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ROVIDITESEK JEGYZEKE

AFLP: (Amplified Fragment Length Polymorphism)

AgRenSeq: (Association Genetics with R gene ENrichment Sequencing)

APM: amiprofosz-metil

BAC: (Bacterial Artificial Chromosome), mesterséges bakterialis kromoszoma

BioNano: BioNano Genomics cég altal kifejlesztett nanocsatorna-alap optikai térképezési
eljaras

BLASTnN: (Basic Local Alignment Search Tool), nukleotid szekvenciak nukleotid
adatbazisokkal torténd hasonlosagvizsgalatahoz alkalmazott program

BLASTX: nukleotid szekvenciak fehérje adatbazisokkal torténé hasonlosagvizsgalatahoz
alkalmazott program

cDNS / CDS: komplementer dezoxiribonukleinsav

COsS: (Conserved Orthologous Set), konzervalt ortolog gének gyiijteménye

DAPI: 4,6 diamidino-2-fenilindol

DArTseq: A Diversity Arrays Technology cég altal kifejlesztett specialis GBS
markerrendszer

DNaz: dezoxiribonukleaz enzim

DNS: dezoxiribonukleinsav

dNTP: nukleotid-keverék (dCTP, dGTP, dATP, dTTP)

dUTP: dezoxiuridin-trifoszfat

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

EMS: etil-metanszulfonat

EST: (Expressed Sequence Tag), kifejez6dott szekvenciadarab
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FAM:
FASTA:

foszforamidit
Nukleotid-, vagy aminosav-szekvenciak leirasara szolgaldo szovegalapu
fajlformatum

multi-FASTA: Tobb egyszekvencias FASTA fajl 6sszeflizésével készitett fajlformatum

FISH:
FISHIS:

FITC:
GBS:

GISH:
Hi-C:

HMW:
HU:
INDEL:
ISH:
IWGSC:

KASP:
kb:
MAGIC:

Mb:
MDA:

fluoreszcens in situ hibridizacié

(Fluorescens in situ Hybridization in Suspension), szuszpenzidoban végzett
fluoreszcens in situ hibridizacié

fluoreszcein-izotiocianat

(Genotyping-by-Sequencing), szekvenalason alapuld genotipizalas, ahol az
SNP-k azonositasa a genom restrikcios endonukledzokkal tortént emésztéssel
kapott specialis mérettartomanyu fragmentjein torténik

genomi in situ hibridizacio

A kromatin térbeli szervezOdésének elemzésére szolgald Kkromoszoma
konformacids befogasi technoldgia, melyet szekvendldssal kombinaltan
(High molecular weight), nagy molekulatomegi

hidroxiurea

inszercid/delécid

in situ hibridizacio

(International Wheat Genome Sequencing Consortium), Nemzetkozi
Buzagenom Szekvenalasi Konzorcium

(Kompetitive Allele Specific PCR), PCR alapt uniplex SNP genotipizalasi
eljaras

kilobazis (1000 bazispar)

(Multiparent Advanced Generation Intercross Population), Kvantitativ
tulajdonsagokért felelés lokuszok azonositasahoz hasznalt tobbsziilds
térképezési populacio

megabazis (1000000 bazispar)

(Multiple Displacement Amplification), random hexamer primerek és ®29 DNS
polimeraz segitségével torténd DNS amplifikacios eljaras

MutChromsSeq: (Mutant Chromosome Sequencing), mutans kromoszomak izolalasan és

szekvenalasan alapul6 génklonozasi stratégia

MutRenSeq: (Mutant R gene enrichment Sequencing), NBS-LRR tipusu rezisztencia gének

gyors azonositasara szolgalo eljaras

NAM populacié:(Nested Association Mapping), Kvantitativ tulajdonsagokért felelds 16kuszok

NBS-LRR:

NCBI:

NGS:

NT puffer:

PacBio:

PCR:
Pl:

PK puffer:

azonositdsdhoz hasznalt tobbsziilds térképezési populacio

(Nucleotide-Binding Site and Leucine-Rich Repeats) nukleotid-kot6 és leucin-
gazdag ismétlodésekbdl allo fehérjeszerkezetet kodold gének, a rezisztencia
geének leggyakoribb forméja

(National Center for Biotechnology Information), Az Amerikai Egyesiilt
Allamok Orvostudomanyi Nemzeti Konyvtara 4ltal iizemeltetett online
biotechnologiai és orvosbiologiai adatbazis

(Next-Generation  Sequencing), ujgeneraciés  szekvenalasi  eljarasok
Osszefoglald neve

Nick transzlacios puffer

A Pacific Biosciences cég altal kifejlesztett hosszé szekvencia leolvasasokat
eredményez0 Ujgeneracios szekvenalasi eljaras

(Polymerase Chain Reaction), polimeraz lancreakcio

propidium-jodid

proteinaz-K puffer
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PLUG:
QTL:
RAPD:
rDNS:
RenSeq:
RFLP:
RIL:
RNaz:
RNS:
SINE:

SNP:
S-SAP:

SSC:
SSR:

STS:

TACCA:

TE:
TRIS:
Tween:
YOYO:

(PCR-based Landmark Unique Gene), intron szekvenciakat is tartalmazo
génalapt molekularis marker tipus

(Quantitative Trait Loci), mennyiségi tulajdonsag kialakitasaban szerepet jatszo
kromoszémarégiod

(Random Amplified Polymorphic DNA), molekularis marker tipus
riboszomalis RNS-eket kodolé DNS-szekvenciak

(R gene enrichment Sequencing), az NBS-LRR szekvencia motivumok szelektiv
dusitasaval kombinalt szekvenalasi eljaras

(Restriction Fragment Length Polymorphisms), restrikciés fragmenthossz
polimorfizmus

(Recombinant Imbred Line), rekombinans beltenyésztett vonal

ribonukledz enzim

ribonukleinsav

(Short Interspersed Nuclear Elements), Rovid megszakitott nuklearis elemek, a
retrotranszpozonok egyik tipusa

(Single Nucleotide Polymorphism) egyedi nukleotidcsere

(Sequence-Specific  Amplified Polymorphism), a transzpozabilis elemek
inszercios helyeinek szelektiv felszaporitasan alapuld molekularis markertipus
trinatrium-citrat €s natrium-klorid oldat megfeleld aranyu keveréke

(Simple Sequence Repeat), az egyszerii szekvencia ismétlédésekben
bekdvetkezett polimorfizmust felhasznalé molekularis marker tipus
(Sequence-Tagged Site), olyan egyedi szekvencia alapu hatarjelz6 a genomban,
mely PCR segitségével detektalhatod

(TArgeted Chromosome-based Cloning via long-range Assembly) olyan
génklonozasi eljards, mely a kromoszémak 4ramlasi citometrids izolalasan, és
nagy leolvasasi hosszt eredményez6 de novo szekvenalasan alapul.

