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1. Bevezetés és kutatasi cél

A buza (Triticum aestivum L.) az egyik legfontosabb gabonandvényiink, melynek magyarorszagi
vetésteriilete 2019-ben elérte az 1 millio 37 ezer ha-t. Egyes elorejelzések szerint az emberi népesség
2050-re eléri a 9 milliard f6t, melynek élelmezéséhez évi 2%-o0s termésndvekedést kellene produkalni a
valtozo klimatikus feltételek mellett. Ezen kihivasokra adott valaszok biologiai alapjat a jol termd,
megfeleld mindségi paraméterekkel és jo stressztlird képességgel rendelkezd buzafajtak eldallitasa
képezi. A blUzanemesitok szamara ugyanakkor az egyik legnagyobb nehézséget az jelenti, hogy
megtaldljak a fenti tulajdonsdgokat meghatarozé gének leghatékonyabb allélvaltozatait.

A buza rokonsagi koéréhez tartozo vad kecskebuza- (Aegilops) fajokat az ember sohasem nemesitette.
Nagymértékli genetikai diverzitasuk révén olyan allélvaltozatokat hordoznak melyek altal jol tudtak
adaptalodni a legkiilonbozébb Skogeografiai élhelyekhez. gy kivalo forrasai a biotikus (kiilonbozé
rozsda, lisztharmat és egyéb novénybetegségek) és abiotikus (szarazsag-, s6- és magas hdmérséklet)
stressztoleranciat €s beltartalmi tulajdonsadgokat (a szemtermés mikroelem, étkezési rost és siitOipari
mindségét) meghatirozo gének bizatol eltérd valtozatainak.

A Triticum és Aegilops fajok filogenetikailag kozeli rokonsagban allnak egymassal, ezért a bliza és az
Aegilops fajok nagy része egymassal ivarosan keresztezhetd, melynek révén interspecifikus hibridek
allithatok eld. Tradicionalisan az idegen faji keresztezések célja, hogy hasznos agronomiai
tulajdonsagokat hordozé idegen kromoszomaszegmentumokat tartalmazo buzagenotipusokat allitson
eld, melyek felhasznalhatoak a nemesitési programokban.

Az els6 buza x Aegilops keresztezések még az 1860-as évekre vezethetéek vissza, de a biiza x Aegilops
hibridek nagyobb ardnyu eléallitasa késett egészen a kolchicinkezelés bevezetéséig (1930-as évek),
mely segitségével - a kromoszomaszam megkettozésével - az egyébként steril F1 hibridekbdl fertilis
amfiploidok allithatok el6. A XX. szazad masodik felétdl a citogenetikai modszerek fejlédésével
(Feulgen, C-savozas) lehetové valt a blza és az egyes Aegilops fajok, valamint ezek hibrid
szdrmazékainak kromoszomaszdmanak meghatarozasa, késobb pedig az egyes kromoszdémak
azonositasa is. Mindez az elsé btza-Aegilops addicios és szubsztiticiés sorozatok, valamint
transzlokacios vonalak eldallitasat eredményezte.

Tovabbi 16kést adott az idegenfaju keresztezési programoknak a fluoreszcens in situ hibridizacion
alapul6 molekularis citogenetikai modszerek megjelenése az 1980-as évek masodik felében, melyek az
1990-es és 2000-es években mind altalanosabba valtak. A repetitiv DNS-probak jol definialt szekvenciai
segitségével elkésziiltek az els6 fluoreszcens in situ hibridizacios (FISH) kariotipusok a btiza és rokon
fajai esetében, mig a jelolt genomi DNS-probak segitségével (GISH) megkiilonboztethetove valtak az
allopoliploid fajok egyes genomjai, valamint lehetségessé valt a buzaba atvitt idegen kromoszomak és
kromoszomaszegmentumok mind precizebb azonositasa is. Mindezek eredményeként a molekularis
citogenetikai modszerekre alapozott szelekcio altalanossd valt a fajkeresztezéses génatviteli
programokban.

Ugyanakkor a citogenetikai mddszerek nem alkalmasak nagyobb populaciok tesztelésére, ami
korlatozza a buza-Aegilops kromoszomaatépiilések kivalogatasat. Az idegenfaju transzlokaciok
eléallitasat tovabb korlatozza, hogy bizonyos kromoszémak a meidzis soran nem parosodnak és nem
rekombinalodnak egymassal még a homeoldg kromoszémaparosodast elésegitd, Phl 1okuszt nélkiilozo
genetikai hattér (phlb mutacio, 5B kromoszoma hianya stb.) esetén sem. Szamos esetben a kivanatos
tulajdonsagok mellett nemkivanatos agronomiai jellegek is megjelennek a létrehozott transzlokacios
vonalakban, ami részben visszavezethetd a vad fajok genomjaban tortént evolicios atrendezédésekre,
mely a btiza és a rokon fajok kromoszoémai kozti hasonldsag (génkolinearitas, szinténia) sériilését
eredményezi. A blza és Aegilops genomok kozti, ma még csak részben ismert homeologiaviszonyok
feltérképezése ezért jelentGsen segitené a fajkeresztezéses génatviteli programok tervezését, az
alkalmazott stratégiak kivalasztasat.

Molekularis markerek segitségével nagyobb populacio tesztelhetd, igy jelentdsen novelheto a szelekcio
hatékonysaga. Kiilondsen hatékony lehetne olyan génspecifikus markerek alkalmazasa, melyek
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specifikusak az Aegilops kromoszomak meghatarozott régidira. Ugyanakkoraz ilyen tipusu markerek
fejlesztéséhez sziikséges a vad fajok teljes genomjanak kromoszémaszintii szekvenciaismerete.
Osszességében elmondhatd, hogy a vad fajokban rejld genetikai potencial eddigi kismértéki
felhasznalasa a buzanemesitési programokban jelentdsen novelhetd lenne a genomszervezddésiik
részletes megismerésével, specifikus molekularis markerek fejlesztésével és a markerekre alapozott
szelekcios rendszer alkalmazasaval.

A 2000-es évek masodik felétdl a kdvetkezd (-next) generacids szekvenalasi eljarasok megsziiletése és
azota is tartd robbanaszerli fejlodése megteremtette az alapjat a nagy genomszekvenalasi projektek
koltséghatékony kivitelezésének. Ezzel parhuzamosan az 1990-es években a ndvényi gyokércsucs-
merisztémasejtek sejtciklusdnak szinkronizaldsa és a j6 mindségii mitotikus kromoszdémaszuszpenziok
eléallitasa lehetdvé tette az egyedi ndvényi kromoszomak méret alapjan torténd izolalasat aramlasos
citometria segitségével. Ezen a téren kiilondsen nagy jelentdségre tettek szert azok a citogenetikai
vonalak (féként diteloszomads sorozatok), melyekbdl izolalni lehetett az egyes kromoszoémakarokat. A
gabonafélék nagy €s komplex genomjai ugyanis rendkiviil nagy aranyban tartalmaznak repetitiv
szekvenciakat, ami (a poliploid fajok esetén) az egynél tobb homeoldg genom jelenlétével egyiitt szinte
megoldhatatlanna teszi a rovidszekvencia-leolvasasok Osszeillesztését nagyobb kontigokka, majd
szkaffoldokka. - A kromoszomak illetve kromoszomakarok szubgenomi DNS mintdi, melyek mar csak
a genom néhany szazalékat (buiza esetében 1,3 — 3,4%) reprezentaljak, lehet6vé tették a legkiilonb6z6bb
genomikai modszerek (szekvenalas, BAC konyvtarak létrehozasa, optikai térképezés, citogenetikai
térképezés, molekularis markerek eldallitasa) kromoszomaszintli alkalmazasat. Ezek jelentdsen
hozzéajarultak a legfontosabb kalaszosaink, a buza, az arpa és a rozs referenciaként szolgalo
genomszekvenciainak elkészitéséhez. A legutobbi évek soran lehetévé valt a ndvényi kromoszomak
fluoreszcens jelolése in situ hibridizacio segitségével szuszpenzioban, ami megteremtette az alapjat a
kétparaméteres aramlasi citometria alkalmazasanak. A modszer segitségével - a mérettel, valamint a
GAA mikroszatellitek eloszlasaval aranyos fluoreszcencia-intenzitasok detektalasaval - az egyes
kromoszomak sokkal nagyobb mértékben kiilonithetok el egymastdl, ami lehetové tette a genomot
alkoto legtobb kromoszoéma nagy tisztasaghi (>80-90%) izolalasat a hexaploid és tetraploid buza,
valamint az arpa esetében. Mindezek eredményeként napjainkban az aramlasi citometria segitségével
torténd kromoszomaizolalas és a hozza kapcsolodo szekvenalasi modszerek az egyik leggyakrabban
alkalmazott eljarassa valtak a kiilonb6z6 génklonozasi projektek esetében.

A 2000-res évek végétdl, a PhD értekezés elkészitését kovetden, munkam jelentds részét arra
Oszpontositottam, hogy a markerkapcsolt szelekcios rendszer 1étrehozasaval hatékonyabba tegyem az
Aegilops fajokbol a buzaba torténé fajidegen génatvitel folyamatat. Ehhez kapcsolédoan igyekeztem a
kromoszomaalapi genomikai megkozelitést alkalmazva az Aegilops fajok Ués M genomjanak
szervezOdésérol, a buzagenommal alkotott homologiaviszonyairél minél tobb szekvenciaszintii
ismeretre szert tenni a kovetkezo kutatasi célok megvalositasaval:

e Az aramlasos citometria kiilonb6z6 modszereinek alkalmazasaval egyedi kromoszdémak
izoldlasa az U, M, S, S*"és D genommal rendelkezd vad Aegilops fajokbol
o Az izolalt kromoszoémak DNS mintainak felhasznalasa a buza és Aegilops genomok kozti
homeolog kapcsolatok feltarasa érdekében:
o Konzervalt ortologgén-alapt (COS) markerek azonositasa Aegilops kromoszémakon
o Az allotetraploid Aegilops biuncialis szegregald genetikai térképének eléallitasa
o Adiploid Ae. umbellulata (UU) és Ae. comosa (MM) kromoszoémainak szekvenalasaval
az U és M genom vazlatos szekvenciaillesztéseinek elkészitése
e A szekvenciaadatok felhasznalasaval 0j génalapti markerek fejlesztése és az Aegilops
kromoszomak nyomon kovetésére alkalmas markerkapcsolt szelekcios rendszer alapjainak
lefektetése
e Uj buza-Aegilops biuncialis genetikai alapanyagok eléallitasa citogenetikai és markerkapcsolt
szelekcid segitségével

Akadémiai doktori disszertaciomban mindezen célok megvaldsitasa érdekében tett eréfeszitéseimet és
eredményeimet igyekeztem a Tisztelt Tudos Tarsadalom elé tarni.
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2. Anyagok és modszerek
2.1.  Novényi anyagok

Az értekezés kiilonb6z6 fejezeteiben (kromoszomaszeparacié, COS-markeranalizis, Ae. biuncialis
genetikai térkép eldallitasa, Aegilops kromoszomak szekvenalasa, markerfejlesztés és buiza-Aegilops
introgresszios vonalak el6allitasa) a kovetkez6 novényi anyagokat alkalmaztuk:

Aegilops fajok

Aegilops umbellulata (UU) AE740/03 és JIC2010001, Ae. comosa (MM) MvGB1039 és JIC2110001,
Triticum urartu (A"AY) MvGB115, Aegilops speltoides (SS) MvGB905, Ae. tauschii (DD) MvGB605,
Aegilops markgrafii (CC) MvGB428 és MvGB607, Ae. sharonensis (S'S*") Sr1644, Ae. biuncialis
(UPUPMPMP) MvGB382, MvGB642, MvGB1112 és MvGB470, Ae. geniculata (USUIMIM?)
AE1311/00 és TA2899, Ae. cylindrica (D°D°C°C®) MvGB1719, Ae. triuncialis (U'U'C'C') MvGB585.

Hexaploid biiza- (Triticum aestivum) genotipusok
GK Othalom, Chinese Spring (kinai tavaszi biizafajta), Mv9kr1(Molnar-Lang és mtsai, 1996), "Mv25°.

Buza-Aegilops addicios vonalak

Chinese Spring — Ae. umbellulata (JIC2010001) 1U, 2U, 4U, 5U, 6U, 7U (Kimber 1967).

Chinese Spring — Ae. comosa (JIC2110001) 2M, 3M, 4M, 5M, 6M, 7M (John Innes Centre germplasm
collection, Norwich, UK)

Mv9krl — Ae. biuncialis (MvGB642) 1UP, 1U°/6U°, 3UP, 2MP, 3MP, 7MP (Schneider et al. 2005)
Chinese Spring — Ae. geniculata (TA2899) 1U¢, 2U9, 3U¢, 4U¢ , 5U¢, 6U¢, 7U8, 1MS9, 2M9, 3M¢, 5M¢,
6M¢, 7M? (Friebe és mtsai 1999)

Chinese Spring — Ae. umbellulata (U2010001) Diteloszomas addicios vonalak 2US, 2UL, 7UL (Friebe
és mtsai, 1995)

Buiza-Aegilops szubsztitucios vonalak

Chinese Spring — Ae. comosa (JIC2110001) 6M(6A) (John Innes Centre germplasm collection,
Norwich, UK)

Mv9krl — Ae. biuncialis (MvGB642) 3MP(4B) (Farkas és mtsai 2014)

Mv9krl-Ae. biuncialis (MvGB642) centrikus fiizio 3MP.4BS (Farkas és mtsai 2014)

A kiilénboz6 in situ hibridizacios kisérletekhez a proba-DNS felszaporitasahoz, illetve a blokkold
DNS eléallitasahoz a kdvetkez6 fajok genotipusait alkalmaztuk:

Secale cereale cv. ‘Lovaszpatonai’, Oryza sativa cv. ‘Bioriza’, Triticum turgidum subsp. durum cv.
‘Mv Makaroéni’.

2.2. Novényneveles, megporzasok.

A kisérleti novényeket szant6foldi, iveghazi, vagy ritkan fitotroni koriilmények kozott neveltiik. Az
esetek tobbségében a ndvényneveléssel parhuzamosan citogenetikai vizsgalatok is torténtek. A
citogenetikai vizsgalatokhoz az azonosité szammal ellatott szemeket laboratoriumi koriilmények kozott
Petri  csészékben, nedves szirdpapiron csiraztattuk és a  gyokereket felhasznaltuk
kromoszomapreparatumok készitéséhez (lasd késobb). A csirandvényeket 6 hetes vernalizaciot (4 °C-,
200 pmol/m?/s™ fényintenzitas) kovetden fitotroni (Conviron PGR-15 kamra) (Tischner és mtsai. 1997)
vagy iveghazi koriilmények (Global Glasshouse Venlo) kozott felneveltiik felszaporitas, vagy
keresztezés céljabol.

A tenyészkerti (Martonvasar, Tiikrds) ndvénynevelés célja a genetikai anyagok szaporitdsa, a buza
sziléi partnerrel (Mv9krl) torténd visszakeresztezése, illetve megfigyelések (morfologiai
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tulajdonsagok, levélrozsda, lisztharmat megjelenése, kalaszoldsi id6) végzése volt. A szantofoldi
keresztezések majus 5. és 20. kozott torténtek. A fitotronban, illetve tiveghazban tortént keresztezéseket
altalaban 20-25 °C kozott végeztiik, melyek soran az anyai sziilok portokjait még éretlen allapotban
eltavolitottuk, majd a kaldszokat izolltuk és 2-4 nap mulva pdrgetéses modszerrel beporoztuk.

