval azonosithatéak a transzlokéciokat akotd
kromoszomak.

Az Mv9krl-Ae. biuncialis addiciés vonalaknak a Chinese Spring phlb mutans genotipusaval
elddllitott F; hibridjeinek meidzisdban genomi in situ hibridizacidval vizsgdtuk a biza és az Aegilops
kromoszémak péarosodésat. Kimutattuk, hogy legnagyobb gyakorisaggal a 2MP és 3MP kromoszémak
parosodnak a megfelel6 bliza homeol 6g partnerekkel. Jelentdsen kisebb val észinliséggel alakulnak ki
3UP-bliza kromoszéma asszociaciok, mig egyadtaldn nem figyeltink meg péarosodést a 7MP és blza
kromoszémak kozott. Mindez arra utalhat, hogy a buza-Aegilops homeoldgia viszonyok az egyes
Aegilops kromoszémak esetében jelentbsen killonbdzhetnek. Az addicids vonalak és a buza szilGi
partner 6sszehasonlitdsa buza kromoszoma specifikus mikroszatellit (SSR) markerek alapjan
megerdsithetné a fenti kovetkeztetéseket és megfeleld hosszpolimorfizmus esetén az egyes markerek
Aegilops kromoszomékon valé elhelyezkedésérOl is informéciokkal szolgadlhatna. A kromoszéma
parosodasok alapjan varhatd, hogy nagyobb gyakorisdggal johetnek Iétre intergenomikus
transzlokaciok a blza és a 2MP, illetve 3MP kromoszémak kozott, mint a 3UP vagy 7MP kromoszémak
koz6tt. Ennek igazol asa nagyobb szamu F; egyed vizsgé ata utan |ehetséges.

Az Mv9krl-Ae. biuncialis addicios vonalak és a Chinese Spring phlb mutans genotipusanak
keresztezésébOl szarmazo F; utdédok kozott GISH-el azonositottunk egy 3MP T. aestivum-Ae.
biuncialis diszOmés szubsztitlcids vonaat és egy 3MP-bliza centrikus fziokat tartalmazd vonaat. E
két genotipus kialakulasa 6sszefliggésben dlhat azzal, hogy a 3MP addiciéval |étrehozott F; hibrid
novényekben nagy gyakorisigga jelent meg a 3MP mellett egy darab buza univalens is (20 db buza
bivalens mellett). Az univalensek eltér0 szegregécidja illetve a centromérdban gyakran megfigyelt
toréseik magyarazhatjdk a szubsztitlcios vona és a centrikus fuziok kialakulasat. A genotipusok
pontosabb azonositasara a repetitiv DNS szekvenciakkal (pSc119.2, pAsl, pTarl stb) végzett in situ
hibridizacié és molekuldris markerek segitségével végezheto €.

Az ionizal 6 sugéarzas segitségével elGdlitott T. aestivum-Ae. biuncialis interspecifikus transzl okéciok

mcGISH segitségével tortén0 analizise sordn kimutattam, hogy az Ae. biuncialis U* genomja

érzékenyebb a besugérzésra, mint az M genom. Az UP kromoszémakat tartalmazd centrikus fuzidk

nagy szama arra utal, hogy a centroméra, illetve centroméra kornyéki régiok jelent0s szerepet

jatszanak az UP genom sugarérzékenységében. FelvetOdhet a kérdés, hogy a transzlokéacios

toréspontok megjelenése mely szekvencidkhoz, illetve milyen kromatin osztdlyokhoz kotddik
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nagyobb valdszinliséggel. A kérdés tisztazasdhoz, a kilonboz0 centroméra specifikus repetitiv
szekvenciakkal végzett in situ hibridizacié kombinadltan alkalmazva a bemutatott mcGISH technikaval
nyUjthat a tovabbi informécidkat. Ugyanakkor a nagyszdmi UP-blza transzlokacioknak tovébbi
jelentdséget kolcsonoz az a kordbbi megallapitds, hogy (legaldbb is a 3U° esetében) sokkal
adlacsonyabb volt az UP-blza homeolég kromoszémaparosodasok gyakorisaga az MP-bluza
parosodasokhoz képest. Az Ub-bliza és MP-bliza transzlokéciok tovébbi el6dlitasa szempontjabol
logikus lehet az a megdllapitds, hogy a homeoldg rekombinaciok elGdlitésan és a random
kromoszéma toréseken alapul 6 stratégiak jol kiegészithetik egymast. A |étrehozott transzl okéciok egy
része hordozhat olyan géneket, melyek elGnydsen befolyasolhatjak a bliza szérazsagtlirését. Az ilyen
tipust transzl okéci ok kiva ogatasdhoz azonban elengedhetetlen egy hatékony szérazsagtlirésre torténd
szelekcios rendszer alkalmazasa.
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