trisz-EDTA

trisz (hidroxi-metil) amino-metan

polioxietilén-szorbitdn-monolaurat

(Yellow Oxazole Homodimer) masnéven Oxazol Sarga, a DNS festéséhez
alkalmazott zold fluoreszkalo interkalaléd festék
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1. BEVEZETES

A buza (Triticum aestivum L.) az egyik legfontosabb gabonanévénylink, melynek
magyarorszagi vetésteriilete 2019-ben elérte az 1 millio 37 ezer ha-t. Egyes eldrejelzések szerint
az emberi népesség 2050-re eléri a 9 millidrd f6t, melynek élelmezéséhez évi 2%-0s
termésnovekedést kellene elérni a valtoz6 klimatikus feltételek mellett. Ezen kihivasokra adott
valaszok biologiai alapjat a jol termd, j6 mindségi paraméterekkel és stressztlird képességgel
rendelkezé buzafajtdk eldallitasa képezi. A buzanemesitdk szamdra ugyanakkor az egyik
legnagyobb nehézséget az jelenti, hogy megtalaljak a fenti tulajdonsagokat meghatarozo gének
leghatékonyabb allélvaltozatait.

A buza rokonsagi koréhez tartozé vad kecskebuza- (Aegilops) fajokat az ember sohasem
nemesitette. Nagymértékli genetikai diverzitdsuk révén olyan allélvaltozatokat hordoznak,
melyek altal jol tudtak adaptalodni a legkiilonbozébb Skogeografiai él6helyekhez. Igy kivalo
forrasai a biotikus (kiilonb6zd rozsda, lisztharmat és egyéb novénybetegségek) és abiotikus
(szarazsag-, sO- ¢és magas homérséklet) stressztoleranciat és beltartalmi tulajdonsagokat (a
szemtermés mikroelem, étkezési rost és siitdipari mindségét) meghatarozo gének buzatol eltérd
valtozatainak.

A Triticum és Aegilops fajok filogenetikailag kozeli rokonsagban allnak egymassal, ezért a
buza és az Aegilops fajok nagy része egymassal ivarosan keresztezhet6, melynek révén
intergenerikus hibridek allithatok eld. Tradicionalisan az idegenfaju keresztezések célja, hogy
hasznos agronomiai tulajdonsagokat hordozoé idegen kromoszdéma-szegmentumokat tartalmazé
buzagenotipusokat allitson eld, melyek felhasznalhatok a nemesitési programokban.

Az els6 btza x Aegilops keresztezések még az 1860-as évekre vezethetk vissza, de a buza
x Aegilops hibridek nagyobb aranyu eléallitasa késett egészen a kolchicinkezelés bevezetéséig
(1930-as ¢évek), mely segitségével - a kromoszomaszam megkettdzésével - az egyébként steril
F1 hibridekbdl fertilis amfiploidok allithatok eld. A XX. szdzad masodik felétdl a citogenetikai
modszerek fejlédésével (Feulgen, C-savozas) lehetdvé valt a buza és az egyes Aegilops fajok,
valamint ezek hibrid szarmazékai kromoszdémaszamanak meghatarozasa, késobb pedig az
egyes kromoszomak azonositasa is. Mindez az elsé buza-Aegilops addicios és szubsztitucios
sorozatok, valamint transzlokacios vonalak eldallitasat eredményezte.

Tovabbi 10kést adott az idegenfaju keresztezési programoknak a fluoreszcens in situ
hibridizacion alapuldé 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 elsé fluoreszcens in situ
hibridizaciés (FISH) kariotipusok a buza és rokon fajai esetében, mig a jelolt genomi DNS-
probak segitségével (GISH) megkiilonboztethetévé valtak az allopoliploid fajok egyes
genomyjai, valamint lehetségessé valt a buzaba atvitt idegen kromoszomak és kromoszoma-
szegmentumok mind precizebb azonositasa is. Mindezek eredményeként a molekuldris
citogenetikai mddszerekre alapozott szelekcid altalanossa valt a fajkeresztezéses génatviteli
programokban.

Ugyanakkor egyre nyilvanvalobb lett, hogy a citogenetikai modszerek 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 rekombindlodnak egymassal még a
homeolog kromoszoma-parosodast elésegitd, Phl lokusz-t nélkiilozé genetikai hattér (phlb
mutacid, 5B kromoszoma hianya stb.) esetén sem. Szamos esetben a kivanatos tulajdonsagok
mellett nemkivdnatos agronomiai jellegek is megjelennek a létrehozott transzlokacios
vonalakban, ami részben a vad fajok genomjaban tortént evolicids atrendezédésekre
visszavezethetd, ami a buza €s a rokon fajok kromoszomai kozti hasonlosag (génkolinearitas,
szinténia) sériilését eredményezi. Ezért a buza- és Aegilops genomok kozti, ma még csak
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részben ismert homeologiaviszonyok feltérképezése jelentdsen segitené a fajkeresztezéses
génatviteli programok tervezését, az alkalmazott stratégiak kivalasztasat.

Molekularis markerek segitségével nagyobb populacié tesztelhetd, igy jelentdsen névelhetd
a szelekcio hatékonysaga. Kiilondsen hatékony lehetne olyan génspecifikus markerek
alkalmazasa, melyek specifikusak az Aegilops-kromoszoémak meghatarozott régioira.
Ugyanakkor, az ilyen tipusi markerek fejlesztéséhez sziikséges a vad fajok teljes
genomszekvenciajanak kromoszomaszinti ismerete.

Osszességében elmondhat6, hogy a vad fajokban rejlé genetikai potencial eddigi kismértékii
felhasznaldsa a  buzanemesitési programokban jelentésen ndvelhetdé lenne a
genomszervezddésiik részletes megismerésével, specifikus molekularis markerek fejlesztésével
¢s a markerekre alapozott szelekcids rendszer alkalmazasaval.