2.3. Molekularis citogenetikai vizsgalatok

Kromoszomapreparatumok eldadllitdsa és probajeloles

A buza és az Aegilops fajok valamint a btiza-Aegilops hibridszarmazékok molekularis citogenetikai
vizsgalata soran a mitotikus kromoszomapreparatumok gyo6kércsiucs-merisztémasejtekb6él torténd
eldallitasat Lukaszewski és munkatarsai (2004) modszerével végeztiik.

A ndvények kariotipusanak jellemzésére genomi in situ hibridizaciot (GISH) és fluoreszcens in situ
hibridizaciot (FISH) alkalmaztunk, melyek részletes leirasa minden esetben megtalalhaté az adott
fejezet alapjdul szolgdld publikacioban. A GISH sordn a genomspecifikus hibridizacids probak
eléallitasahoz az adott faj DNS-ét digoxigenin-11-dUTP-vel vagy biotin-16-dUTP-vel jeloltiik random
priming vagy nick-transzlacié segitségével. A digoxigenin és biotin altal jelzett hibridizacios jeleket
fluorokromokkal konjugalt antitestekkel (jellemzden anti-digoxigenin-rodaminnal és streptavidin-
FITC-cel) detektaltuk. Blokkolo DNS-ként jellemzéen a durum vagy hexaploid buza jelletlen és
fragmentalt DNS-ét hasznaltuk. A FISH soran az esetek tilnyomo részében a pSc119.2 (Bedbrook és
mtsai 1980), az Afa family (Nagaki és mtsai 1995) és a 45S rDNS repetitiv DNS-probat (Gerlach és
Bedbrook, 1979), idénként pedig a (GAA), mikroszatellit-ismétlédést (Vrana és mtsai 2000)
alkalmaztuk a buza és Aegilops kromoszémak azonositasahoz.

In situ hibridizdcio

A GISH- és FISH-kisérletek részletei, az alkalmazott elokezelések és poszthibridizacios mosasi 1épések
a Molnar és munkatarsai (2011ab, 2016) altal leirtak alapjan torténtek. Roviden osszefoglalva, a GISH
soran a hibridizacios keverék (targylemezenként 30 ul) 50% formamidot, 2xSSC-t, 10% dextran
szulfatot, valamint 70 ng U, M vagy egyéb tipust genomi probat, illetve blokkolé DNS-t tartalmazott
(A préba- és blokkolé DNS aranya 1:30-1:60 volt). A hibridizaciés keveréket 90 °C-on 10 percig
denaturaltuk, majd a kromoszoma-DNS-t a hibridizacids keverék jelenlétében 2 percig 80 °C-on
detektalasi 1épéseket kovetden, a preparatumok DAPI-val (4°,6-diamidino-2-phenylindole, Amersham)
tortént kontrasztfestése utan, a hibridizacio eredményét egy megfelelé szlrékészlettel és CCD
kameraval ellatott Zeiss fluoreszcens mikroszkop segitségével (korabban Zeiss Axioskop-2, kés6bb
Zeiss Axiolmager M2) vizsgaltuk. A FISH soran a preparatum készitése és hibridizacios 1épések a GISH
esetében leirtak szerint torténtek, kivéve, hogy a hibridizaciot 37 °C-on végeztiik, ahol a hibridizacios
keverék (targylemezenként 30 ul) 20 ng pTa71 és 70 ng pSc119.2 illetve Afa family probat tartalmazott
lazacsperma-DNS jelenlétében.

2.4. Aramlasi citometridas vizsgalatok és kromoszoma-szeparacio

Kromoszomaszuszpenziok eldallitasa aramlasos citometriahoz

Az intakt mitotikus kromoszomakat tartalmazd szuszpenzidk eldallitasa fiatal csiranovények
szinkronizalt gyokércsucs-merisztémasejtjeibol tortént a Vrana és mtsai. (2000) altal leirt protokol
szerint, melynek fobb 1épései a kdvetkezdk voltak. A csirandvények gyokércsiics-merisztémasejtjeinek
sejteiklusat 1.25 mM hidroxiureat (HU) tartalmazé Hoagland (Gamborg és Wetter 1975) tapoldatban
tortént 18 oras inkubacio segitségével szinkronizaltuk, majd 2,5 uM amiprofosz-metilt tartalmazo
Hoagland oldatban 5 oran keresztiil inkubaltuk a metafazisban torténé akkumulacio érdekében. Ezutan
50 db, jeges vizben tartott csirandvény gyokerének gyokércsucstol szamitott 1 cm-es darabjat Tris
pufferben oldott 2% (v/v) formaldehid-ben fixaltuk 20 percen keresztiil 5 °C-on, majd a gyokércsucsokat
(~1 mm) 1 ml LBO1 pufferben (pH:9,0) (Dolezel és mtsai 1989) homogenizaltuk egy Polytron PT1300
homogenizator (Kinematica AG, Littau, Switzerland) segitségével (20000 rpm, 13 mp) a metafazisos
kromoszomak kinyerése érdekében. A mintékat egy 50 um porusatmérdjii nylon sziirdn tértént sziirést
kdvetden jégen taroltuk felhasznalasig.
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Eqy- és kétparaméteres aramlasi citometrias vizsgalatok

A kromoszomamintak egyparaméteres aramlasi citometrids vizsgalatait egy argon-ion-lézerrel
rendelkez6 FACSVantage SE éaramlési citométer (Becton Dickinson, San Jose, CA) segitségével
végeztik a Molnar és munkatirsai (2011a) altal leirtak szerint. A DAPI-val festett (2 pg/mL)
kromoszomaszuszpenziot 200—400 részecske/mp sebességel aramoltattuk at a késziilék detektoran, ami
a DAPI fluoreszcenciajat 424/44 savsziirdn keresztiil detektalja. Mintanként ~30000 kromoszomat
vizsgaltunk, melynek soran a Cell Quest szoftver (Becton Dickinson) segitségével tortént adatgytijtés
eredményeit a kromoszomak relativ fluoreszcencia-intenzitasainak hisztogramja (aramlasi kariotipus)
formajaban kozoltik. Az aramlasikariotipus-csucsok kromoszomadsszetételének meghatarozasahoz
minden csucsbol 2000 kromoszomat szeparaltunk egy mikroszkoptargylemezen 1évé 15-ul 5%
szachardzzal kiegészitett PRINS puffercseppbe (Kubaldkova és mtsai 1997). Kiszaritas utan a
kromoszomakat repetitiv DNS-probakkal (pSc119.2, Afa family, pTa71) végzett FISH segitségével
azonositottuk. A mikroszkdpos analizis sordn altalaban >100 kromoszémat azonositottunk mintanként,
majd az egyes kromoszomak gyakorisagat, illetve a minta tisztasagat az azonositott kromoszémak %-
aban adtuk meg. Az egyes izoldlasi kisérleteket 2-3 alkalommal megismételtik az armalasi
legnagyobb tisztasagot érjiikk el az egyes kromoszomak esetében. Dolgozatomban az optimalizalt
beallitasokkal elért legjobb eredményeket mutattam be.

Kromoszomadk jelolése szuszpenzioban FISH segitségével

A kétparaméteres aramlasi citometria alkalmazasakor a szuszpenzidban 1évé kromoszomakat a DAPI
festés mellett egy FITC fluorokrommal konjugalt GAA oligonukleotid probaval torténd in situ
hibridizacio segitségével is jeloltikk, melyhez Giorgi és mtsai (2013) modszerét hasznaltuk Kisebb
modositasokkal (Molnar és mtsai 2016). A FISHIS soran a jégen tarolt 300 ul kromoszémaszuszpenzid
kémhatasat 10 M NaOH adagolasaval (1-10 ul) pH:13,1-re allitottuk be és 15 percig 25 °C-on
inkubaltuk. Ezt kovetéen a pH-t 9,1-re (~90-150 ul 1M Tris-HCI adagolasaval) allitottuk vissza, majd a
kromoszomaszuszpenzidohoz hozzaadtuk a jelolt GAA probat (1ng/ul FITC-5’-(GAA)7-3’-FITC 2xSSC-

ben oldva), melynek mennyiségét a kovetkezo tapasztalati képlet alapjan szamoltuk ki:

Probamennyiség (pl) = %

ahol ’s’ a kromoszomaszuszpenzid, 'N’ a NaOH oldat, mig *T’ a Tris-HCI puffer mennyiségét jelenti
ul-ben megadva. Néhany kisérletben a GAA oligonukleotid-proba mellett ACG probat (1ng/ul FITC-
5’-(ACG)7-3’-FITC 2xSSC-ben oldva) is alkalmaztunk. Ezekben az esetekben a kiszamolt
prébamennyiség 50-50%-a volt GAA és ACG oligonukleotidproba. A jelolt proba hozzaadasat kovetden
a kromoszomaszuszpenziot 1 ordn at sotétben tartottuk 25 °C-on, majd jégen taroltuk az aramlési
citometrias vizsgalatokig.

A kétparaméteres aramlasi citometrias vizsgalatokat kisebb modositasokkal az egyparaméteres
vizsgalatokhoz hasonloan végeztilk. A kétparaméters aramlasi kariotipusok meghatirozasa és az ez
alapjan torténd kromoszomaszeparacio egy FACSAria II SORP aramlasi citométer €s szorter (Becton
Dickinson Immunocytometry Systems, San José, USA) segitségével tortént, mely rendelkezett a DAPI
(ex. 358nm / em. 461nm) és a FITC (ex. 495nm / em. 519nm) fluoreszcencidjanak gerjesztéséhez
szlikséges 1ézerfényforrasokkal (DAPI: Genesis: A=355 nm; FITC SapphireHP: A=488 nm). A jelolt
kromoszomaszuszpenziora jellemzé FITC vs. DAPI ‘dot plot’ aramlasi kariotipusat 1500-2000
részecske/mp aramlasi sebesség mellett hataroztuk meg. Az aramlasi kariotipuson definialt
részecskepopulaciok kromoszomatartalmat a szeparacios ablakok beallitasaval 15-20 részecske/mp
rataval izolaltuk. Az izolalt frakcidk kromoszomalis Osszetételét az egyparaméteres vizsgalatokhoz
hasonldéan FISH segitségével hataroztuk meg. Téziseimben a sorozatos optimalizacio utan elért legjobb
eredményeket mutatom be.

2.5. Aramlasi citometriaval szétvalsztott kromoszomak szekvendlasa és bioinformatikai analizise

A szekvenalasahoz az Ae. umbellulata (AE740/03) és Ae. comosa (MvGB1039) aramlasi citomertiaval
szeparalt kromoszomainak DNS-ét Simkova és munkatars (2008) moédszerével tisztitottuk. Az Ae.
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umbellulata esetében a kromoszéma-DNS-t felszaporitottuk (Illustra GenomiPhi V2 DNA
Amplification Kit, GE Healthcare, Chalfont St. Giles, United Kingdom) (Molnar és mtsai 2016), mig az
Ae. comosa esetében néhany évvel késdbb ezt a 1épést kihagytuk. Az Ae. umbellulata kromoszoémainak
2ng amplifikalt és fragmentalt DNS-ét haszndltuk a szekvendldsi konyvtarak elkészitéséhez (TruSeq
DNA PCR-Free Library Preparation Kit; lllumina, Inc., San Diego, USA), melyeket Illumina HiSeq
2000 platformon szekvenaltunk. Minden kromoszoémat kiilon ‘lane’-en szekvenaltunk annak érdekében,
hogy ~130 milli¢ ‘paired-end’ leolvasast (~26 Gbp) kapjunk kromoszémanként. A 2x100 bp ‘paired-
end’ leolvasasok de novo osszeillesztéseit a MaSURCA assembler (Zimin és mtsai 2013) segitségével
végeztiik. A kapott kontigok koziil a 200bp-nal kisebb kontigokat kizartuk a tovabbi vizsgalatokbol.
Az Ae. comosa esetében az egyes kromoszomak 20 ng nem amplifikalt DNS-ét fragmentaltuk, majd a
~1000 bp fragmenteket hasznaltuk a szekvenalasi konyvtarak eléallitaisahoz (NEBNext® Ultra™ II
DNA Library Prep Kit for [llumina®), melyeket NovaSeq 6000 (Illumina) platformon szekvenaltunk és
2x150 bp ‘paired-end’ leolvasast kaptunk eredményiil. A nyers adatokbdl eltavolitottuk a nem
megbizhato bazisokat (Trimmomatic, Bolger és mtsai, 2014), majd az 6sszeillesztéseket 111 bp k-merek
felhasznalasaval a Meraculous v2.0.5 (Chapman és mtsai, 2011) szoftver segitségével végeztiik. Az 1
kb-nal kisebb szkaffoldokat kihagytuk a tovabbi analizisbél.

Az Aegilops kromoszomak genomosszeillesztései szabadon hozzaférhetok és let6lthet6k a DRYAD
repozitorium weboldalarol  (https://datadryad.org/stash) az "Assembly of Aegilops comosa
chromosomes” ( https://doi.org/10.5061/dryad.wpzgmsbk9) és "Assembly of Aegilops umbellulata
chromosomes" (https://doi.org/10.5061/dryad.70rxwdbwc) adatkészleten keresztiil.

A butiza-Aegilops ortolog kapcsolatok feltérképezéséhez az Aegilops umbellulata kromoszémakat
reprezental6 kontigokat kérdez6 szekvenciaként hasznaltuk a hexaploid bizagenom (Chinese Spring)
(IWGSC 2014) annotalt génjeinek fehérjeszekvenciain végzett BLASTx keresések soran. A beallitott
kritériumok (minimalis illeszkedési hossz: 30 aminosav, az illeszked6 szekvencidk minimalis
hasonldosaga 90%) alapjan kapott legjobb talalatokat haszndltuk fel a biizakromoszéméakon azonositott
Aegilops génhomologok denzitasanak kiszamolasdhoz, melyhez ‘sliding window’ modszert
alkalmaztunk (500 kb ablakméret 100 kb eltolasokkal) és a kapott adatokat hétérkép formajaban
abrazoltuk.

2.6. Génalapu markerek fejlesztése Aegilops kromoszomaszekvencidak segitségével

Az Aegilops kromoszomak szekvenciaillesztéseinek segitségével prediktalt gének alapjan génalapu
molekularis markereket fejlesztettiink. A markerfejlesztéshez alkalmazott harom megkdzelités
segitségével EST-alapu, IT- (Intron-targeting) és cDNS-alapti markereket hoztunk 1étre.

Az EST-alapt markerek esetében a hexaploid buza D kromoszomain térképezett 4452db EST
szekvenciat (1D: 634; 2D: 742; 3D: 719; 4D: 587; 5D: 558; 6D: 485; 7D: 727) (Qi és mtsai 2004) a
GrainGenes adatbazisbol (http://wheat.pw.usda.gov/) toltéttiik le, majd kérdezé szekvenciaként
hasznaltuk az Ae. umbellulata genomillesztéseken térténé BLASTn keresésekhez, melyeket a Ragged
Genes Genome Explorer (v.2.2.24) grafikus feliiletén futtatott NCBI ‘BLAST command line’
alkalmazasa (Zhang és mtsai 2000) segitségével végeztiik. A legjobb talalatok (kritériumok: illesztési
hossz > 100bp, ID%>70) szekvencidin paronkénti illesztéssel (UGENE szoftver v.1.27.0;
http://ugene.net/) meghataroztuk a buza és Aegilops szekvenciak kozti InDel polimorfizmusok
helyzetét, majd az Aegilops szekvenciak alapjan primereket terveztiink az InDel régiokra a Primer3
alkalmazas segitségével.