A 2000-es évek masodik felétdl a kovetkezd (next) generdcios szekvenalasi eljarasok
megsziiletése €s azdta is tartd robbandszeri fejlddése megteremtette az alapjat a nagy
genomszekvenalasi projektek koltséghatékony kivitelezésének. Ezzel parhuzamosan az 1990-
es években a gyokércstics-merisztémasejtek sejtciklusanak szinkronizalasa és a jo6 mindségl
mitotikus kromoszomaszuszpenziok eldallitdsa lehetdvé tette az egyedi ndvényi kromoszoémak
méret alapjan torténd izolalasat aramlasos citometria segitségével. Ezen a téren kiillondsen nagy
jelentdségre tettek szert azok a citogenetikai vonalak (foként diteloszoémdas sorozatok),
melyekbdl izolalni lehetett az egyes kromoszémakarokat. A gabonafélék nagy és komplex
genomjai ugyanis rendkiviil magas aranyban tartalmaznak repetitiv szekvencidkat, ami (a
poliploid fajok esetén) az egynél tobb homeoldg genom jelenléte miatt szinte megoldhatatlanna
teszi a rovidszekvencia-leolvasasok 0sszerakasat nagyobb kontigokkd, majd szkaffoldokkd. A
kromoszémak illetve kromoszémakarok szubgenomi DNS-mintai, melyek mar csak a genom
néhany szazalékat (biza esetében 1,3 — 3,4%) reprezentaljak, lehetdvé tették a legkiilonbozébb
genomikai modszerek (szekvenalds, BAC konyvtarak létrehozasa, optikai térképezés,
citogenetikai térképezés, molekularis markerek eldallitasa) kromoszomaszintii alkalmazasat.
Ezek jelentésen hozzajarultak a legfontosabb kaldszosaink, a buza, az arpa és a rozs
referenciaként szolgald genomszekvenciainak elkészitéséhez. A legutobbi évek soran lehetévé
valt a novényi kromoszomak szuszpenzidban torténd fluoreszcens jeldlése in situ hibridizacio
segitségével, ami megteremtette az alapjat a kétparaméteres daramlasi citometria
alkalmazasanak. A modszer segitségével - a mérettel, valamint a GAA mikroszatellitek
eloszlaséaval aranyos fluoreszcencia intenzitasok detektalasaval - az egyes kromoszomak sokkal
nagyobb mértékben kiilonithetok el egymastol, ami lehetové tette a genomot alkotd legtobb
kromoszdéma nagy tisztasagu (>80-90%) izolalasat a hexaploid és tetraploid buza, valamint az
arpa esetében. Mindezek eredményeként napjainkban az aramlasi citometria segitségével
torténd kromoszomaizoldlds és a hozzd kapcsolodd szekvendldsi modszerek az egyik
leggyakrabban alkalmazott eljarasokka valtak a kiilonb6zd génklonozasi projektek esetében.

A 2000-res évek végétol, a PhD értekezés elkészitését (2008) kovetéen, munkam jelentds
részét arra OsSzpontositottam, hogy egy markerkapcsolt szelekcios rendszer 1étrehozasaval
hatékonyabba tegyem az Aegilops fajokbol a bzaba torténd fajidegen génatvitel folyamatat.
Ehhez kapcsolodoan igyekeztem a kromoszdmaalapt genomikai megkozelitést alkalmazva az
Aegilops fajok U- és M genomjanak szervez6désérdl, a buzagenommal alkotott homoldgia-
viszonyairdl minél tobb szekvenciaszintli ismeretre szert tenni a kovetkezé kutatasi célok
megvalositasaval:

e Aramlasos citometria segitségével egyedi kromoszomak izoldlasa vad Aegilops
fajokbol

e Az izolalt kromoszomak DNS-mintainak, illetve ezek szekvencia dsszeillesztéseinek
felhasznalasa genomikai kutatasinkhoz molekularis markerek azonositasa és ij markerek
fejlesztésének céljabol.
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e Az allotetraploid Ae. biuncialis szegregal6 genetikai térképének eldallitasa.

e Az azonositott molekularis markerek segitségével egy nagy eldnemesitési populacio
tesztelésére alkalmas markerkapcsolt szelekcios rendszer 1étrehozasa, melyet felhasznalunk
uj buza-Ae. biuncialis addicios és transzlokacids vonalak eldallitasara.

A kutatdsaim sordn alkalmazott modszerek komplexitasa miatt értekezésem szerkezetét
modositottam a kdnyebb érthetdség miatt, és az altalanosan alkalmazott felépitéstol eltéréen az
egyes fejezetek eredményeinek bemutatdsa utan kozvetleniil targyalom azok megvitatasat.

Akadémiai doktori értekezésemben mindezen célok megvalositisa érdekében tett
erofeszitéseimet és eredményeimet igyekeztem a Tisztelt Tudos Tarsadalom elé tarni.

1.1 Részletes Célkitiizések
1.1.1. Az aramlasi citometria alkalmazasi lehetéségei az Aegilops kromoszémak
izolalasara

Kromoszomak izoldlasa egyparaméteres aramlasi citometria segitségével méret alapjan az
U, M, C, S és D genommal rendelkez6 diploid Aegilops fajokbol valamint ezek természetes
allotetraploid rokonaib6l. Kromoszomak izolalasa kétparaméteres aramlasi citometria
segitségével a kromoszéma méret és mikroszatellit ismétléddések gyakorisaga alapjan az U, M,
C, S, és S" genomokkal rendelkezd diploid és tetraploid Aegilops fajokbél valamint buza-
Aegilops addiciés vonalakbol.

1.1.2. Aramlisi citometria segitségével izolalt kromoszémak felhasznalasa az Aegilops
fajok genomikai vizsgalatara

Molekularis markerek azonositasa Aegilops-kromoszomakon, az izolalt kromoszéma-DNS
¢és buza-Aegilops addicios vonalak segitségével. Az Ae. biuncialis kétsziilés F2 szegregalod
genetikai térképének elkészitése és a kapcsoltsagi csoportok kromoszémakhoz rendelése izolalt
kromoszomak segitségével. A diploid Ae. umbellulata és Ae. comosa egyedi kromoszoémainak
szekvenalasa és a szekvenciadsszerakasok felhasznalasa génspecifikus markerek fejlesztésére.

1.1.3. A szelekcios rendszer tovabbfejlesztése az Aegilops fajok U és M
kromoszomainak buza genetikai hattérben valé kimutatasara, uj buza-Aegilops
addicios és transzlokacios vonalak létrehozasa érdekében

Egy 1) markerkapcsolt szelekcids rendszer 6sszedllitasa PCR-alapu génspecifikus markerekbdl.
Buza-Ae. biuncialis addicids és transzlokacios vonalak l1étrehozasa és azonositasa molekularis
citogenetikai modszerekkel €s molekuléaris markerekkel.
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2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1. Idegenfaju génatvitel Aegilops fajokbol a blizaba
2.1.1. A buza és az Aegilops fajok evolucidja, a génforras-koncepcio

Legfontosabb kalaszosaink, a buza (Triticum aestivum L.), a rozs (Secale cereale L.) és az
arpa (Hordeum vulgare L.), a Triticeae nemzetségcsoportba tartoznak. A nemzetségcsoport
mintegy 330 fajt foglal magaba (Clayton és Renvoize, 1986), melyek koziil a legalabb 250
éveld faj elterjedése foként a Mérsékelt-Sarkvidéki régiokra jellemzd, mig az egyéves fajok 6
elterjedési teriilete a keleti Mediterran és Kozép-Azsiai régiokra tehetd. A nemzetségesoportban
diploid és poliploid fajok egyarant megtaldlhatok, melyek alap-kromoszémaszdma minden
esetben n=1x=7 (Kihara, 1923; Sax és Sax, 1924).

A Triticeae csoportot alkotd Triticum, Aegilops és Amblyopyrum fajok genomdosszetételét
Kihara (1954) az egyes fajok egymassal képzett interspecifikus, illetve intergenerikus
hibridjeinek meiotikus kromoszéma-parosodasa és a hibridek fertilitdsa alapjan vizsgalta. A
diploid (és késobb a poliploid fajok) genomjait 7 csoportra osztotta €s a kovetkezo
genomformulaval jelolte: T-csoport (Amblyopyrum muticum), S-csoport (Aegilops speltoides,
Ae. bicornis, Ae. longissima, Ae. sharonensis, Ae. searsii), A-csoport (Triticum monococcum,
T. urartu), D-csoport (Ae. tauschii), C-csoport (Ae. caudata), M-csoport (Ae. comosa és Ae.
uniaristata) és U-csoport (Ae. umbellulata). Ezt az osztalyozast késébb Feldman és munkatarsai
(1979), valamint Kimber és Tsunewaki (1988) tovabb pontositotta, mely elvezetett a ma is
hasznalatos genomformulak kialakulasahoz (A, B, C, D, G, M, N, S, T, U). A Triticum és
Aegilops fajok rendszertani besorolasa nem mindig egyértelmti. Ez egyrészt arra vezethetd
vissza, hogy szamos allopoliploid faj genomja két eltéré nemzetségbdl is szarmazhat (pl.
hexaploid bliza), masrészt egy adott faj esetében eléfordulhat vad és domesztikalt valtozat is,
végil pedig az interspecifikus és intergenerikus hibridizacié gyakorisaga folytdn az
introgresszid, valamint a hibrid, illetve allopoliploid fajok kialakulasa szintén elég gyakori.
Dolgozatomban van Slageren (1994) taxonémiai rendszerét és némenklatirajat hasznalom,
mely jelenleg talan a legaltalanosabban elfogadott, és amely morfologiai jellemzdk alapjan
kiilon nemzetségekként kezeli a Triticum, Aegilops és Amblyopyrum fajokat.

Az els6 korai Triticeae fajok valamikor az Oligocén korban jelentek meg koriilbeliil 25
millio (M) évvel ezelbtt és valtak szét a tobbi Poaceae nemzetségcsoporttol (Gaut, 2002). A
Miocén korban a klima melegebbé valasaval és a Tethys tenger eltiinésével a mérsekelt €govi
okoszisztémak valtozatosabba valtak. Marcussen és munkatarsai (2014) 275 kis kopiaszamu
génszekvencian alapul6 filogenomikai vizsgéalata alapjan a Triticinae (bliza leszarmazasi vonal)
szétvalasa a Hordeinae-t6l (arpa leszarmazasi vonal) szintén erre az iddszakra esett (~ 8-15 M
éve), majd nem sokkal késébb (~7 M éve) megtortént a biiza és a rozs leszarmazasi vonal
szétvalasa is. A mai T. urartu és T. monococcum A genomjanak, valamint az Ae. speltoides és
Ae. mutica altal reprezentalt B genom leszarmazasi vonalainak kiilonvalasat az 6si Triticineae-
genomtol Marcussen és munkatarsai (2014), illetve Huynh és munkatarsai (2019) kortilbeliil
6,5-6,6 M évvel ezelbttre teszik. Koriilbeliil 5 és 6 M éve az A és B genom Gsei homoploid
hibridizacidjanak eredményeként alakulhatott ki a D genom leszarmazasi vonala (Marcussen
¢s mtsai, 2014). Harmincnyolc, sejtmagban kodolt alacsony kopiaszamii gén szekvencidja
alapjan (Huynh és mtsai, 2019), valamint teljes transzkriptom szekvenalast (RNAseq)
alkalmazo6 (Glémin €s mtsai, 2019; Tanaka és mtsai, 2020) legtijabb filogenomikai vizsgalatok
szerint a D genom leszarmazasi vonalanak Ose intenziv diverzifikacion ment keresztiil kb. 3 M
évvel ezel6tt, amikor a Pleisztocén klimajanak instabilla valasaval ) 6koldgiai niche-ek jottek
1étre (Levin, 2002). Mindezek eredményeként alakultak ki a jelenlegi D (Ae. tauschii), S,
valamint az U, C, M és N genommal rendelkez6 diploid Aegilops fajok a Termékeny Félhold
teriiletén ¢és terjedtek el a Mediterraneumban (Kilian és mtsai, 2011). A legvaldszintibb
evolucids forgatokdnyv szerint eldszor az U, C, M, és N genommal rendelkezd fajok (Ae.
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umbellulata, Ae. caudata, Ae. comosa és Ae. uniaristata) leszarmazasi vonala kiiloniilt el az S
¢és D genommal rendelkez6 fajok (Ae. searsii, Ae. bicornis, Ae. sharonensis, Ae. longissima és
az Ae. tauschii) 6sétdl (Kilian és mtsai, 2011; Glémin és mtsai, 2019; Tanaka és mtsai, 2020).
Az U, C, M, és N genommal rendelkezd fajok esetében a fajképzddés folyamata egyiittjarhatott
a genom jelentds atrendezddésével és egyéb fajokbol torténd kromoszomaatépiilésekkel is,
amire a szubtelocentrikus kromoszémak gyakori jelenléte utalhat ezekben a fajokban (Ae.
umbellulata: 2U, 3U, 6U; Ae. caudata: 2C-4C, 6C, 7C; Ae. comosa: 5M, 2M, 3M; Ae.
uniaristata: 1N-4N, 6N, 7N) (Feldman és Levy, 2015; Parisod és Badaeva, 2020). A
genomatrendezOdések folytan bekdvetkezd reproduktiv izolacio lehetové tette az M és N
genommal rendelkezd fajok dsének kiilonvalasat az U és C genommal rendelkez6 fajok 6sétdl
~2,5-2,8 M évvel ezel6tt. Nem sokkal kés6bb pedig (~2 M éve) elkiiloniilt az U genommal
rendelkez6 mai Ae. umbellulata és a C genommal rendelkez6 Ae. caudata, majd kiilonvalt az
M genommal rendelkez6 Ae. comosa és az N genommal rendelkezé Ae. uniaristata (~0,8-1 M
éve) is (Huynh és mtsai, 2019). Az S genomot hordozo fajok fajképzédési folyamataira (0,1-1
M éve) a nagymértékii genomatrendezodések nem voltak jellemzok. Ezt tdmasztja ala a foként
metacentrikus kromoszomakbodl allé kariotipusuk is. Esetiikben a fajképzodést a genom
méretének novekedése kisérte. A kiilonbozd repetitiv szekvencidk (retrotranszpozonok, GAA
mikroszatellit- és egyéb szatellit-ismétlédések) felszaporodasa miatt (Ruban és Badaeva, 2018)
az S genommal rendelkez6 fajok (Ae. searsii, Ae. bicornis, Ae. sharonensis, Ae. longissima)
genommérete mintegy 20%-kal megnovekedett a tobbi D, C, U, M és N genommal rendelkez6
Aegilops-fajhoz képest (Eilam és mtsai, 2007).