Az IT markerek fejlesztése az R szoftver csomag (v. 3.4.0) bedtools (v.2.26.0) és primer3 (v.2.3.6)
alkalmazasait hasznald R script segitségével tortént. A markertervezés fobb Iépéseiként BLASTN
segitségével megkerestiik az Ae. umbellulata gének bizahomologjait (az Aegilops géneket mint keresd
szekvenciakat hasznaltuk a buza referencia-genomszekvencidjan [RefSeq v1.0, IWGSC 2018] végzett
BLASTn keresésekhez), majd meghataroztuk az intronok pozicidit. A buza-Aegilops talalatok esetén
megvizsgaltuk a gének elsé exonjanak utolsé 100 bp és elsd intronjanak elsé 500 bp hosszasagu
szakaszat. A tovabbiakban csak azokat a géneket hasznaltuk fel, melyek a fenti 600 bp méretii
szakaszban polimorfizmust mutattak a buza és az Ae. umbellulata k6zo6tt, majd erre a szakaszra
primerparokat terveztiink ugy, hogy az egyik primer az exon régiora, mig a masik primer az azt kdveto
intron régidra essen. A tervezett markerekbdl véletlenszerien kivalasztottunk 84 primerpart (12
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marker/kromoszéma), melyek oligonukleotid-szekvencidit szintén az Integrated DNA Technologies
(Coralville, lowa, USA) segitségével szintetizaltattuk meg.

Harmadik markerfejlesztési stratégiank soran buza ortolog gének fluoreszcensen jeldlt és probaként
hasznalt cDNS-szekvenciainakfizikai helyzetét hataroztuk meg az Ae. umbellulata és Ae. comosa
tervezhettiink molekularis markereket. A gének fizikai térképezésére és a markerfejlesztésre vonatkozo
részletek megtalalhatok a dolgozat alapjaul szolgadlé publikacidban (Said és mtasi. 2021). A
kisérletekhez hasznalt 44 btiza-CDNS-szekvenciat publikus adatbazisokbdl
(https://shigen.nig.ac.jp/wheat/komugi/) letdltottiik, majd keresé szekvenciaként hasznaltuk a buza-
referenciaszekvenciakon (RefSeq v1.0, IWGSC 2018), valamint az Ae. umbellulata és Ae. comosa
kromoszomak szekvencidin az el6z6ekben leirt moédon végzett BLASTn keresésekhez. Az adott génekre
vonatkoz6 legjobb bliza és Aegilops talalatok szekvenciait paronkénti illesztéssel (UGENE szoftver, v.
1.23) elemezve meghataroztuk a gének polimorf régidit, majd az exon-intron hatarokra, illetve intron
régiokra specifikus primereket terveztiink.

Az EST-, IT- és cDNS-alapti markerek megszintetizalt primereit els6 1épésben a fajkeresztezéshez
hasznalt buza (Mv9krl) és Ae. biuncialis MvGB642 sziil6i genotipusokon teszteltitk PCR segitségével.
A buza és az Ae. biuncialis k6zott polimorfizmust mutaté markerek (mely polimorfizmus lehet igen/nem
valaszt ado6 Un. *presence-absence variation’, vagy PAV, illetve méretbeli polimorfizmus) egy részének
kromoszomalis helyzetét az U és M kromoszomakat hordozd buza-Aegilops addiciés vonalakon
(esetenként Chinese Spring-Ae. umbellulata 1U, 2U, 4U, 5U, 6U, 7U és Mv9krl-Ae. biuncialis
MvGB642 3U, valamint CS-Ae. geniculata 1M-7M addicios vonalak) valamint kontrol buza (Chinese
Spring), Aegilops (Ae. biuncialis MvGB642) és Mv9kr1-Ae. biuncialis MvGB642 amfiploid vonalakon
is ellendriztik PCR segitségével. A PCR reakciok kivitelezése (a reakcioelegy Osszetétele, az
alkalmazott hémérsékleti profilok), valamint az azt kdvetd fragmentanalizis a COS markeranalizisek
esetében leirtak, illetve Said és mtsai. (2021) szerint torténtek.

2.7.COS marker analizis

A buza és az Aegilops genomok COS (Conserved Orthologous Set) markerek segitségével tortént
Osszehasonlitd elemzéséhez az izolalt Aegilops kromoszomak DNS-mintait, a szeparacidhoz hasznalt
Aegilops fajok genotipusainak teljes genomi DNS-ét, valamint kiilonb6z6 buza-Aegilops addicios
vonalak DNS-ét alkalmaztuk. Kisérleteinket az izolalt Aegilops kromoszomak jellege (egyparaméteres,
vagy kétparaméteres aramlasi citometria segitségével el6allitott minta) alapjan két részletben végeztiik,
melyek részletei megtalalhatok a Molnar és mtsai. (2013 és 2016) publikacidkban.

Elsé kisérletiinkhoz az Ae. umbellulata MvGB470, Ae. comosa MvGB1039, Ae. biuncialis MvGB382
és Ae. geniculata AE1311/00 egyparaméteres aramlasos citometriaval izolalt kromoszomafrakcioinak
DNS-e mellett templatként hasznaltuk a kovetkez6 biza/Aegilops diszomas addicios vonalakat: Chinese
Spring/Ae. umbellulata (JIC2010001) 1U, 2U, 4U, 5U, 6U és 7U, Chinese Spring/Ae. comosa
(JIC2110001) 2M, 3M, 4M, 5M, 6M és 7M, Mv9kr1/Ae. biuncialis (MvGB642) 1UP°, 1UP6U°, 3UP, 2MP,
3MP ¢s 7MP | valamint Chinese Spring-Ae. geniculata (TA2899) 1U9, 2U9, 3U¢, 4U9, 5U9, 6U9, 7U¢,
1M¢9, 2MS9, 3MS9, 5MS9, 6M9 és 7MY, ezek sziildi genotipusait, illetve a kromoszdémaszeparalashoz
alkalmazott Aegilops genotipusok teljes genomi DNS-ét. Osszesen 140 olyan markert valasztottunk ki
szabadon hozzaférheté6 COS markergyiijteményekbdl (Wheat Genetic Improvement Network, WGIN:
http://www.wgin.org.uk/resources/Markers/TAmarkers.php), melyek potencialisan lefedik a btza 1-7
homeoldg csoportjait. A fluoreszcensen (6-FAM) jelolt primerekkel eléallitott PCR reakciok (10 ng
templat DNS/10 pl reakcidtérfogat) termékeit egy 3730x1 DNS Analizator (Applied Biosystems, USA)
segitségével valasztottuk el és GeneMapper v4.0 szoftver segitségével értékeltiik ki. A COS markerek
kiilonb6z6 templat DNS-mintakon adott PCR amplikonjainak adatai megtalalhatok a Molnar és
munkatarsai (2013) publikacidoban. A buza referenciaszekvenciainak (IWGSC 2018) hianyaban a COS
markerek altal a buza D genomjan ¢és az Aegilops U és M genomjan definialt ortolog régiok
Osszehasonlitasahoz a Brachypodium distachyonmint egyszikii modellfaj genomjat hasznaltuk
referenciaként (Brachypodium distachyon v1.0 [IBI 2010]). Ennek soran a markerfejlesztéshez hasznalt
EST-szekvenciak helyzetét hasonlosagi (BLASTn) kereséssel hataroztuk meg a Brachypodium
genomjan, majd a legjobb talalatok alapjan a COS markerek fizikai helyzetét grafikusan dbrazoltuk a
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Brachypodium kromoszomakon (pseudomolekulakon) (Molnar és mtsai 2013). Az egyes Brachypodium
kromoszomakon azonositott COS markerek lokuszait szinkédokkal lattuk el az egyes buza és Aegilops
genomok esetében kapott kromoszomalis lokalizacié abrazolasa érdekében.

Masodik kisérletiink soran COS markerekkel vizsgaltuk az Ae. umbellulata AE740/03, Ae. comosa
MvGB1039, Ae. speltoides MvGB905 és Ae. markgrafii MvGB428 és MvGB607 kétparaméteres
aramlasi citometriaval izolalt kromoszomainak DNS-mintdit, a genotipusok teljes genomi DNS-ét,
valamint a GK Othalom hexaploid buza DNS-ét annak érdekében, hogy informéciot kapjunk az egyes
Aegilops genomok (U, M, S, C) és a btiza kozt fennallé homeoldg kapcsolatokrél (a kisérlet részletei
megtalalhatok a Molnar és munkatarsai (2016) publikacioban). A buza 1-7 homeoldg csoportjat
reprezentald primerekkel tortént PCR-reakciokat (0.4 uM primer/12ul reakciotérfogat) egy Eppendorf
Mastercycler (Eppendorf, Hamburg, Germany) PCR-késziilék segitségével hajtottuk végre (Molnar és
mtsai 2014). Az alkalmazott 123 COS marker (Quraishi és mtsai, 2009), azok annealing hémérsékletei
(Ta) valamint a kapott PCR-amplikonok megtalalhatok a Molnar és munkatarsai (2016) publikacidban.
Az Eppendorf Mastercycler késziilék segitségével kivitelezett PCR-reakciok termékeit egy 96 csatornas
fragmentanalizatorral (Fragment Analyzer Automated CE System, Advanced Analytical Technologies,
Ames, USA) valasztottuk szét és PROsize v2.0 szoftver segitségével elemeztiik.

A buza-Aegilops homeologiakapcsolatok grafikus abrazolasa érdekében a COS markerek delécios
térképadatai  (Quraishi ¢és mtsai, 2009) ¢és a buza-kromoszomakarok sorba rendezett
szekvenciagylijteményein (GenomeZipper v.5, https://urgi.versailles.inra.fr/download/iwgsc/zipper/;
IWGSC 2014) BLASTn segitségével meghatarozott markersorrend és genetikaitavolsag-adatok (Molnar
¢s mtsai. 2016) alapjan elkészitettilk a buzakromoszomak genetikai és fizikai térképét, melyeken
feltiintettiik a térképezett markerek helyzetét. A bluza A, B és D genomja alapjan elkészitett fizikai
térképek (Molnar és mtsai 2016) koziil a disszertacidban csak a B genom alapjan késziilt térképet
mutatom be. Az U, M, S, és C genomokra vonatkozd buza-Aegilops homeologiakapcsolatokat kiilon-
kiilon térképek segitségével abrazoltuk. Az egyes térképeken a markerspecifikus delécios régidkat
szinkodokkal jeloltiik annak megfelelden, hogy az adott marker mely homeoldog csoporthoz tartozo
kromoszoman volt lokalizalt az adott Aegilops genomban.

2.8. Ae. biuncialis kétsziilds genetikai térkép eldédllitasa

Az Ae. biuncialis (2n=4x=28; UU"MPMP) MvGB642 és MvGB382 genotipusait dntermékenyitéssel
tobb, mint 20 ¢éve tartjuk fenn és hasznaljuk keresztezési partnerként a buza-elonemesitési
programokban. A két genotipus keresztezésébdl szarmazé Fi hibrideket Ontermékenyitve 262 F»
genotipust allitottunk eld. Az F2 genotipusok allélosszetételének meghatarozasa a beldliik izolalt DNS-
mintakon DArTseq ’genotyping-by-sequencing’ technoldgia (Diversity Arrays Technologies Pty. Ltd.,
Australia; https://www.diversityarrays.com/) segitségével tortént DArTseq™ 1.0° platformon. Annak
érdekében, hogy az egyes kapcsoltsagi csoportokat az Aegilops U és M kromoszémakhoz tudjuk kotni,
az Ae. biuncialis diploid genomdonorfajainak, az Ae. umbellulata (AE740/03) és Ae. comosa
(MvGB1039) teljes genomi DNS-ét és aramlasi citometridval szeparalt kromoszomaik (1U-7U, 1M-
7M) DNS--mintait (Molndr és mtsai. 2016) szintén genotipizaltuk, a fajkeresztezésekhez hasznalt
buzagenotipusokkal (Mv9krl, Chinese Spring) egyiitt. A genotipizalas két markertipust eredményezett:
a Silico-DArIT markerek dominansak és a szekvenalt genomi fragment adott mintaban valo
jelenlétét/hianyat reprezentaljak, mig az SNP-DArT markerek kodominansak és a genomi fragmenten
beliili szekvenciapolimorfizmust tiikrozik az egyes mintak kozott.

A generalt markerek kozil kisziirtiik azokat, melyek tul sok értékelhetetlen eredményt produkaltak az
egyes genotipusokon (<0,95 Call Rate) vagy kicsi reprodukalhatosaggal rendelkeztek (<0,95
Reproducibility). Szintén kizartuk a sziil6i Ae. biuncialis genotipusok kdzt nem polimorf markereket, az
egyik sziilén heterozigota eredményt adé markereket, illetve azokat, melyek nem megfelel6 hasadasi
aranyt mutattak (kodominans SNP-DArT markerek: 1:2:1, dominans Silico-DArT markerek: 1:3) az F,
generacioban. Az F» genotipusok koziil kizartuk azokat, melyek tébb, mint 10%-ban tartalmaztak
hianyzd6 markeradatokat. A MultiPoint szoftver (www.multigtl.com) segitségével tortént
térképszerkesztéshez végiil 224 F2 genotipust, 5893 SNP-DArT és 22180 Silico-DArT markert
hasznaltunk fel.

Els6 1épésben egy vaztérképet hoztunk létre a kodominans SNP-DArT markerek felhasznalasaval,
melynek soran 0,25 maximum rekombinacids gyakorisagi hatarértéket (rfs) alkalmazva meghataroztuk
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a kapcsoltsagi csoportokat. Ezt kovetden az egyes csoportok vaz (vagy ‘skeleton’) markereinek
sorrendjét ‘jackknife’ modszerrel tortént Gjra-mintavételezéssel (> 90% hatarérték mellett) (Mester és
mtsai 2003) tovabb optimalizaltuk. Masodik 1épésben a vaztérkép legoptimalisabb intervallumaihoz
illesztettilk a kezdetben kizart dominans Silico-DArT markereket (kiilon-kiilon az anyai és apai
genotipusokra specifikus dominans markereket), melyeket ‘csatolt’ (‘attached’) markerekként jeldltiink.
A végso teljes térkép a redundans markereket is tartalmazza ‘kiildott’ (‘delegate’) markerekként emlitve.
A centimorgan (cM) értékeket a Kosambi térképfiiggvény szerint (Kosambi 1944) hatdroztuk meg.

A kapcsoltsagi csoportok kromoszomakhoz vald hozzarendelése sordn felhasznaltuk az egyes
markercsoportoknak a diploid Ae. umbellulata-n (UU) és Ae. comosa-n (MM), valamint izolalt
kromoszomaikon adott eredményeit és figyelembe vettiik az Ae. umbellulata szegregaldé genetikai
térképének segitségével (Zhang és mtsai 1998, Edae és mtsai 2017), valamint az Ae. comosa és Ae.
umbellulata génalapt citogenetikai (single-gene FISH) térképének elkészitésével kapott (Said és mtsai.
2021) buza-Aegilops homeoldgiaviszonyokat.