A diploid Triticum és Aegilops fajok kialakulasat kovetden az utolsé 800 ezer év fbb
evolucios eseményei az allopoliploid fajok kialakulasa volt. Zohary és Feldman (1962) az
allopoliploid Triticum és Aegilops fajokat harom f6 csoportba sorolta a novény- és
kalaszmorfologia, valamint a genomdsszetételiik alapjan. E csoportok jellemzdje, hogy a
hozzéjuk tartozo poliploid fajok tartalmaznak egy kozds, nagyrészt valtozatlan genomot (a
"Pivotal” genomot) és egy vagy két masik genomot, ami jelentés modosuldsokon ment keresztiil
a diploid 6sokhoz képest (’Differential” genom). Az U genom csoporthoz tartozo hét tetraploid
¢és 1 hexaploid faj tartalmazza az Ae. umbellulata U genomjat; a D genom csoport 3 tetraploid
¢és 3 hexaploid faja egyarant rendelkezik az Ae. tauschii-tol szarmaz6 D genommal, mig az A
genom csoporthoz tartozo két tetraploid és két hexaploid fajban megtalalhatjuk a T. urartu-bol
szarmazd A genomot (Chapman és mtsai, 1976; Dvorak, 1976). A ’Pivotal-Differential’
evoltcids elmélet szerint a ’Pivotal’ genom szerepe az, hogy egyfajta pufferként mikodve
bizonyos meértékli fertilitdst biztosit az apai sziildvel tortént megporzas utan, mig a
"Differential’ genom szerepe az, hogy kromoszémai bizonyos mértékben parosodni képesek
egy masik faj kromoszomaival és a rekombinacio6 révén géneket tudnak kicserélni, integralni a
genomba. Mindezek alapjan a ’Differential’ genom az allopoliploid fajokban két vagy tobb
diploid fajbol szarmazo kromoszoma-szegmentumot is tartalmazhat, igy a Differential genom
kiilonb6z6 evolicios utakon is keresztiil mehetett az egyes fajokban.

A hexaploid buza (Triticum aestivum L.) genomszerkezetének (2n=6x=42; BBAADD)
kialakulasdban két hibridizacios esemény jatszott szerepet. Koriilbeliil 700-800 ezer évvel
ezel6tt torténhetett az elsé hibridizacio a B genom vad 6se — amely pontosan nem ismert, de
genetikailag kozel allt az Ae. speltoides Tausch. (2n=2x=14, SS) fajhoz (Dvorak és Zhang,
1990) — és a vad, diploid Triticum urartu Tumanian ex Gandilyan (2n=2x=14, A"A") (Chapman
¢és mtsai, 1976, Dvorak és mtsai, 1993) kozott, melynek eredményeként 1étrejott a tetraploid
vad tonke, a T. turgidum subsp. dicoccoides Korn. ex Asch. & Graebn. (2n=4x=28, BBA"A")
(Gornicki és mtsai, 2014; Marcussen és mtsai, 2014). Koriilbeliil 10 ezer éve az ember
termesztésbe vonta a vad tonkét, melynek révén megjelentek annak termesztett valtozatai, a
termesztett tonke (T. turgidum subsp. dicoccum [Schrank ex Schiibler] Thell.) és a durumbuza
(T. turgidum subsp. durum [Desf.] Husnot — Salamini és mtsai, 2002; Gill és mtsai, 2007,
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Charmet, 2011). A masodik hibridizaciés 1épés kb. 8000 éve (Huang és mtsai, 2002), mas
tanulmanyok szerint sokkal korabban, 280-400 ezer ével ezeldtt torténhetett (Marcussen és
mtsai, 2014) a vad vagy a termesztett tonke és az Ae. tauschii Coss. (2n=2x=14, DD) ko6zott,
ami a hexaploid bliza kialakuldsdhoz vezetett. Nagyjabol ugyanerre az id6szakra tehetd a tobbi
allotetraploid, illetve -hexaploid Triticum- és Aegilops-faj megjelenése is (pl. T. timopheevii
subsp. armeniacum: ~0,4 M éve) (Gornicki és mtsai, 2014; Feldman és Levy, 2015).

Az allopoliploid fajképzdédés folyaman a hibridizacidt kdvetden mar az elsé generaciokban
lezajlik egy gyors, Un. citogenetikai diploidizacios folyamat, melyre jellemz6 a foként alacsony
(de néha magas) kopiaszami kodold és nem kodold DNS-szekvenciak kiesése (Ozkan és mtsai,
2001; Baum és Feldman, 2010), valamint olyan epigenetikus valtozasok, melyek révén szamos
gén expresszidja megsziinik (Feldman és mtsai, 2012). Mindezek a folyamatok az azonos
homeoldg csoportba tartozd kromoszoémak kozti strukturalis kiilonbségek erdteljesebbé
valasdhoz vezetnek, melynek eredményeként az 0j faj meidzisdban a kromoszdéma-parosodas
soran a multivalensek kialakuldsa visszaszorul és a bivalensek kialakuldsa valik preferaltta.
Ennek révén kialakul egy diploid-szerti 6roklédési jelleg, ami a késdbbiekben biztositja a
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citogenetikai diploidizacid végiil eldsegiti a genetikai diploidizaciot, ami azt jelenti, hogy a
kétszeres, vagy haromszoros doézisban 1évd gének (homeoallélek) funkcidi hosszii tdvon
megvaltozhatnak a kiilonb6z6 mutaciok altal. A poliploid genetikai hattér jobban toleralja a
génekben bekovetkez6 mutaciokat, ami a gének gyors neo-, illetve szubfunkcionalizaciojat
eredményezheti (Dubcovsky és Dvorak, 2007). Az 1j intra-, vagy intergenomikus
génkombinaciok szamottevé heterozishatast eredményezhetnek az adott tulajdonsag
tekintetében, ami a faj szamara adaptiv elényt jelenthet (Feldman és Levy, 2015). Ezt tamasztja
ala, hogy az allopoliploid Triticum és Aegilops fajok nagyobb morfologiai variabilitassal
rendelkeznek, szélesebb kort dkologiai adaptacios képességgel birnak és nagyobb geografiai
elterjedést mutatnak a diploid éseikhez képest (van Slageren, 1994; Kilian és mtsai, 2011).
Mindezen génvaltozatok gazdasagi jelentdséggel birhatnak a buzanemesités szamara.
Nemesitési szempontbol Friebe és munkatarsai (1996) a hexaploid buza potencialis
génforrasaiként alkalmazhato Triticeae fajokat a genomjaik kozt fennallo homoldgia alapjan
harom csoportba soroltdk. A bliza genomjaival homoldg genomokat tartalmaz6 fajok, alfajok,
valtozatok az els6dleges génforrasok kozé tartoznak. Ide sorolhatok a T. aestivum L.
(AABBDD, 2n=6x=42) tajfajtai, a T. turgidum L. (AABB, 2n=4x=28) vad és termesztett
formai, valamint a biza A és D genomjanak donor fajai, a T. urartu Tumanian ex Ghandilyan
(A"AY, 2n=2x=14), a T. monococcum L. (A™A™), T. boeticum Boiss. és az Ae. tauschii Coss.
(DD, 2n=2x=14). Masodlagos génforrasok kozé azok a poliploid Triticum és Aegilops fajok
tartoznak, melyeknek legalabb egy genomjuk homolog a hexaploid buzaéval. llyenek példaul
a tetraploid T. timopheevii Zhuk. (A'A'G'G") két alfaja, a ssp. timopheevii és a ssp. armeniacum
Jakubz., valamint az Aegilops nemzetség Sitopsis szekciojaba sorolt, S-genommal rendelkezd
fajok, amelyek a buza B-genomjdval mutatnak hasonldésdgot. A buza harmadlagos
génforrasaihoz azok a fajok tartoznak, amelyek bar keresztezhetdk a buzaval, azzal homolog
genomokat nem tartalmaznak. Ide tartoznak példaul az U, C, M és N genommal rendelkezd
diploid és poliploid Aegilops fajok (pl. Ae. biuncialis, Ae. triuncialis), vagy az arpa és egyéb
Hordeum-fajok, a rozs és rokon fajai, valamint a kiilonb6z6 évelé Thinopyrum fajok.

2.1.2. Az Aegilops fajok és az Ae. biuncialis elterjedése, valamint nemesitési szempontbdl
relevans tulajdonsagaik

Az Aegilqps nemzetseéghez tartozo fajok altalanosan megtalalhatok a Foldkézi tenger
partvidékén Eszak Afrikdban és Dél Eurdpaban, a kozel-keleti orszagokban, Kis-Azsidban, a
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Krim-félszigeten, a Kaukazusban, Nyugat- és Kozép-Azsiaban. Elterjedési teriiletének nyugati
hatara a Kanari szigetek, délrél az Arab-félsziget, keletr6l pedig a Tien-san altal hatarolt
teriiletek. Megtalalhatok 400 méteres tengerszint alatti (Holt-tenger vidéke) teriiletektdl
egészen a 2800 méter tengerszint feletti magassagig (Hodgkin és mtsai, 1992; van Slageren,
1994). Legnagyobb fajgazdagsagban a Termékeny Félhold teriiletén (Palesztina, Libanon,
Sziria, Délkelet-Torokorszag, Eszak-Iraktol Eszaknyugat-Iranig) fordulnak elé (van Slageren,
1994). Az észak-amerikai kontinensre az Ae. cylindrica (Host) antropogén hatasra jutott el.
Magyarorszagon is ez az egy Aegilops faj fordul el6 a természetben (Lelley és Rajhathy, 1955).
Jelentés populacidi talalhatok az Alfold kozépso €s délkeleti részén, valamint a Budai-
hegységben és a Pesti-siksag teriiletén (Taborska és mtsai, 2015).

Az Aegilops fajok kiilonb6z6 ¢éléhelyekrél szarmazd génbanki tételei gazdag tarhazat
jelentik azon tulajdonsagoknak, melyek atvitele jelentdsen javithatja a buza agrondmiai és
egyéb tulajdonsagait. Az Aegilops fajok hatékony rezisztenciaval rendelkezhetnek a kiilonb6z6
betegségekkel és kartevokkel szemben, mint példaul a levél-, szar- és sargarozsda, lisztharmat
(Friebe és mtsai, 1996; Schneider és mtsai, 2008), cisztaképz6 fonalféreg (Jahier és mitsai,
2001), gyokérgubacs fonalféreg (Barloy és mtsai, 2000), hesszeni 1égy (Martin-Sanchez és
mtsai, 2003) és zold gabonalevéltetli (Zhu és mtsai, 2004). Egyes genotipusaik jo hoé-,
szarazsag-, s0- vagy fagytiiréstick (Damania és Pecetti, 1990; Rekika és mtsai, 1997; Molnar és
mtsai, 2004). J6 beltartalmi tulajdonsagainak koszonhetéen (magas mikroelem-, vitamin- és
étkezésirost-tartalom) felhasznalhatok a funkcionalis élelmiszerek eldallitasat célzo nemesitési
programokban is (Calderini és Ortiz-Monasterio, 2003; Chhuneja és mtsai, 2006; Farkas ¢és
mtsai, 2014). A martonvasari elénemesitési programokban féként az U- és M-genommal
rendelkez6 Aegilops fajokbol, kiilondsen az Ae. biuncialis-bol torténd génatvitelre fokuszaltuk
kutatasainkat, ezért a kovetkezokben kiilon részletezem ezen fajok Okoldgiai, botanikai €s
agronomiailag hasznos tulajdonsagait.