A térképezett markerek segitségével vizsgaltuk a biza és Ae. biuncialis kromoszémak kozt fennallo
kolinearitast, melynek soran az Ae. biuncialis kapcsoltsagi csoportjait alkotd6 markerek szekvenciait
BLASTn segitségével illesztettiik a hexaploid buza (Chinese Spring) A, B, illetve D genomjanak
referenciaszekvenciaihoz (v1.0) (IWGSC 2018) a Blast Command Line Application 2.9.0
(ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/) szoftvercsomag segitségével (paraméterbeallitasok: -task ‘blastn’; -evalue
le-5; -max_target_segs 1; -max_hsps 1). A buza egyes genomjainak kromoszoémain kapott legjobb
talalatok startpozicioit alkalmazva az Aegilops és a biiza D genomjanak kromoszomai kozti kolinearitast
vizsgaltuk a Strudel szoftver (https://ics.hutton.ac.uk/strudel/) segitségével. Végiil a kapcsoltsagi
csoportokat az Ae.biuncialis kromoszémak jelenleg alkalmazott némenklatiraja (Badaeva és mtsai
2004) alapjan rendeltiik hozza az 1U-7UP és az 1MP-7MP kromoszoémakhoz.

2.9. Statisztikai analizis

Az Mv9krl- Ae. biuncialis MvGB642 4U addicids vonal, valamint a 4M(4D) és 5M(5D) szubsztitticios
vonal morfoldgiai tulajdonsagait egytényezOs varianciaanalizis segitségével hasonlitottuk Gssze a
buzasziilével (Mv9krl) P<0,05 és P<0,01 megbizhatosagi szinten.

3. Eredmények

3.1. Vad fajok kromoszomainak izoldldsa aramlasi citometria segitségével
3.1.1. Kromoszomaizoldlas méret alapjan (egyparaméteres izoldlds)

U- és M kromoszomdk izolalasa Aegilops fajokbol

A diploid Ae. umbellulata (UU) MvGB470 és Ae. comosa (MM) MvGB1039, valamint a tetrapoid
Ae. biuncialis (UPUPMPMP) MvGB382 és Ae. geniculata (USU*M®M?Y) AE1311/00 genotipus DAPI-val
festett kromoszomaszuszpenzidinak vizsgalata soran megallapitottuk, hogy mind a négy faj aramlasi
kariotipusa négy csucsbol all, azaz a kromoszomak méret alapjan négy f6 csoportra oszthatok (Molnar
¢s mtsai. 2011b).

A cstucsokbdl izolalt kromoszomakon végzett FISH segitségével kimutattuk, hogy az Ae. umbellulata
elsé harom csucsa (I-111) megfelelt az 1U, 6U és 3U kromoszomanak, melyeket 95%-, 74,1%- és 86,4%-
os tisztasagban tudtunk izolalni. Az Gsszetett negyedik csucs a 2U, 4U, 5U ¢és 7U kromoszomat
tartalmazta.

Az Ae. comosa esetében a jol elkiiloniilt elso cstcsra az 1M és 4M kromoszoma volt jellemzd, mig a
rosszul elkiilonithetd masodik és harmadik csucs foként a 6M és 2M kromoszoémat tartalmazta, az 5M
kromoszoma mindkét cstcsra jellemzo volt. Végiil a jol megkiilonboztethetd 4. kariotipuscsticsban a
3M és 7M kromoszoma volt meghatarozhato. Szintén megallapithato volt, hogy egyik M kromoszémat
sem lehetett méret alapjan nagy tisztasdgban (>80%) izolalni.

Az Ae. biuncialis 1. kariotipuscsticsabol az 1U° kromoszoéma nagy tisztasigban (>95%) volt
izolalhatd. A tovabbi harom &sszetett csucs koziil a 2. cstcs az SMP, 3MP, 4MP, 6M®, 3UP, és 6UP
kromoszomat reprezentalta, mig a 3. csticsra az 1M®, 3MP, 2MP, 2U°P, 4UP, 5UP és 7UP kromoszoma volta
jellemzd. A 3MP kromoszéma hasonl6 gyakorisagban volt kimutathaté e két csticsban. A 4. cstcs foként
a 7MP kromoszomat tartalmazta, melyet 80%-ot meghaladé tisztasagban tudtuk izol4lni.
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Végiil az Ae. geniculata 1. cstcsa az 1U% és 6M? kromoszomat, mig a 2. csticsa a 3U9, 4U9 és 6UY
kromoszoémat tartalmazta. A 2M9, 4M¢, 5M9, 2U9, 5U9 és 7U9 kromoszoma a harmadik cstcsban
helyezkedett el, mig a legnagyobb 1MS9 3MY ¢és 7MY kromoszéma a nagyobb fluoreszcencia-
intenzitdsoknal megjelend 4. csucsban volt talalhato.

Osszegzésképpen elmondhatd, hogy méret (azaz DAPI fluoreszcencia) alapjan csak az Ae.
umbellulata 1U, 6U és 3U, valamint az Ae biuncialis 1UP és 7MP kromoszémaja izolalhaté nagyobb
tisztasagban. Megfigyelhetd volt az is, hogy egyes kromoszomak (pl. 4U, 2M, 3M, 4M, 6M) eltérd
kariotipuscsucsokban jelentek meg a diploid (Ae. umbellulata és Ae. comosa) és tetrapolid (Ae.
biuncialis és az Ae. geniculata) fajokban, ami a kromoszomak méretének eltéré valtozasaira utal az
egyes fajok képzddése soran.

Kromoszomak izolalasa a kenyérbuza diploid dseibol

A hexaploid buza diploid seinek (T. urartu, Ae. speltoides és Ae. tauschii) izolalt kromoszomakra
alapozott genomikai vizsgalata jelentdsen segitheti az agronomiai szempontbdl fontos gének kiilonb6z6
vad valtozatainak azonositasat és fajkeresztezések révén torténé hasznositasat a nemesitésben.

A T. urartu MvGB115 (AA), Ae. speltoides MvGB905 (SS ~ BB) és Ae. tauschii MvGB605 (DD)
méret alapjan, egyparaméteres aramlasi citometrias vizsgalatai soran megallapithato volt, hogy a diploid
genomdonorfajok aramlasi kariotipusa harom csticsal rendelkezik (I-III), melyek kromoszomalis
Osszetétele hasonld (Molnar és mtsai 2014). Az els6 cstcs az 1-es, 4-es és 6-os homeoldg csoport
kromoszomait reprezentalta. A II. csucs az 5-6s homeolog csoporthoz tartozd kromoszomakra volt
jellemz6é, melyb6l a T. urartu esetében az 5AY kromoszomat 78%-0S, az Ae. speltoides 5S
kromoszomajat 89%-0s, mig az Ae. tauschii 5D kromoszoémajat 87,3%-0s tisztasagban izolaltuk. A TII.
csucs a 2-€s, 3-as €s 7-es homeolog csoport kromoszdmait tartalmazta.

Kromoszomdak izolaldsa a C genommal rendelkezé Aegilops fajokbol

Szintén megvizsgaltuk annak a lehetéségét, hogy lehet-e tiszta kromoszémafrakciokat izolalni méret
alapjan a C genom diploid donor fajabol, az Ae. markgrafii-bol (2n=2x=14, CC), illetve ennek
természetes allotetraploid hibridjeibdl, az Ae. triuncialis-bol (2n=4x=28, U'U'C'C'), illetve az Ae.
cylindrica-bol (2n=4x=28, D*D°C®C®) (Molnar és mtsai 2015).

Az Ae. markgrafii MvGB428, az Ae. triuncialis MvGB585 és Ae. cylindrica MvGB1719
kariotipusanak FISH-sel (Afa family, pSc119.2 és 45S rDNS probaval) és esetenként GISH-sel tortént
meghatarozasa lehetvé tette a harom faj kromoszomainak egyértelmiiazonositasat, valamint egy UY/C!
reciprok transzlokacié kimutatasat az Ae. triuncialis MvGB585 genotipusban, melyet T1: 6U'S.6U'L-
5C'L és T2: 5C'S.5C'L-6U'L transzlokacioként azonositottunk (Molnar és mtsai 2015).

A DAPI-val festett kromoszoémaszuszpenzidk aramlasi citométeres vizsgalataival kimutattuk, hogy
az Ae. markgrafii aramlasi kariotipusa négy jol elkiilonitheté csucsbol all. Az Osszetett 1. és II.
csucsokban az 1C, 6C, 7C, illetve a 2C és 3C kromoszoma voltkimutathatd. A II1. és IV. csucs megfelelt
az 5C, illetve 4C kromoszomanak, melyeket 66.2% és 91.3%-os tisztasagban tudtuk izolalni (Molnar és
mtsai 2015).

Az Ae. triuncialis esetében az 1. és II. csucs jol elkiilonithetd volt, ami megfelelt a 6U'S.6U'L-5C'L
transzlokacionak, illetve a 7C' kromoszomanak. A két kromoszomat 90,1%, illetve 70%-os tisztasagban
lehetett izolalni. A csak részlegesen megkiilonboztethetd I11. és IV. csucs a 3CY, 6C, 1U' és 3UY, valamint
az 1C', 4C' és 4U' kromoszomacsoportot tartalmazta. Végiil az V. csucsra a 2C', 2U', 5U' 7U!
kromoszéma és a T2:5C'S.5C'L-6U'L transzlokacids kromoszoma volt jellemzd.

Az Ae. cylindrica hat csticsa koziil négy jol elkiiloniilt (1., 1., V. és V1. csticsok), mig a III. és TV.
cstics nem volt teljesen megkiilonbdztethetd. A II. és V. csucs specifikus volt az 1C¢ és 5D°
kromoszomara, melyeket 67.5% ¢és 84.9% tisztasagban izolaltunk. Az Osszetett 1. és III. cstcs altal
reprezentalt kromoszomacsoportokban a 6C°¢és 7C¢, valamint 3C¢, 1D° és 6D, mig a IV. és V1. csticsban
a 2C°¢, 4C¢, 5C° és 4D¢, valamint a 2D¢, 3D° és 7D° kromoszémat mutattuk ki.

3.1.2. Kromoszomaizoldlas méret és a mikroszatellit ismétlddések gyakorisiga alapjan
(kétparaméteres dramldsi citometrids szétvalasztas)

A GAA és ACG ismétlddések kromoszomalis elhelyezkedését az Aegilops umbellulata (AE740/03), Ae.
comosa (MvGB1039), Ae. speltoides (MvGB905) és Ae. markgrafii (MvGB428) kromoszomain
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mikroszatellit probakkal, valamint az U, M, S és C kromoszémakon ismert hibridizacios mintazattal
rendelkezd pSc119.2, Afa family és 45S rDNS probakeverékkel (Badaeva és mtsai, 1996ab; Molnar és
mtsai 201 1a) egymast kovetéen végzett FISH segitségével hataroztuk meg (Molnar és mtsai. 2016). A
gyokércsucs-merisztémasejteken végzett in situ hibridizacios vizsgalataink igazoltak, hogy a GAA és
ACG mikroszatellit motivum nagyon gyakori az U, M, S és C genomban, igy elméletileg képes valtozo
mennyiségl és intenzitasti FISH hibridizacios jeleket generalni az egyes kromoszomakon, ami a DNS
mennyiségétol (azaz a kromoszéma méretétdl) fiiggd DAPI kék fluoreszcenciaval egyiitt lehetdséget
adhat a kromoszomak kétparaméteres aramlasi Citometrias analizisére.

Kisérleteinkben az Ae. umbellulata, Ae. comosa, Ae. speltoides, Ae. markgraafii (MvGB428) és
késébb az Ae. sharonensis (S'S*") (Sr1644) kromoszomait szuszpenzioban FISH segitségével (FISHIS,
Giorgi és mtsai 2013) FITC-cel konjugalt GAA oligonukleotid-probaval (néhany esetben az ACG
probaval kiegészitve) illetve DAPI festés segitségével jeloltik. A jelolés eredményeként kapott
kétparaméteres (DAPI-FITC fluoreszcencia) ‘dot plot’ aramlasi kariotipus mind az 6t diploid faj
esetében hét tobbé-kevésbé elkiilonithetd, az egyes kromoszémaknak megfeleld kromoszémapopulaciot
tartalmazott.

Az Ae. umbellulata esetében mig az egyparaméteres izolalassal csupan 3 kromoszoma és egy kevert
frakcio volt megkiilonboztethetd (Molnar és mtsai, 2011b), addig a kétparaméteres modszerrel mind a
7 U kromoszoma elkiilonithetdvé és a kordbbindl lényegesen nagyobb (88-98%) tisztasdgban
izolalhatova valt (Molnar és mtsai 2016).

Az Ae. comosa (MM) esetében, ahol az egyparaméteres dramlési citometrids analizissel egyetlen
kromoszoma nagy tisztasagli (>80%) szeparacioja sem volt lehetséges, addig a kétparaméteres analizis
harom jol elkiilonitheté kromoszémapopulaciot azonositott, melyekbdl a 6M, 3M és 7M kromoszoéma
nagy tisztasagban (>93-96%) volt izolalhato. A késébbiekben, a GAA és ACG proba keverékét
hasznalva a FISHIS jeloléshez, a fennmarad6 1M, 2M, 4M és SM kromoszoéma izolalasa is lehet6vé valt
79,6%, 73,6%, 78,4%, illetve 90,2%-os tisztasagban, mikdzben a 3M, 6M és 7TM frakcio tisztasaga is
tovabb nétt (96-99%).

A tovabbiakban a GAA- ACG probakeveréket alkalmazva az Ae. speltoides és Ae. markgrafii
aramlasi citometrids analiziséhez szintén sikerrel tudtuk egyedi kromoszomafrakciokra bontani az S és
a C genom teljes kromoszomaszerelvényét, melyek tisztasaga meghaladta a 80%-ot (S: 84,4%-99,2%;
C: 80,1%-97,9%).

Egy masik S genommal rendelkez6 értékes génforras, az Ae. sharonensis (Sr1644) kromoszémainak
kétparaméteres modszerrel torténd izolalasa soran a DAPI-FITC armalési kariotipus 6t jol elkiiloniilt és
egy kevert kromoszomapopulaciobol allt. A populaciok FISH-sel tortént mikroszkopos vizsgalata
(pScl119.2 és GAA microsatellitproba segitségével) soran megallapitottuk, hogy a jol elkiiloniilt
populaciok a 28", a 35", a 4S*", az 5S°", illetve a 7S*" kromoszoémanak feleltek meg, melyeket 91% -
97%-os tisztasagban tudtunk izolalni, mig a kevert populacidban az 1S%" és a 6S*" kromoszoma fordult
el6 kozel azonos aranyban.

Mindezen eredményekbdl kitiinik, hogy buza rokonsagi korébe tartozd diploid Aegilops fajok
kromoszomai aramlasos citometriai modszerekkel izolalhatok. A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy a
keresztezésekhez hasznalt tetraploid Ae. biuncialis kromoszémainak izolasa javithatd-e kétparaméteres
aramlasos citometrias modszerrel.

Az Ae. biuncialis MvGB382 (UPU’MPMP) kromoszomainak DAPI-FITC 4ramléasi citometrids
kariotipusan kilenc populacio volt elkiilonithetd, melyek kromoszomadsszetételét mikroszkoppal
meghatarozva vilagossa valt, hogy a 9 populaciobol tovabbra is csak 2 kromoszoma, az 1U és a 7TM
izolalhatoé hasonld vagy kissé nagyobb tisztasagban (92-98%), mint azt az egyparaméteres modszer
esetében tapasztaltuk.