Az Aegilops biuncialis Vis. (szinonima: Triticum biunciale [Vis.] Richter, nom. illeg.,
Aegilops lorentii Hochst., Triticum lorentii [Hochst.] Zeven, Triticum macrochaetum
[Shuttlew. et A. Huet. ex Duval-Jouve] Richter) egy allotetraploid (2n = 4x = 28) UP- és M-
genommal rendelkezé egyéves Ontermékenyiilé faj. Az Ae. biuncialis az U-genommal
rendelkez6 diploid Ae. umbellulata Zhuk. (szinonima: T. umbellulatum [Zhuk.] Bowden) (2n
= 2x =14, UU) és az M-genommal rendelkez6 diploid Ae. comosa Sibth. et Sm. (szinonima: T.
comosum (Sibth. et Sm.) Richter) (2n = 2x = 14, MM) természetes hibridizacioja révén jott 1étre
(Resta és mtsai, 1996; Badaeva és mtsai, 2004). A faj egyedeinek magassaga 10-40 cm, 10-30
hajtast fejleszt egy tovon, €és a szarak végén szalkas, 1,5-3,5 cm hosszt kalaszokat hoz,
melyekben 2-3 fertilis és 1-2 kezdetleges kalaszka talalhato (van Slageren, 1994). A kalaszok
érés utan letdrnek. Megtalalhato a Foldkozi-tenger partvidékén, féként az Egei-tenger
térségében, a Balkan-félsziget orszagaiban, Cipruson, Torokorszagban, a Termékeny Félhold
nyugati részén, a Kaukazustol keletre, a Kozel- és Kozép-Kelet orszagaiban, Eszak-Afrikaban,
Oroszorszag és Ukrajna déli teriiletein, valamint Azerbajdzsanban a Kaszpi-tenger partvidékén
(van Slageren, 1994; Kilian és mtsai, 2011). Jellemz6 él6helyei a szarazabb terméteriiletek,
utszeélek, flives, bozotos teriiletek és szaraz, sziklas hegyoldalak. Eléfordul 200 méter
tengerszint feletti magassagtol 1750 méterig (Kilian és mtsai, 2011) évi 225 és 1250 mm
csapadékmennyiség mellett (van Slageren, 1994). Jelenleg a martonvasari gabonagénbankban
86 Ae. biuncialis génbanki tételt tartunk fenn, melyek 16 orszag mintegy 64 kiilonb6zo
Okogeografiai élohelyérdl szarmaznak, €s jol reprezentaljak a faj foldrajzi elterjedését. Ezen Ae.
biuncialis kollekcid genetikai diverzitasat tobb ezer DArTseq marker segitségével vizsgalva
Ivanizs és munkatarsai (2019) kimutattak, hogy a fajon beliil nagyfoku genetikai diverzitas
figyelhet6 meg. Ez a genetikai diverzitas képezheti az alapjat azoknak a megfigyeléseknek,
melyek szerint a faj egyes vonalai rezisztensek a sargarozsdaval (Damania és Pecetti, 1990), a
levélrozsdaval (Dimov és mtsai, 1993) és a szarrozsdaval (Olivera és mtsai, 2018), valamint az
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arpa sarga torpeség virussal (Makkouk ¢és mtsai, 1994) vagy lisztharmattal szemben (Li és
mtsai, 2019). Mas genotipusok esetében beszamoltak a faj abiotikus streszekkel szembeni
¢és mtsai, 2020), szarazsag- (Molnar és mtsai, 2004; Dulai ¢s mtsai, 2014) és hotlirésérdl is
(Dulai és mtsai, 2005). Felhasznalhatok tovabba a funkcionalis élelmiszerek eldallitasat célzo
nemesitési programokban is, a buza taplalkozasélettani tulajdonsagainak javitasara
(biofortifikacid) a szemtermésiik magas mikroelem- (Farkas és mtsai, 2014), valamint
étkezésirost- (B-gliikkan, vizoldhato arabinoxilan) tartalmanak (Rakszegi és mitsai, 2017;
Rakszegi és mtsai, 2019) kdszonhetben.

Fontos megemliteni, hogy a martonvasari keresztezési programokban hasznalt Ae. biuncialis
MvGB382 és MvGB642 génbanki tétel kozott jelentds kiilonbség volt megfigyelhetd szamos
agronoémiai tulajdonsag tekintetében. Az MvGB382 genotipus az MvGB642 genotipushoz
képest egy héttel korabban viragzik (lvanizs és mtsai, 2019), nagyobb toleranciat mutat a
szarazsag- és sostresszel szemben (Molnar és mtsai, 2004), szemtermése nagyobb élelmirost-
(Rakszegi és mtsai, 2017; Rakszegi és mtsai, 2019), valamint mangan- és cinktartalommal
rendelkezik (Farkas és mtsai, 2014). Ugyanakkor az MvGB642 genotipus hatékony
levélrozsda-rezisztenciat mutatott, mig az MvGB382 genotipus érzékenynek bizonyult a
betegséggel szemben.

2.1.3. Fajidegen génatvitel Aegilops fajokbdl a biizaba, f6bb gyakorlati eredmények

A fajkeresztezéssel torténd génatvitel elsé 1épése az F1 hibridek 1étrehozasa (Belea, 1986).
Az F1 hibridek, vagy mas néven amfihaploidok, mindkét sziilé genomjat egy-egy kopiaszamban
tartalmazzak. F1 hibridek a természetben spontan is képzddhetnek. Requien mar 1825-1827
koril gytijtott buza x Aegilops hibridet, melynek herbariumi példanyat 1834-ben Bertoloni irta
le Ae. triticoides néven, amely valdjaban egy buiza x Ae. geniculata hibrid volt (van Slageren,
1994). Monografiajaban van Slageren (1994) legalabb 21 természetes hibridet emlit, melyek
12 Aegilops-faj és a kenyér- ill. durumbuza hibridizacidjaval jottek létre. Magyarorszagon
el6szor Dégen (1917) emliti spontan Ae. cylindrica x T. aestivum hibridek 1étrejottét, 2013-ban
pedig Vojtk6 Andras és munkatarsai figyeltek meg Ae. cylindrica—btza hibridet Pély
kornyékén (személyes kozlés).

Az els6 mesterséges keresztezéssel elballitott buza x Aegilops hibridrél 1863-ban Godron
szamol be (Roberts, 1929). Az F: hibridek mindkét sziild6 genomjabdl csak egy-egy
kromoszémaszerelvényt hordoznak, amelyek a meidzis 1. metafazisdban univalensekként
jelennek meg. Ezek az osztodds végére véletlenszerien, egyenldtleniil oszlanak el a
gamétakban, igy nem teljes kromoszomaszamu gamétak jonnek létre, aminek kdszonhetéen az
F1 hibridek altalaban sterilek. A fertilitas visszaallitasa akkor lehetséges, ha az amfihaploid F1
hibridek kromoszdmaszerelvénye megduplazodik, melynek soran fertilis amfidiploidok, azaz
amfiploidok jonnek 1étre. Néhany keresztezési kombinacio esetében (Ae. tauschii, Ae. comosa,
Ae. longissima, Ae. kotschyi) a buza x Aegilops Fi1 hibridek meidzisaban képzddhetnek
redukalatlan (2n) kromoszémaszamu gamétak, majd a diploid ndi €s himivarsejt fizidja révén
spontdn jon létre az amfidiploid ndvény (Feldman, 1983; Ozkan és mtsai, 2001). Bar a
redukalatlan kromoszoémaszamu gamétdk képzddése evolucids léptékben fontos szerepet
jatszhatott az allopoliploid fajképzddésben, tobbek kozott az allopoliploid buza kialakuldsaban
is (Kihara és Lilienfeld, 1949; Jauhar, 2007; Matsuoka, 2011), a célzott fajkeresztezési
programokban kisebb jelentdségii, mivel ezek kialakulasinak valésziniisége kicsi. Igy az
amfiploidok spontan képz6désérdl szolo elsé beszamolok utan (Kihara, 1923; Tschermak,
1926) a szisztematikus nemesitési célu keresztezési programok megindulasa a kolchicin
felfedezéséig és biotechnologiai alkalmazasaig varatott magara (Blakeslee és Avery, 1937
Lelley és Rajhathy, 1955; Belea, 1986) . Az 6szi kikerics (Colchicum autumnale L.) magjabol
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¢és hagymajabol izolalt kolchicin (Elgsti és Dustin, 1955) hatasat a tubulin-monomerekhez
kapcsolddva a mikrotubulusok, illetve a magorsofonalak polimerizaciojanak gatlasaval fejti ki.
Kolchicin kezelést kovetden a megkettdz6dott kromoszomak nem tudnak a poélusokra
vandorolni, nem valnak el egymastol, melynek eredményeképpen megdupladzodott genomu sejt
alakul ki.