Alternativaként megvizsgaltuk annak a lehetdségét, hogy lehetséges-e tovabbi Ae. biuncialis
kromoszomakat izolalni a hexaploid baza (Mv9kr1)-Ae. biuncialis 1U/6U, 3U, 2M, 3M és 7M addicios
vonalbol. A FITC-DAPI ‘dot blot” aramlasi kariotipusokban az addicios vonalak Aegilops kromoszoémai
a kisebb, A és D buzakromoszoémakra jellemz6 DAPI fluoreszcencia-intenzitasoknal jelentek meg.
Ugyanakkor az Aegilops U és M kromoszomak a rajtuk talalhato jelentds mennyiségli GAA klaszternek
koszonhetéen intenziv GAA-FITC fluoreszcenciaval rendelkeztek, mely alapjan egyértelmiien
elkiiloniiltek a GAA hibridizacios szignalokat nem, vagy csak kismértékben tartalmazé A és D
kromoszomaktol. Mindezeknek a tulajdonsagoknak koszonhetden az Aegilops kromoszoémak (a 7M

12



dc_1953 21

kivételével) nagy tisztasagban (90% - 96%) voltak izolalhatok az addicidés vonalakbol. Hasonlo
eredményeket kaptunk a kromoszomaknal kisebb kromatinegységek, pl. kromoszomakarok esetében is
buza (Chinese Spring)-Ae. umbellulata diteloszomas addicidés vonalakat hasznalva a kisérletekhez.
Kimutattuk, hogy a 2US, 2UL és 7UL kromoszomakaregyértelmiien elkiiloniil a buzakromoszomaktol,
ezaltal bel6liik is tiszta frakciokat (2US: 94,9%; 2UL: 90,3%; 7UL.: 88,3%) tudtunk eléallitani (Molnar
¢s mtsai. 2016).

Osszességében elmondhat6, hogy a buza rokonsagi koréhez tartozo legtobb diploid (tobbségében
Aegilops) fajbol egy- és kétparaméteres aramlasos citometriaval lehetséges volt az sszes kromoszomat
izolalni, mig a tetraploid fajokbodl csak egy-két kromoszoma izolalasa valt lehetségessé. A probléma
azonban kikiiszobolhetd volt, ha a tetraploid fajokkal 1étrehozott introgresszidos (addicids és
diteloszoémas) vonalakat hasznaltuk fel a kromoszomaizolalashoz (Molnar és mtsai 2016). Ugyanakkor
a diploid és tetraploid fajokon végzett vizsgalatok ramutattak arra is, hogy az egyes diploid fajok és az
allopoliploidizacié soran kialakult tetraploid fajok kromoszémainak méreteeltér, ami a kromoszomak
evollcids atalakulasat reprezentalhatja.

3.2. Aramldsi citometridval izoldlt kromoszémak genomikai alkalmazdsa
3.2.1. Molekuldaris markerek azonositasa Aegilops kromoszémdkon

Ezekben a kisérletekben megvizsgaltuk annak a lehet0ségét, hogy a buza ortolog génjeinek alapjan
fejlesztett COS markerek alkalmasak lehetnek-e az Aegilops fajok U és M kromoszomainak
kimutatasara buza genetikai hattérben. Arra is valaszt kerestiink, hogy az egyes Aegilops fajok
egyparaméteres aramlasi citometria segitségével, méret alapjan izolalt kromoszoémapopulacioi
segithetik-e a markerek kromoszémalis helyzetének meghatarozasat. Munkank soran 140 COS markert
teszteltiink buza-Aegilops (Chinese Spring/Ae. umbellulata, Chinese Spring/Ae. comosa, Chinese
Spring/Ae. geniculata és Mv9kr1/Ae. biuncialis) addicids vonalakon, melyek a diploid (Ae. umbellulata
és Ae. comosa), illetve allotetraploid Aegilops fajok (Ae. biuncialis és Ae. geniculata) U és M
kromoszomait hordozzak, illetve ugyanezen Aegilops fajok armalasikariotipus-csicsaibol izolalt
kromoszomafrakcioinak szubgenomi DNS-mintain.

A vizsgalatok soran kapott PCR-termékek adatai megtalalhatok az eredmények publikaciojanak
(Molnar és mtsai. 2013) kiegészit6 adatai kozt (https://doi.org/10.1371/journal.pone.0070844.s006). A
vizsgalt 140 COS markerb6él 133 volt mitkodoképes, melyek a négy Aegilops faj 8 genotipusan
Oszességében 822 PCR-terméket produkaltak. A 822 PCR-termék koziil 492 (59.85%) mutatott
hosszpolimorfizmust az addicios vonalak buzasziiléi genotipusaihoz (Chinese Spring, Mv9kr1 és Mv25)
képest, melyek kozil 197 (40.04%) polimorf termék kromoszomalis elhelyezkedését sikerdilt
meghatarozni a buza-Aegilops addicios vonalak és az aramlasi citometriaval izolalt kromoszomak DNS-
mintai segitségével. 35 nem-polimorf PCR-termék elhelyezkedését szintén az izolalt kromoszomak
DNS-mintai segitségével hataroztunk meg. A 100 COS marker 232 (197 polimorf és 35 nem-polimorf)
PCR-termékeinek kromoszémalis és aramlasi kariotipus0s pozicioja szintén megtalalhaté Molnar és
mtsai. (2013) kiegészit6 adatai kozt.

A diploid és tetraploid Aegilops fajok kozt nem-polimorf termékek aranya az U genom esetében
magasabb volt (az Ae. biuncialis esetében 80,5%, mig az Ae. geniculata esetében 77,7% az Ae.
umbellulata-hoz képest), mint az M genom esetében (55,5% az Ae. biuncialis és 65,7% az Ae. geniculata
esetében az Ae. comosa-hoz képest).

Mivel néhany PCR-termék tobb Aegilops kromoszéman is kimutathatdo volt, 156 lokuszt
egyértelmiien tudtunk az U kromoszémakon azonositani: 30-at (19,23%) az 1U, 8-at (5,12%) a 2U, 44-
et (28,20%) a 3U, 21-et (13,46%) a 4U, 10-et (6,41%) az 5U, 28-at (17,94%) a 6U és 15-6t (9,61%) a
7U kromoszéman. Az M kromoszomakhoz kotott 132 16kusz koziil négyet (3,03%) azonositottunk az
1M, 27-et (20,45%) a 2M, 47-et (35,60%) a 3M, 3-at (2,27%) a 4M, 8-at (6,06%) az 5M, 19-et (14,39%)
a 6M és 24-et (18,18%) a 7M kromoszoman. A bulizasziiléi genotipushoz képest legalabb 2 bp méretii
polimorfizmust mutaté kromoszoma-specifikus lokuszokat tekintettiik alkalmasnak 1j buza-Aegilops
introgresszios vonalak szelekcidjara, mely kritériumnak 51 marker 169 PCR-amplikonja felelt meg.

Annak érdekében, hogy a buza- és Aegilops genomok kozti homeologia-Osszefiiggéseket
tanulmanyozni tudjuk, pontosan definialnunk kell azt a genomi régiot, amit az adott COS markerek
reprezentalnak. Ugyanakkor, az alkalmazott COS markerek helyzetér6l csak kromoszémaszintii
informéaciok alltak rendelkezésre mind a bliza, mind az Aegilops fajok esetében, a szubkromoszomalis
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pozicidra vonatkozé informacidink nem voltak. Ezért a COS markerek fejlesztéséhez hasznalt EST-
szekvenciak helyzetét eldszor a jo mindségii referencia-genomszekvenciaval rendelkezé Brachypodium
distachyon kromoszomain hataroztuk meg, majd azt vizsgaltuk, hogy az adott marker altal reprezentat
Brachypodium kromoszémarégié mely kromoszomakon talalhato a btza- és az Aegilops genomokban.
A COS markerek EST-szekvenciainak helyzetét BLASTn segitségével hataroztuk meg a Brachypodium
kromoszomakon (a markerek EST azonositoi és a BLAST talalatok paraméterei megtalalhatok Molnar
¢s mtsai. (2013) kiegészitd adatai kozt).

Az Aegilops és buzakromoszomakon azonositott COS markerek helyzetét grafikusan abrazolva a
Brachypodium kromoszémakon hasonl6 strukturalis kapcsolatokat mutattunk ki a Brachypodium és a
btaza D genomja kozott, amint arrdl korabban mar beszamoltak (Luo és mtsai 2009, The International
Brachypodium Initiative 2010). Példaul az 1D kromoszoma homoldgiat mutatott a 2-es és 3-as
Brachypodium (Br) kromoszomak bizonyos régiodival, a 2D az 1Br és 5Br kromoszomaval, a 3D a 2Br-
vel, a4D ¢és 5D az 1Br, illetve 4Br kromoszoémaval, a 6D a 3Br, mig a 7D az 1Br és 3Br kromoszomaval.

A diloid és tetraploid Aegilops fajok U és M kromoszoémainak jelentds része a buizaéhoz hasonld
homologiat mutatott a Brachypodium kromoszéomakkal. Azaz a 3-as homeoldg csoportba tartozd
Aegilops kromoszomak foként a 2Br kromoszémaval, mig az 1-es homeoldg csoport kromoszomai a
2Br és 3Br kromoszomaval mutattak homologiat. Ugyanakkor 06t nagyobb méreti
kromoszomaatrendez6dés (I — V) volt kimutathaté az Aegilops genomok és a buiza D genomja kozt,
valamint az U genom és az M genom kozt. Ezek az atrendez6dések arra utaltak, hogy az Aegilops fajok
U genomja atrendezédéseken ment keresztiil az evolucio soran a buzahoz és az Aegilops M genomhoz
képest. Ezek az atrendezddések érinthették a 2U, 3U, 4U, 6U és 7U kromoszomat.

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy buzan kifejlesztett COS markerek jelentds része
felhasznalhaté az U és M genommal rendelkezd Aegilops fajok kromoszomainak azonositasara.
Vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy az aramlasi citometriaval izolalt kromoszomak DNS-mintai alkalmas
templatként szolgalhatnak a PCR-alapi markerek kimutatasahoz, ugyanakkor azt is jelezték, hogy csak
akkor hasznalhat6 az adott kromoszoémaminta, ha annak tisztasaga eléri a 70-80%-ot, amint az lathato
volt az 1U, 3U és 6U Ae. umbellulata kromoszoma esetében.

COS markerek azonositisa Aegilops kromoszomdkon, kétparaméteres aramldsi citometriaval izolalt
Aegilops kromoszomdk DNS mintdinak segitségével

Az Aegilops U, M, S és C genomok teljes kromoszoémaszerelvényének nagy tisztasagban toérténd
izolalasa lehetdséget adott a COS markerek kromoszomalis helyzetének pontosabb meghatdrozasara az
Aegilops fajokban. A 2014-2015-6s iddszakban mar rendelkezésre allt a hexaploid buza
kromoszémaalapu vazlatos genomosszeillesztése és virtualis génsorrendje (GenomeZipper) (IWGSC
2014) is, mely lehet6vé tette a buza-Aegilops homeologiakapcesolatok kozvetlen vizsgalatat.

Ezekben a kisérletekben olyan COS markereket alkalmaztunk, melyekkifejlesztéséhez hasznalt EST-
szekvenciakat el6zetesen delécids sorozat segitségével fizikailag térképeztek a buzakromoszoémakon
(Quraishi és mtsai, 2009). A 123 tesztelt marker koziil 100 volt képes Gsszesen 544 specifikus terméket
produkalni legalabb az egyik Aegilops faj teljes genomi DNS-mintajan (Ae. umbellulata: 137, Ae.
comosa: 131, Ae. speltoides: 127 és Ae. markgrafii: 142) (A PCR-termékekre vonatkozo informaciok
megtalalhatok az eredmények publikacidjanak kiegészit6 adatai kozt, Molnar és mtsai 2016).

Osszesen 100 db marker 466 (a bizdhoz képest 225 polimorf és 241 nem-polimorf) PCR-termékének

helyzetét sikeriilt meghatarozni az Aegilops kromoszoémakon. (Data S1, Molnar és mtsai 2016).
Az Ae. umbellulata U kromoszoémain meghatarozott 118 lokusz kozil 63 (53,38%) bizonyult
polimorfnak a hexaploid btiza genotipushoz (GK Othalom) képest, mig az Ae. comosa M kromoszomain
azonositott 114 lokusz koziil 53 (46,49%), az Ae. speltoides S kromoszomain azonositott 120 lokusz
koziil 56 (46,66%) volt polimorf. Az Ae. markgrafii esetében 53 termék (46,49%) bizonyult polimorfnak
a C genom kromoszomain lokalizalt 114 termék koziil.

A buza-Aegilops homologiavizsgalata érdekében elkészitettiik a buza A, B és D genomjanak fizikai
térképét, melyen feltiintettiik a 100 db COS marker helyzetét, ahol az egyes lokuszokat szinkddokkal
lattuk el az Aegilops kromoszomakon elfoglalt helyzetilknek megfelelden. A térképszerkesztéshez
felhasznaltuk a markerfejlesztéshez hasznalt EST-k delécios régiokban elfoglalt helyzetét, sorrendjiiket
pedig hasonlosagi kereséssel (BLASTN) hataroztuk meg a buzakromoszoméak sorbarendezett vazlatos
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genomosszeillesztésein  (GENOMEZIPPER v.5; IWGSC 2014). Ezek az eredmények szintén
hozzaférhetok a dolgozat alapjaul szolgalo publikacioban (Data S2, Molnar és mtsai 2016).

Az egyes homeoldg csoportok kromoszomainak markerdsszetételét a Jaccard hasonlosagi egyiitthatod
(Kosman és Leonard 2005) segitségével vizsgalva kimutattuk, hogy az Ae. speltoides S és az Ae. comosa
M kromoszémainak struktiraja mutatta a legnagyobb hasonldésagot a buza kromoszémaihoz.
Ugyanakkor jelentés atrendez6déseket mutatott az Ae. umbellulata U genomja, mig a legnagyobb
strukttralis kiilonbségek az Ae. markgrafii C genomja esetében volt tapasztalhaté (Molnar és mtsai
2016). Megallapitottuk, hogy az Aegilops fajok 1. és 5. homeolog csoporthoz tartozd kromoszomai
altaldban nagyobb makroszinténiat mutattak a hasonld6 homeoldg csoportba tartozo
buzakromoszomakkal.

Az Ae. umbellulata esetében az 1U, 3U és SU kromoszoma mutatta a legnagyobb homologiat a biiza
(W) kromoszomakkal. Ugyanakkor a 6U kromoszoma tobb olyan genomi régiot tartalmazott, mely a
buzaban a w2 vagy w4 kromoszémakon volt megtalalhato.

Ezzel ellentétben az Ae. comosa kromoszomai jelent6s hasonlosagot mutattak az azonos homeolog
csoportba tartozé biizakromoszomakkal, bar néhany atrendez6dés valosziniisithetd volt.

Az Ae. speltoides S genomja szintén kozeli hasonlosagot mutatott a blizahoz, ugyanakkor két marker
alapjan nem zarhato ki, hogy egy w2 kromoszomakkal homolog régio atépiilhetett a 3S kromoszdémara.
To6bb marker pozicidja azt mutaja, hogy lokalis homoldgia van a w4 kromoszomak és a 6S, valamint a
w6 kromoszomak és a 4S illetve 3S kromoszoma kdzott.

Az Ae. markgrafii esetében az 1C és 5C kromoszoéma mutatta a legnagyobb hasonldsagot a megfeleld
(1B illetve 5B) buzakromoszoémakkal, bar 3 marker alapjan valdsziniisithetd egy w5-specifikus régio
jelenléte a 2C kromoszoman. Kimutathatd volt, hogy a 2B és a 3B kromoszéma hossza karjanak,
valamint a 4B kromoszoma rovid karjanak bizonyos régioi és a 7C kromoszoma kozott homoldgia allhat
fenn. Tovabbi genomatrendezddésekre utalhat, hogy 5 darab 4B-specifikus markert és 4 db 2B-
specifikus markert a 4C kromoszéman mutattunk ki, valamint a 11 marker alapjan detektalt homologia
a 7B és a 3C kromoszoma kozott.

Osszefoglalasaként elmondhato, hogy a hexaploid bliza B genomjanak feltételezett dseként az Ae.
speltoides, illetve az Ae. comosa M genomjanak kromoszomai mutattak a legnagyobb homolodgiat a
megfeleld buzakromoszomakkal. Ugyanakkor az Ae. umbellulata kromoszoémai, csakligy mint az Ae.
markgrafii kromoszomai jelentdsen atrendezddtek az evolucio soran.

3.2.2. Az Ae. biuncialis genomszervezédésének vizsgalata F» szegregdlo genetikai térkép
létrehozasaval

A génforrasként hasznalt Ae. biuncialis kétsziilds szegregald genetikai térképe szamos ponton
segitheti a fajkeresztezéses génatvitel folyamatat. A kromoszoémakon térképezett markerek alapjaul
szolgalhatnak az Aegilops kromatin nyomonkdvetését biztositdo markerkapcsolt szelekcids rendszernek.
Az agronémiai jelentéséggel bird gének és kvantitativ tulajdonsagokért felel6s genomi régiok (QTL-ek)
térképezése mar a vad fajban megtorténhet, igy az introgresszios folyamat a kapcsolt markerek
segitségével célzottan torténhet. A genetikai térkép segitségével vizsgalhatova valnak az egyes Aegilops
kromoszomakon beliil esetlegesen bekovetkezett atrendezodések, inverzidk, melyre a COS markerekkel
végzett vizsgalataink nem adtak lehetdséget. Hosszabb tdvon a szegregald genetikai térkép vazként
szolgalhat a genomi szekvencidk dsszeillesztéséhez, sorba rendezéséhez is.

A térképezési populacio 1étrehozasahoz sziiléi genotipusokként az MvGB382 és az MvGB642
génbanki tételt valasztottuk, melyeket évek ota keresztezési partnerként alkalmazunk a
blizaelonemesitési programokban. A két szild igen eltérd Okogeografiai élohelyrdl szarmazik
(MvGB382: Iran, 320 m tengerszint feletti magassag és 500 mm/év csapadék; MvGB642: Sziria, 1160
m tengerszint feletti magassag és 1143 mm/év csapadék). Koztik szamos tulajdonsagban jelentds
kiilonbséget tapasztaltunk. gy, az MvGB382 genotipus jo szarazsag- és sotiiréssel, valamint
szemtermése nagyobb [3-gliikan tartalommal rendelkezik, illetve 1-1,5 héttel korabban viragzik, mint az
MvGB642 genotipus (Molnar és mtsai 2004, Ivanizs és mtsai 2019). Az MvGB642 viszont hatékony
levélrozsdarezisztenciat mutat.

A két genotipust keresztezve 91 F1 egyedet, majd ezek dntermékenyitésével 262 MvGB642 x MvGB382
F. genotipust allitottunk eld. A térképszerkesztéshez végiil 224 F, genotipust hasznaltunk fel, melyek
allélosszetételét 5893 SNP-DArT és 22180 Silico-DArT marker segitségével jellemeztiik.
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A genetikai térképnek a disszertacié megirasakor elkészitett legfrissebb verzidja 16 kapcsoltsagi
csoportot tartalmazott, melynek a teljes térképtavolsaga 2618,26 cM volt. A térkép 975 egyedi lokuszt
tartalmaz, a lokuszok kozti atlagos tavolsag 2.72 ¢cM, mig a legnagyobb tavolsag két lokusz k6zo6tt 23.94
cM. A térkép Osszesen 11317 markert tartalmaz. A kapcsoltsagi csoportok (LG: Linkage Group)
kromoszomakhoz val6é hozzarendelése a legmegbizhatobb kodominans SNP DArT markerekbdl allo
vaztérkép alapjan tortént, melyek kapcsoltsagi csoportjait alkotdé markereinek eredményeit
Osszehasonlitottuk a diploid genomdonorfajok, az Ae. umbellulata (UU) és Ae. comosa (MM) izolalt
kromoszomadin ¢€s teljes genomi DNS-én adott eredményeivel. Megallapitottuk, hogy 7 kapcsoltsagi
csoport (LG16, LG7, LG4, LG1, LG14, LG2, LG8) markerei az M genommal rendelkezé Ae. comosa
allélvaltozatait mutatta, mig 9 db kapcsoltsagi csoport (LG13, LGS, LG6, LG9, LG10, LG11, LG12,
LGI15, LG3) esetében a markerek allélvaltozata megegyezett az Ae. umbellulata estében kapott
eredményekkel (2. On-line melléklet). A kapcsoltsagi csoportok azonositasa soran szintén figyelembe
vettiik a diploid Ae. umbellulata U kromoszomai és a buzakromoszémak kozti kolinearitasra vonatkozo
informaciokat (Zhang és mtsai 1998, Edae ¢s mtsai 2017), valamint az Ae. comosa kromoszémakra
vonatkoz6 ‘single-gene FISH’ térképpel kapott buza-Aegilops homeologia- osszefiiggéseket (Said és
mtsai 2021). Szintén megvizsgaltuk a tetraploid Ae. biuncialis kapcsoltsagi csoportjai és a
buzakromoszomak kozt fennalld szinténikus kapcsolatokat (kolinearitast), melynek soran hasonldsagi
(BLASTN) keresést végeztiink a vaztérképet alkotd markerek szekvenciai és a biiza pszeudomolekulai
(IWGSC 2018) kozott (2. On-line melléklet). A markerek buzakromoszomakon adott legjobb
talalatainak bp-ban megadott pozicioit Osszehasonlitottuk az Aegilops kromoszomakon cM-ban
megadott genetikai pozicidival, melyek segitségével meghataroztuk az egyes Aegilops és
buzakromoszomak kdzt mutatkozé homologiat, illetve kolinearitast. Mindezek alapjan a kapcsoltsagi
csoportokat hozzarendeltiik az Ae. biuncialis 1UP-7UP és 1MP-7MP kromoszémaihoz.

Eredményeink  megerésitették a  COS  markerekkel korabban feltart buza-Aegilops
homeoldgiakapcsolatokat, miszerint az M genom kromoszomai nagyobb mértékii kolinearitast mutatnak
az azonos homeolodg csoportba tartozo biizakromoszoémakkal, mint az U genom kromoszémai.

Az M genommal ellentétben az U genom nagymértékii atrendezodéseken ment keresztiil a buizahoz
képest. Meger6sitve a diploid Ae. umbellulata-n kapott COS markeres eredményeinketjelentds mértéki
kolinearitast mutattunk ki a tetraploid Ae. biuncialis 1U, 2U, és 3U, valamint kisebb mértékben az 5U
kromoszomaja és a buiza hasonld homeolog csoportokba tartozé kromoszomai kozott. Kimutattuk
tovabba, hogy a 4U, 6U ¢és 7U kromoszoma esetében diploid szinten tapasztalt atrendezddések
megtalalhatok voltak az allotetraploid Ae. biuncialis esetében is. Tovabba kimutathat6 volt, hogy ezek
a genomatrendezO0dések gyakran egyiitt jartak a transzlokalodott szegmentumok inverzidjaval, amint az
megfigyelheté volt a 4U kromoszoman Kimutatott 6DL homolog régié esetében. A nagymértékben
atrendez6dott 6U kromoszoma egyes régioi homologiat mutattak a 4DS, 6DS, 7DL, 2DL és 1DL buza-
kromoszomakarral, ahol a 4DS, valamint a 6DS és 2DS karral homolog régiok egy része szintén
invertalodott a buzahoz képest. Végiil a 7U kromoszoman, melynek nagyrésze forditottan kolinearis a
btiza 7D rovid karjaval, szintén kimutathatd volt egy disztalisan elhelyezkedd, ugyancsak invertalodott,
3DS karral homolog régio.

A késobbiek soran megkezdtiik az Ae. biuncialis MvGB382 x MvGB642 F; populacio egyedeibdl
torténd Fe RIL (Recombinant Inbreed Line) populacio 1étrehozasat, melynek 166 Fg ontermékenyitett
vonala jelenleg felszaporitas alatt all. Az Fs RIL populécio segitségével a sziildi genotipusok kozt
jelentésen eltérd tulajdonsagokért felelés gének és QTL régiok térképezhetdk lesznek mar az Ae.
biuncialis-ban, majd a térképezett kromoszomarégiok ismeretében, azok nyomon kovetésével, az adott
tulajdonsagokért felelés gének célzottan atvihetok a buzaba. Mindezekhez azonban szekvenciaszintii
informaciokkal kell rendelkezniink az egyes Aegilops kromoszémak géndsszetételér6l, a gének
allélvaltozatairol, melyek segitségével specialis markereket fejleszthetiink a génatviteli folyamat
elosegitése érdekében. A kovetkezd fejezetekben az Aegilops U és M kromoszomak géndsszetételének
feltérképezése és szekvenciaik segitségével tortént markerfejlesztés terén tortént eredményekrdl adok
attekintést.

3.2.3. Az Aegilops kromoszomak szekvendldsa

Az Ae. comosa és Ae. umbellulata kromoszémak izolalasa utat nyitott e génforrasként hasznalt fajok
U ¢é M genomjanak shot-gun szekvenaldsdhoz, kromoszomaszintli genomdsszeillesztések
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elkészitéséhez, majd ezen keresztiil a kromoszomak génésszetételének feltérképezéséhez. Az Ae.
umbellulata kromoszémainak szekvenalasakor (2013-14-ben) a standard protokol szerint az aramlalsi
citometriaval szeparalt kromoszomak 20-60 ng tisztitott DNS-ét MDA (Multiple Displacement
Amplification) segitségével 1-3 pg mennyiségekre szaporitottuk fel, majd hasznaltuk a szekvenalasi
konyvtarak eléallitasahoz. Az Ae. comosa esetében (2018-19-ben) a szekvenalasi konyvtarak
elballitasahoz mar 20-30 ng tisztitott kromoszomalis DNS is elegendének bizonyult. Mindez azt
eredményezte, hogy az Ae. comosa kromoszoéma-specifikus genomdsszeillesztései jobb mindségliek,
kevésbé fragmentaltak, amit a genomdsszeillesztések jobb statisztikai mutatoi (pl. kisebb szkaffoldszam,
nagyobb teljes ‘assembly’ méret, stb.) is jeleznek.

Mivel az Ae. umbellulata kromoszémak szekvenalasa korabban tortént meg, a gének annotacidja és
a génmodellek meghatarozasa eloszor ezeken a kromoszémakon késziilt el, mig az Ae. comosa
kromoszomaszekvenciain ezek az analizisek még folyamatban vannak. Az Ae. umbellulata
génstruktarainak meghatarozasa hasonlosagi keresés (BLASTX) segitségével tortént, melynek soran hat
jo mindségii genomosszeillesztésekkel rendelkez6 ndvényfaj [B. distachyon (v1.2, 1Bl 2010), S. bicolor
(v1.4, Paterson és mtsai 2009), O. sativa (MSU7, Kawahara és mtsai 2013), H. vulgare (IBGSC 2012),
T. urartu (Ling és mtsai 2013), Ae. tauschii (Jia és mtsai 2013)] protein szekvenciait hasznaltuk
templatként. Mindezek eredményeként 25225 nagy megbizhatosaggal rendelkez6 gént azonositottunk
az Ae. umbellulata kromoszoémain: 1U=2880, 2U=4722, 3U=3198, 4U=2814, 5U=2982, 6U=4196,
7U=4433. Az azonositott gének szekvencidi megtalalhatok az értekezés 3. On-line mellékleteként.

A prediktalt gének helyzetét a buza D genomjadnak kromoszomain meghatarozva
Osszehasonlithattuk az Ae. umbellulata és a buzakromoszomak kozti homeoldgiakapcsolatokat.
Kimutathaté volt, hogy az 1U, 2U ¢és 3U kromoszoma tobbé-kevésbé homolog a megfeleld
btizakromoszomakkal. Mindazonaltal, a 4U kromoszéma homeolog régidkat tartalmaz a buza 4D, 5D
¢s 6D kromoszémaival, az SU kromoszoma az 5D-n kiviil tartalmaz egy a 4D kromoszoma hossza
kromoszoma ment keresztiil az evoluci6 soran, melynek eredményeként homeolog régiokat tartalmaz
az 1D, 2D, 4D, 6D és 7D kromoszomaval. Végiil a 7U kromoszoéman szintén kimutathat6 volt egy a 3D
kromoszoma révid karjaval homeolog régio.

Fontosnak tartom megjegyezni, hogy a fenti, génosszetétel alapjan kapott kromoszoémaszinti buza-
Ae. umbellulata homeoldgiaosszefiiggések jo egyezést mutatnak az Ae. biuncialis U kromoszomain
térképezett DArT markerek altal kimutatott 0sszefiiggésekkel. Ezaltal a szekvenalasi adatok mintegy
validaljak a kapcsoltsagi térkép adatait. Az Ae. comosa kromoszémaszekvencidin ezek az analizisek
még folyamatban vannak.

3.3. Kromoszomaalapii genomikaval tamogatott fajidegen genatvitel az Ae. biuncialis-bol a hexaploid
buzdaba
3.3.1.  Molekularismarker-fejlesztés

Az Ae. umbellulata és Ae. comosa kromoszomainak szekvenciaillesztései lehet6séget adtak wj
génspecifikus markerek 1étrehozasara, melyekkel a génatviteli folyamat soran az Aegilops kromoszoma-
szegmentumok nyomon kovethetévé valnak. Munkank sordn harom markerfejlesztési stratégiat
alkalmaztunk.

Az els6 (1) esetben (,,EST-alapu” markerek fejlesztése) megkerestiik a hexaploid btza I-VII
homeoldg csoportjain térképezett EST- (Expressed Sequence Tag) szekvenciak Aegilops homoldgjait
az Ae. umbellulata kromoszémaszekvencidkon végzett BLASTN keresés segitségével (Osszes illesztett
EST-szekvencia: 4456; atlagos EST/kromoszéma: 636,5), majd paronkénti illesztés segitségével 399
olyan talalatot azonositottunk az Ae. umbellulata kromoszémain (1U:48, 2U:90, 3U:56, 4U:44, 5U:32,
6U:82, 7U:47), melyek tobb, mint 5 bp INDEL polimorfizmust mutattak a buza- és az Aegilops
szekvenciak kozt. Primerpart tervezve a polimorf régiokra 124 markert teszteltiink PCR segitségével a
keresztezési partnerként hasznalt buza (Mv9krl), Ae. biuncialis (MvGB642, MvGB382, MvGB1112,
MvGB470) és Ae. umbellulata (AE740/03) genotipusokon. A buza és az Aegilops genotipusok kozt
polimorfizmust mutatdé markereket (50 marker, 40,3%) buza-Aegilops 1U-7U és 1M-7M addicios
vonalakon teszteltilk, melyek révén a kovetkezd szami markert sikeriilt azonositani az egyes
kromoszomakon: 1U: 10, 2U:1, 3U: 2, 4U:4, 5U:7, 6U:4, 7U:8, 1M:2, 5M:2, 7M:2 (harom markert az
U és az M genomon is azonositottunk; 1U/1M: BE497808, 7TU/7M: BF483072, BE423703). Az Aegilops
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kromoszomakon azonositott markerek primerszekvenciai, valamint a sziil6i genotipusokon és addicios
vonalakon adott PCR-amplikonjaik adatai megtalalhatok az értekezés 4. On-line mellékletében
(http://real.mtak.hu/id/eprint/127766). E markerek egy részét sikerrel alkalmaztuk az Aegilops
kromoszomakat hordozd buzavonalak szelekcidjara az elénemesitési programok soran (lasd késébb).

Az ,IT” (Intron-targeting) markerek fejlesztése soran elészor az Ae. umbellulata prediktalt génjeit
(génmodelleket) térképeztiik a hexaploid buiza referenciaszekvencigjara (RefSeq v1.0, IWGSC 2018),
majd Osszehasonlitottuk a buza- és Aegilops gének elsé exonjanak utols6 100 bp méretli és elsé
intronjanak els6 500 bp méretii szakaszat, majd megfelelé (>10bp) polimorfizmus esetén primereket
terveztiink az exon és intron szakaszokra. Osszesen 3095 Ae. umbellulata kontigot felhasznalva 15475
primerpart terveztiink (5 primerpar/kontig) (5. On-line melléklet; http://real.mtak.hu/id/eprint/129506).
A PCR-tesztek soran a 84 véletlenszerlien kivalasztott primerparbol (12 marker/kromoszoma) 29
(34.5%) mutatott jelentés polimorfizmust az Aegilops és a blizasziilé k6zott (21 produkalt igen/nem
eredményt; mig 8 marker mutatott hosszpolimorfizmust), melyekbdl 24-et tesztelve Chinese Spring-Ae.
umbellulata és Chinese Spring-Ae. comosa addiciosvonal-sorozatokon 20 marker helyzetét sikertilt
igazolni az egyes kromoszomakon (1U:2, 2U:2, 3U:3, 4U:4, 5U:3, 6U:2, 7U:3, 1M:1, 2M: 2, 4M:1, TM:
1) (4. On-line melléklet).
fejlessziink specifikus cDNS-alapti markereket, kidolgoztunk egy j markerfejlesztési stratégiat (3),
melynek érdekében el6szor alkalmaztuk kombinaltan az egyedi gének vizualis kimutatasara hasznalt
‘single-gene FISH’ technikat és az aramlasi citometriaval izolalt kromoszomak szekvenciaillesztéseit
(Said és mtsai, 2021).

A markerfejlesztés elsé 1épéseként 44 buza ortolog gén cDNS-szekvenciait hibridizacids probaként
alkalmazva (4-8 cDNS-proba/kromoszoma) FISH segitségével meghataroztuk a gének citogenetikai

srer

srer

47 lokuszon hataroztuk meg, mig az Ae. umbellulata esetében 43 proba 52 lokuszon mutatott
hibridizacios jelet (Said és mtsai, 2021). Az Ae. comosa kromoszoémain FISH segitségével
meghatarozott 47 génpoziciobol 44-et (93,6%-ot) sikeriilt BLASTn segitségével validalnunk ugyanazon
kromoszomak szekvenciain, mint amelyeket az in situ hibridizacids kisérletek eredményeként kaptunk.
Az Ae. umbellulata esetében az 52 ‘single-gene FISH’ poziciobol 40-et (76,9%) sikeriilt in silico
megerésiteni. (A BLASTn keresések részletei megtalalhatok Said és mtsai. 2021 publikaciojaban.)

Végiil a buza cDNS-szekvenciak és a BLASTn keresések eredményeként kapott Ae. comosa, illetve
Ae. umbellulata kromoszomaszekvenciak paronkénti illesztésével meghataroztuk a polimorfizmust (>2
bp INDEL) mutat6 régiokat, melyek ismeretében PCR-primereket terveztiink. A tervezett primereket
azutan PCR segitségével validaltuk buzan (Mv9krl), Ae. biuncialis-on (MvGB642) és Mv9krl-Ae.
biuncialis MvGB642 amfiploidokon, valamint az egyes M és U kromoszomakat hordozd Chinese
Spring-Ae. comosa, Chinese Spring-Ae. umbellulata és Chinese Spring-Ae. geniculata addicos
vonalakon (4. On-line melléklet). A tervezett primerek szekvenciai, az alkalmazott PCR-reakciok
eredményeként kapott termékméretek szintén megtalalhatok az értekezés alapjaul szolgald publikacio
(Said és mtasi. 2021) mellékleteként. Osszesen 274 primerpért terveztiink (136 primerpart az M és 138
primerpart az U kromoszdémaszekvenciak alapjan). A buza-Aegilops polimorfizmust mutatdo markerek
koziil 62-t teszteltiink az addicids vonalakon, melyek koziil 39 marker helyzetét sikeriilt azonositani az
Aegilops kromoszomakon (4. On-line melléklet, 8. tablazat).

Oszefoglalva a markerfejlesztés terén kapott eredményeket elmondhatd, hogy az Aegilops kromoszomak
genomosszeillesztéseinek segitségével mintegy 16062 primerpart terveztiink a harom markerfejlesztési
stratégia eredményeként. A keresztezési partnerként szolgald buza- és Aegilops genotipusokon tesztelt
482 marker koziil 217 mutatott polimorfizmust, melybél 109 marker esetében tudtuk buza-Aegilops
addicios vonalakon végzett PCR segitségével meghatarozni a markerek kromoszomalis lokalizaciojat.
Ezen markerek egy részét (37 markert) a késdbbiekben részletezett modon felhasznaltuk az Aegilops U
€s M kromoszomainak nyomon kovetésére alkalmas markerkapcsolt szelekcios rendszer kialakitasahoz.

3.3.2.  Génatvitel az Aegilops biuncialis-bol a buzdaba
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Az ATK MGI Génmeg6rzési Osztalyan a btza (T. aestivum) X Ae. biuncialis keresztezések 1995-
ben kezdédtek Dr. Langné Molnar Marta iranyitasaval. A késobbiekben az Ae. biuncialis MvGB642,
MvGB382, MvGB1112 és MvGB470-es génbanki szamu genotipusaval sikeresen hoztak Iétre
amfiploidokat, majd az MvGB642-es genotipussal addiciés vonalakat (1U, 2U, 3U, 1U/6U, 2M, 3M,
7M) (Schneider és mtsai., 2005; Schneider és Molnar-Lang, 2012). Az Ae. biuncialis-bdl torténd
fajidegen génatviteli kisérletekbe 2001-ben kapcsolédtam be. A PhD fokozat megszerzését (2009)
kovetden célom elsédlegesen olyan buza-Aegilops rekombinansok, transzlokaciok elballitasa volt,
melyek az Ae. biuncialis kiilonb6z6 genotipusainak mar csak egy kromoszomaszakaszat hordozzak.
Célunk volt tovabbi biza (Mv9krl) x Ae. biuncialis addicios vonalak eléallitasa is. Az uj addicios és
transzlokacios vonalak 1étrehozasaval az Ae. biuncialis MvGB642-es genotipusanak levélrozsda-
rezisztenciajat, valamint magas mikroelem- és étkezésirost-tartalmat (Farkas és mtsai, 2014; Rakszegi
¢s mtsai, 2017), az MvGB382-es genotipus so- €s szarazsagtiirését (Molnar és mtsai, 2004), mig az
MvGB1112 ¢s MvGB470 genotipus szarazsagtiirését (Dulai és mtsai, 2014) szeretnénk a nemesitok
szamara felhasznalhatova tenni.

Az 1995-6s keresztezésekbdl eléallitott Mv9krl x Ae. biuncialis MvGB642 amfiploidokat nem
sikeriilt fenntartani, a keresztezési populacioban pedig tovabbi Aegilops kromoszomakat nem tudtunk
kimutatni, ezért az MvGB642-es, valamint az MvGB382-es génbanki tétellel ujra eléallitjuk az Mv9krl
X Ae. biuncialis F; hibrideket, majd amfiploidokat. 2012-ben az Mv9krl x Ae. biuncialis MvGB642, x
MvGB382-es és a mar meglévé X MvGB1112-es amfiploidokat visszakereszteztilk az Mv9krl sziil6i
buzagenotipussal, majd a késébbi években elballitott BC, és BCz nemzedékeket U és M genomi DNS-
probat alkalmazva multikolor genomi in situ hibridizacioval (mcGISH), valamint fluoreszcens in situ
hibridizacioval (FISH) vizsgaltuk (Afa family, pSc119.2 és 45S rDNS proba segitségével) annak
érdekében, hogy azonositsuk és nyomon kévessiik az atvitt Aegilops kromoszémakat.

Az 1j BC populaciokban tovabbi Aegilops kromoszomak jelenlétét igazoltuk. Az MvGB642-es
genotipus 4U, 5U, és 6M; az MvGB382-es genotipus 1U-4U, valamint 2M-4M, 6M ¢és ™
kromoszomait, végil az MvGB1112-es genotipus 5U, 7U valamint 1M-7M kromoszomait
azonositottuk. A korabbiaktdl eltéréen az 1Gj BC populacidkban a  buza-Aegilops
kromoszomaatrendezodések nagy szamban, de tobbnyire monoszémas formaban jelentek meg. Az
MvGB1112-es BC populacioban azonositottunk egy monoszomas 3DS.3DL-M terminalis
transzlokaciot. Az MvGB642-es BC populacidban kimutattunk egy monoszomas S5DS.5DL-M
transzlokaciot, valamint egy masik genotipusban azonositottunk egy 3DS.3DL-M diszomas
transzlokacio mellett egy monoszomas 4DS.4DL-M transzlokaciot is. Végil Kkimutattunk egy
monoszomas 1DL.1DS-U transzlokaciét, melynek ontermékenyitett utédjaiban (154107 sz. BCsF:
vonalban) a transzlokacié diszomas formajat sikeriilt a késébbi években is fenntartani. Ezen kezdeti,
2015-ig kapott eredmények részét képezték Farkas Andras 2018-ban iranyitasommal elkészitett PhD
dolgozatanak.

2015 utan szamos korabbi monoszomas, ezaltal genetikailag instabil Mv9krl-Ae. biuncialis
MvGB642 transzlokaciot sikeriilt diszomas (genetikailag stabilabb) formaban eldallitani. Ennek
megfeleléen diszomas formaban allitottuk elé a 4DS.4DL-M és 5DS.5DL-M transzlokaciot.

A korabban talalt transzlokaciok mellett 0 buza-Aegilops kromoszoémaatrendez6déseket is
detektalnunk. Azonositottunk egy diszomds 2DS.2DL-U transzlokéciot. Ez a BCsF2 novény szintén
tartalmazott egy 4U kromoszomat monoszomas formaban, ami lehet6vé tette, hogy az utddokban
sikerrel izolaljuk a mar csak a diszomas transzlokaciot hordozé vonalat, valamint a 4U kromoszomat
szintén diszémas formaban hordoz6 genotipust.

Egy masik BCsF2 genotipusban a diszémas 2DS.2DL-U transzlokéacio mellett egy monoszémas SM
kromoszomat mutattunk ki, mely lehetové tette a késobbiekben az SM kromoszdémat diszémas formaban
hordozo vonalak el6allitasat (lasd késobb).

Egy tovabbi BCsF, genotipusban egy monoszomas 4DL.4DS-M és egy SMS.SML-D transzlokaciot
mutattunk ki. Egy masik BCsFs genotipusban 2 db nem azonosithatd M kromoszoma mellett
kimutattunk két, a blza- és az U kromoszomak kozt 1étrejott centrikus fuzidt. A 45S rDNS-préba
hibridizacios jele és a szatellit jelenléte alapjan arra kdvetkeztettiink, hogy az egyik centrikus fuzi6 az
1US ¢és a 2BL kromoszomakarkozt alakult ki, mig a masik valdszintiileg az 1U kromoszoma hossza
karjat és egy A kromoszomakart tartalmazo centrikus fizio lehet.

Végiil azonositottunk a 6B buiizakromoszéma és egy nem azonosithatdé M kromoszdma kozt kialakult
reciprok termindlis transzlokaciot, ahol a transzlokécios toréspont a 6B hosszl karjan talalhato két
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diagnosztikus pSc119.2 sav kozott volt talalhatd, igy egy T6BS.6BL-MS és egy TML.MS-6BL
kromoszoma jott 1étre.

Altalanossagban is kijelenthetd, hogy a vizsgalt Mv9kr1-Ae. biuncialis MvGB642 BC populacioban
gyakran volt megfigyelhetd a blizakromoszomakat érinté kromoszoémaatrendez6dések és egyéb
strukturalis aberraciok (pl. teloszémak, deléciok) képzodése.

3.3.3. Az Aegilops kromoszomdk nyomon kévetése markerkapcsolt szelekcioval

A markerfejlesztés terén elért eredményeinket igyekeztiink a gyakorlatban is alkalmazni annak
érdekében, hogy hatékonyabba és gyorsabba tegyiik a buza (Mv9krl) x Ae. biuncialis (MvGB642)
elénemesitési populaciok vizsgalatat és az egyes Aegilops kromoszomak nyomon kovetését.

Osszesen 37 markert (3 EST-, 10 IT- és 24 ¢cDNS-alapti markert) teszteltiink egy olyan populécion,
mely 44 BCs; ontermékenyitett utodvonalat, valamint a buza (Mv9krl) és Ae. biuncialis (MvGB642)
keresztezési partnert, illetve ezek amfiploidjat tartalmazta. A BCsz populacido oOsszeallitasakor
igyekeztiink a vonalakat ugy kivalogatni, hogy a lehet6 legjobban reprezentaljdk a populacidoban
jelenlévé Ae. biuncialis kromoszomakat, illetve buza-Aegilops transzlokaciokat. A PCR-reakciok
eredményeként az egyes markerek hasonld méretii amplikonokat generaltak az Mv9kr1-Ae. biuncialis
MvGB642 BC; dntermékenyitett populacion, mint azt korabban a buza- és Aegilops sziil6kon, illetve a
buza-Aegilops addicids vonalakon tortént PCR-tesztek soran tapasztaltuk. A tesztelt markerek
primerszekvencidira, valamint a sziilokon és addiciés vonalakon kapott PCR-termékek méreteire
vonatkozé informaciokat a Doktori értekezéshez csatolt 4. on-line mellékletben adtam meg, illetve
megtalalhatok az értekezés alapjaul szolgald publikicidban (Said és mtsai. 2021). A populacié
markerekkel torténé tesztelését kiegészitettitk U és M genomi probaval végzett in situ hibridizacioval
is. A tesztek eredményeként végiil 32 markert talaltunk alkalmasnak az egyes Aegilops kromoszomak
nyomon kovetésére. Megallapithatd volt, hogy a lehetséges 14 Aegilops kromoszomabol 6 volt
kimutathato a vizsgalt populacioban. Kis gyakorisaggal volt jelen az 1U (1 vonal), a 2U (3 vonal) és a
4U (8 vonal) kromoszdma, mig jelentdsen nagyobb gyakorisaggal fordult el6 a 4M (20 vonal) és az 5SM
(19 vonal) kromoszoma. A GISH segitségével 7 vonalban kimutathat6 volt egy szatellittel rendelkezo
M kromoszéoma is, melyet korabban 6M kromoszomaként azonositottunk, ugyanakkor a 6M
kromoszomara specifikus molekularis markerek nem erdsitették meg a citogenetikai megfigyeléseket.
Ez 6sszefliggésben allhat a 6M kromoszomat esetlegesen érintd, a populacid korabbi generacidiban mas
kromoszomakon gyakran megfigyelt szerkezeti valtozasokkal.

A GISH, FISH ¢és a 4U-specifikus molekularis markerek (Ae4U11426.3, Ae4U20523.1,
Aed4U15448.1) segitségével igazoltuk, hogy a 8 darab 4U kromatint tartalmazé vonal koziil 2 genotipus
diszomas 4U addicios vonal.

GISH és a 4S-4_M_4 marker segitségével kimutattuk, hogy az egyik 4M kromoszémat diszomas
allapotban tartalmaz6 vonal (201027) kromoszomaszama 42 volt. A repetitiv DNS-probakkal (Afa
family, pSc119.1 és 45S rDNS) tortént Ujrahibridizacio utan kideriilt, hogy a 4D buza-kromoszomapar
hianyzik ebbdl a vonalbdl, igy ez a genotipus egy 4M(4D) diszomas szubsztitiicidés vonalnak bizonyult.

Az 5M kromoszoémara specifikus BE499071 marker segitségével tovabbi két genotipust (201195,
201196) valogattunk ki, melyek a GISH alapjan 2db 5M kromoszoémat hordoztak, de szintén 42
kromoszomaval rendelkeztek. FISH segitségével igazoltuk, hogy ezekben a vonalakban az 5M
kromoszoma diszomas formaban van jelen, viszont hianyzik az 5D kromoszoma, igy a vonalat 5SM(5D)
diszOmas szubsztitucios vonalként azonositottuk (41. abra). Meg kell jegyezniink, hogy ezen vonalakban
a 7B kromoszoma helyett csak egy 7BL teloszoma volt jelen.

A populacidban szamos, az el6z0 években mar azonositott bliza-Ae. biuncialis transzlokaciot
mutattunk ki diszomas vagy monoszomas formaban ugy, hogy egyéb idegen kromoszémat mar nem
tartalmazott az adott egyed. Diszomas formaban sikeriilt kimutatnunk a TSDS.SDL-M transzlokaciot 4
vonalban, az T1DL.1DS-U transzlokaciot 1 vonalban, a T2DS.2DL-U transzlokaciét 1 vonalban,
valamint monoszémas formaban a T4DL.4DS-M transzlokaciot 1 vonalban.

Néhany transzlokacié esetében a molekularis markerek segitségével lehetévé valt az Aegilops
kromoszoma-szegmentum azonositasa is. Példaul a 2U és 2M kromoszomara specifikus Ae2U14996
marker segitségével kimutattuk, hogy a T2DS.2DL-U transzlokaciés kromoszoéman 1évé Aegilops
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fragment a 2U kromoszémabol szarmazott (T2DS.2DL-2U). Két 4U kromoszomara specifikus marker
(Ae4U15443 ¢és Aed4U20523) segitségével a TIDL.1DS-U transzlokaciot T1DL.1DS-4U-ként
azonositottuk. Erdemes megemliteni, hogy ezt a transzlokaciot eldz6leg 4 vonalban mutattuk ki GISH
segitségével, a markerek tovabbi két vonalban is (201087, 201088) jelezték a transzlokacio jelenlétét.
Mindez jelezi, hogy a molekularis citogenetikai mddszereket molekularis markerekkel kombinalva
novelhetd a szelekcid hatékonysaga és megbizhatosaga. Ugyanakkor az eddigi eredményeink arra is
ramutatnak, hogy tovabbi markerek bevonasara van sziikség pl. az 5DS.5SDL-M transzlokaciok, illetve
az eddig még nem azonositott biiza-U (201151 sz. vonalban) és buza-M (201164 sz. vonalban)
transzlokaciok azonositasahoz.

A buza-Ae. biuncialis MvGB642 BCs; ontermékenyitett utodpopulacié egyedeit 2020-21-ben
kontrollalt koriilmények kozt iiveghazban neveltiik fel a blzasziil6i partner egyedeivel egyiitt. A
citogenetikai analizis eredményeként a 4U addicios vonalbol és az SM(5D) szubsztiticios vonalbol 3-3
egyed, mig az Mv9krl buzasziilébdl és a 4M(4D) szubsztiticiobol 5-5 egyed allt rendelkezésre, ami
lehetdvé tette e vonalak morfoldgiai tulajdonségainak el6zetes sszehasonlitasat. A tobbi transzlokéacios
vonalbol 1-1 egyed allt rendelkezésre, igy ezek morfologiai tulajdonsagait csak leir6 jelleggel kozIom,
a buzasziildvel tortént statisztikai 6sszehasonlitas nélkdil.

A 4U addiciés vonalak kalaszai tomor szerkezetliek, de szignifikansan rovidebbek a buzasziildi
partner (Mv9krl) kaladszainal. A rovid kaladszok kevesebb kalaszkaval rendelkeznek, melynek
kovetkeztében a kalaszonkénti és a ndvényenkénti szemszam szignifikdnsan kisebb, mint az Mv9krl
esetében.

A 4M(4D) szubsztiticios vonalak szignifikdnsan alacsonyabbak, mint a buzasziil. Kalaszai
valamelyest kisebbek, de szignifikans eltérés csak a kalaszonkénti kalaszkaszamban volt tapasztalhato
a buzahoz képest. Ugyanakkor az Mv9kr1 sziil6hoz hasonld kaldszonkénti és novényenkénti szemszam
jo termékenyiiloképességet jelez.

Az SM(5D) szubsztitiicios vonal morfologiai paraméterei és terméselemei tiikroztek bizonyos pozitiv
tendenciakat a blzasziilohoz képest, az alacsony mintaszam (3 ndvény) miatt ezek nem érték el a
statisztikai szignifikancia szintjét. Az adatok alapjan mégis ugy tiinik, hogy a szubsztitucios vonal
alacsonyabb, mint a buzaszilé. Tomor, kissé hosszabb tar kalaszai hasonlé vagy jobb fertilitast
mutatnak, mint a buzakalaszok, ami ennek a genotipusnak a kaldszonkénti és ndvényenkénti
szemszamban kifejezddo jo termékenyiiloképességét jelzi.

A transzlokacios vonalak esetében csak egy-egy novény allt rendelkezésre, ezért a kozo1t morfologiai
adatok csak tajékoztato jellegiick lehetnek. A btiza (Mv9kr1)-Ae. biuncialis MvGB642 transzlokaciok
koziil két genotipust emelnék ki. Az TIUS.2BL centrikus fuzidé a buzénal alacsonyabb. Rovidebb
kalaszaiban kevesebb kalaszka foglal helyet, melyek a buzahoz hasonld fertilitast és szemkdtést
mutatnak. A T2DS.2DL-2U transzlokacié szintén alacsonyabb a buzasziilonél. Kalaszai kissé
rovidebbek, felfelé keskenyeddk, benniik kevesebb kalaszka talalhatdé. Ennek ellenére fertilitasa
jelentésen meghaladja a buzanal hasonl6 koriilmények kozt tapasztalt értéket, ami mind a fokalasz, mind
a teljes n6vény szintjén mért kiemelkedé szemko6tésben is megnyilvanul.

A tobbi transzlokacios vonallal kapcsolatban altalanosan elmondhaté, hogy morfologiai paramétereik
¢és terméselemeik tekintetében (a T4DS.4DL-M és TSMS.SML-2DL transzlokacio jo bokrosodasi
képességét leszamitva) nem érik el a buza esetében tapasztaltakat. Ugyanakkor fertilitasuk elég
utodszemet biztosit ahhoz, hogy ezeket a transzlokaciokat a jovOben fenntartsuk és
visszakeresztezésekkel a biza genetikai hatteret stabilizaljuk.

Az addici6s, szubsztitucios és transzlokacids vonalak iiveghdzi és tenyészkerti felszaporitasat kovetden
részletesen vizsgalhaté lesz az atvitt Aegilops kromoszomak és kromoszéma-szegmentumok hatasa a
buiza abiotikus és biotikus stressztiirésére és agrondmiai tulajdonsagaira.

4. Uj tudomdnyos eredmények

1. Egyparaméteres aramlési citometria alkalmazésaval meghataroztuk az U és M genom donorfajainak,
az Ae. umbellulata-nak és Ae. comosa-nak, valamint ezek allotetraploid rokonainak, az Ae. biuncialis-
nak és Ae. geniculata-nak a DAPI fluoreszencia-intenzitas alapjan adott aramlasi kariotipusat és a
kariotipuscsucsok kromoszomalis Osszetételét. Kimutattuk, hogy méret alapjan nagy tisztasagban
izolalhat6 az Ae. umbellulata 1U, 3U és 6U, valamint az Ae. biuncialis 1U kromoszémaja.
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2. Meghataroztuk a hexaploid buza diploid dseinek, a T. urartu-nak, Ae. speltoides-nek és Ae. tauschii-
nak aramlasi kariotipusat. Méret alapjan sikerrel izolaltunk tiszta frakcidkat e fajok 5A, 5S és 5D
kromoszomadja esetében.

3. Meghataroztuk a C genommal rendelkezé Aegilops fajok, a diploid Ae. markgrafii, valamint az
allotetraploid Ae. cylindrica (C°C°D°D®) és Ae. triuncialis (C'C'U'U') kromoszomainak DAPI aramlasi
kariotipusat és a kariotipuscsucsok kromoszomalis Osszetételét. Kimutattuk, hogy az Ae. markgrafii 4C
és 5C kromoszomajabol, az Ae. triuncialis MvGB585 genotipusban jelenlévd 6U'S.6U'L-5C'L
transzlokaciobol és a 7C' kromoszomabdl, valamint az Ae. cylindrica 1C° és 5D° kromoszomajabdl tiszta
frakcidk izolalhatok.

4. Kett6s 1ézervezérlésti aramlasi citometria segitségével meghataroztuk az Ae. umbellulata, Ae. comosa,
Ae. speltoides, Ae. markgrafii, Ae. sharonensis és Ae. biuncialis DAPI-FITC ‘dot plot’ aramlasi
kariotipusat és azonositottuk a kariotipusokat alkotd részecskepopulacidok kromoszomalis Osszetételét.
Kimutattuk, hogy az U, M, C, S genomok 6sszes egyedi kromoszomaja, valamint az S*" kromoszoémak
tobbsége nagy tisztasagban izolalhato a diploid Aegilops fajokbol.

5. Kétparaméteres aramlasi citometriaval nagy tisztasagban izolaltuk az Ae. biuncialis 1U, 6U, 3U, 2M,
3M és 7TM kromoszomajat buza (Mv9kr1)-Ae. biuncialis (MvGB642) addiciés vonalakbdl, valamint az
Ae. umbellulata 2U kromoszémajanak rovid és hossza karjat, illetve a 7U kromoszoma hosszu karjat
buza (Chinese Spring)- Ae. umbellulata diteloszomas addicios vonalakbol.

6. A DAPI éaramlésikariotipus-csucsok altal reprezentalt kromoszémak DNS-mintdinak és buza-
Aegilops addicios vonalak segitségével 51 buzaspecifikus COS marker 169 lokuszat azonositottuk az U
és M genom diploid Oseinek, illetve az allotetraploid Ae. biuncialis és Ae. geniculata faj kromoszoémain.

7. Az Ae. umbellulata, Ae. comosa, Ae. speltoides és Ae. markgrafii egyedi kromoszomainak DNS-
mintain végzett PCR segitségével 100 db biza COS markert azonositottunk. A buza és az Aegilops U,
M, S és C genomok kozti homeologiakapesolatok COS markerekkel tortént vizsgalataval kimutattuk,
hogy az M genom kromoszémai szoros homologiat mutatnak a buza D kromoszdémaival, valamint az U
genomban a bizahoz képest szamos atrendezddés tortént az evolucid sordn. Szintén kimutattuk, hogy
az Ae. speltoides (mint a hexaploid buza B genomjanak feltételezett dse) kromoszomai mutattak a
legnagyobb homologiat a buzakromoszomakkal. Az Ae. markgrafii esetében az 1C, 5C, 6C és 7C
kromoszoma jelentés homoldgiat mutatott a megfeleld bliza homeoldg kromoszomakkal, mig a
genomatrendez0dések kovetkeztében a 2C homolog régiokat tartalmaz a buza 2-es, 3-as és 4-es
kromoszomaival, a 3C a 3-as és 7-es kromoszomakkal, mig a 4C homolog a 4-es és 2-eS
kromoszomakkal.

8. Az allotetraploid Ae. biuncialis MvGB642 és MvGB382 genotipusanak keresztezésével létrehoztunk
egy 224 egyedbodl allo F, szegregald populéciot, melynek segitségével 975 egyedi lokuszon 11317
DArTseq markert térképezve elsoként allitottuk el6 az Ae. biuncialis genetikai térképét. A térképezett
vazmarkerek hasonlosagi keresésével kimutattuk, hogy az M genom kromoszémai nagymértékben
kolinedrisak a megfeleld homeolog csoportba tartozé buzakromoszomakkal, mig az U genom inter- és
intrakromoszomalis transzlokaciok és inverziok kovetkeztében jelentds mértékben atrendezodott a
blizagenomokhoz képest.

9. Az Ae. umbellulata és Ae. comosa kromoszoma-specifikus DNS-mintainak szekvenalasaval
elkészitettiik az U és M genom kromoszomainak de novo vazlatos genomosszeillesztéseit. Az Ae.
umbellulata kromoszémain hasonldsagi keresés segitségével 25225 nagy megbizhatosaggal rendelkez6
gént azonositottunk. A jelzett gének helyzete alapjan megvizsgalva az Ae. umbellulata és a buza D
genomjanak kromoszomai kozti homeoldgiakapcsolatokat, kimutattuk, hogy az 1U, 2U és 3U
kromoszoma nagymértékben homolog a megfeleld buzakromoszomakkal, a 4U kromoszoma egyes
régioi homologiat mutatnak a buza 4D, 5D és 6D kromoszomajaval, valamint a buza 5D
kromoszomajaval homolog SU kromoszoéma a 4D kromoszoma hossza karjaval homeolog genomi
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fragmentet tartalmaz. A jelentésen atrendez6dott 6U kromoszéma homeoldg régiokat tartalmaz az 1D,
2D, 4D, 6D és 7D kromoszomaval. Végil a 7U kromoszéman szintén kimutathatd volt egy 3D
kromoszomaval homolog régio.

10. Az Ae. umbellulata és Ae. comosa kromoszoémainak genomosszeillesztéseit felhasznalva 217, PCR
segitségével validalt polimorf génalapu molekularis markert fejlesztettiink, melyek koziil 109 marker
markerkapcsolt szelekcids rendszer alapjaként harminckét markert hasznaltunk fel az U és M
kromoszomak nyomon kovetésére az Ae. biuncialis-bol torténd fajkeresztezéses génatviteli
programokban.

11. Az Mv9krl x Ae. biuncialis MvGB642 amfiploidok buzaval végzett visszakeresztezésével, majd
ontermékenyitésével egy 4U kromoszomat hordozd buiza/Ae. biuncialis diszomas addicids vonalat,
valamint egy 4M(4D) ¢és SM(5D) diszomds szubsztiticids vonalat allitottunk eld, melyekben a
kromoszdémakat FISH-sel, GISH-sel és molekularis markerekkel azonositottuk.

12. A létrehozott Mv9krl x Ae. biuncialis MvGB642 amfiploidok Mv9krl buzatorzzsel végzett
visszakeresztezésébol 10 buiza-Ae. biuncialis transzlokaciot mutattunk ki, melyek koziil 6 transzlokaciot
diszomas allapotban is sikeriilt el6allitani. A transzlokaciés kromoszomakat (T4DS.4DL-M,
T5DS.5DL-M, TSMS.5ML-2DL, T1US.2BL, T2DS.2DL-2U és T1DL.1DS-4U) egymast koveté GISH
és FISH technikaval, és esetenként molekularis markerekkel azonositottuk.
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