Az F1 hibridek létrejotte a kdrnyezeti tényezok (hdmérséklet, paratartalom, megvilagitas
(Belea, 1986) mellett nagymértékben fiigg a fajkeresztezések soran hasznalt blza sziil6i
partnerek keresztezhet0ségétol is (Mujeeb-Kazi és mtsai, 1987; Zeven, 1987; Luo és mtsai,
1992). A keresztezhet6ség mértékét a rozzsal torténd megporzas utan egy adott kaldszban a
kapott F1 hibrid szemek szamanak a megporzott viragok szazalékaban kifejezett értékkel adjak
meg.) Buzéban a keresztezhetOséget legalab négy Kr gén hatarozza meg (Molnar-Lang, 2015).
Lein (1943) klasszifikaciodja szerint a Krl és Kr2 homozigota dominans allélkombinacio esetén
a keresztezhetdség kisebb mint 5%, mig homozigota recessziv allélkombinacio esetén
magasabb mint 50%. A Krl és Kr2 gének az 5B, illetve 5A kromoszoma hosszi karjan
helyezkednek el (Riley és Chapman, 1967; Lange és Riley, 1973; Sitch és mtsai, 1985). Falk
¢és Kasha (1983) szerint a Krl lokusz hatasa erésebb, mint a Kr2 lokuszé mind a rozzsal, mind
a H. bulbosum-mal tortént megporzasok esetén, s a két lokusz hatasa additiv lehet. Az is
megallapitast nyert, hogy a Krl és Kr2 lokuszok keresztezhetdséget gatlo hatasa a dominans,
mig a recessziv krl és kr2 allélek nem gatoljak, de nem is stimulaljak a keresztezhetdséget
(Molnar-Lang, 2015). Egyes tanulmanyok valoszinlsitik egy a D-genomban lokalizalt
harmadik (Kr3) keresztezhet6ségi gén jelenlétét is (Krolow, 1970). Luo és munkatarsai (1992)
igazoltak azokat a megfigyeléseket, miszerint Kina Szecsudn, Shaanxi ¢és Henan
tartomdnyaiban termesztett blizatajfajtak keresztezhetdsége eléri, vagy meg is haladja az egyik
legjobban keresztezhetd biza-modellgenotipus, a Chinese Spring keresztezhetoségét. Igazolast
nyert az is, hogy ezek a genotipusok egy negyedik keresztezhet6ségi gén recessziv alléljét (krd)
is hordozzéak (Zheng és mtsai, 1992). Ezt a gént az 1A kromoszoman mutattak ki (Zheng és
mtsai, 1992). Végiil az 1990-es évek végén Tixier és munkatarsai (1998) az 5B kromoszoma
rovid karjan térképeztek egy erds hatasu keresztezhetOséget szupresszaldo lokuszt (SKr). A
dominans SKr allél a késdbbiekben az alkalmazott genetikai hattérben (cv. Courtot) erdsebb
hatastunak bizonyult a keresztezhet6ség gatlasat illetéen, mint a Krl (Alfares és mtsai, 2009).

Kivalo keresztezhetdségi tulajdonsdgai miatt az emlitett Chinese Spring buzafajtat
elterjedten alkalmaztak a kiilonbozo fajidegen génatviteli programokban keresztezési
partnerként (Kilian és mtsai, 2011). Nemesitési néz6pontbol azonban ennek a genotipusnak
szamos agronomiailag kedvezdtlen tulajdonsaga van: gyenge a télallosaga, magas (100-120
cm) és gyenge a szarszilardsdga, ami eldnytelenné teszi alkalmazdsit a buzanemesitési
programokban (Sears és Miller, 1985). Ezért nagy jelentdségli volt az a felismerés
Martonvasaron, hogy célszeri lenne a Chinese Spring genotipusban talalhatd krl recessziv
allélt atvinni egy a kozép-eurdpai 6kolodgiai viszonyokhoz jobban adaptalodott, jo agrondmiai
tulajdonsagokkal rendelkez6 buzafajtaba. A Langné Molnar Marta altal végzett projekt
keretében a krl recessziv allélt abba a Martonvasari 9 (Mv9) 6szi buzafajtaba vitték at, mely az
eldzetes keresztezhetdségi adatok (15,4%) alapjan feltételezhetben homozigota volt a recessziv
kr2 allélre (Molnar-Lang és Sutka, 1989). A 1étrehozott ‘Mv9kr1’ genotipus jol keresztezhet6
és a kozép-eurdpai kornyezeti feltételekhez jobban alkalmazkodott, jo6 agrondmiai
tulajdonsagokkal rendelkez6 fajta (Molnar-Lang és mitsai, 1996). Az ‘Mv9krl’ kivalo
keresztezési partnerként szolgalt az idegenfaji keresztezési programokban (Molnar-Lang és
mtsai, 2014). Alkalmazasaval szamos kromoszomat és kromoszoma-szegmentumot vittek at a
buizaba arpabdl (Molnar-Lang és mtsai, 2000a; Szakacs és Molnar-Lang, 2007, Molnar-Lang
and Linc, 2015), Agropyron fajokbol (Kruppa és Molnar-Lang, 2016), és rozsbol (Molnar-Lang
és mtsai, 2010, Szakacs és mtsai, 2020). Sikeresen alkalmaztak az Mv9krl genotipust az
Aegilops fajokbol torténd génatvitel soran is. Létrehoztak buza x Ae. biuncialis F1 hibrideket és
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amfiploidokat (Logojan és Molnar-Lang, 2000, Molnar-Lang és mtsai, 2002). Az amfiploidok
agronémiai értéke csekély, viszont részleges fertilitdsuknak kdszonhetden fenntarthatok, és
alkalmasak lehetnek a teljes idegen kromoszoémaszerelvény hatasdnak tanulmanyozasara btiza
genetikai hattérben (Dulai és mtsai, 2014). Legnagyobb jelentéségiik azonban az, hogy
kiindulasi alapanyagként szolgalnak az addicios, szubsztitucios €s transzlokacidés vonalak
eléallitasdhoz. Ennek sordn, az amfiploidokat a buzasziilovel visszakeresztezve az idegen
kromoszomak szdma generaciorol generaciora csokken, végiil a harmadik visszakeresztezés
utan a BCs generdcidban mar varhatd a monoszoémas addicios vonalak jelenléte, melyekbdl
ontermékenyitéssel diszomas addicios vonalak allithatok eld.

A teljes addicios sorozat létrehozdsat szamos tényezd akaddlyozhatja. Egyes
kromoszoémakon (pl. 1H arpakromoszoma) sterilitast okozd gének lehetnek (Islam és mtsai,
1978; Taketa és mtsai, 2002). Mas kromoszomakon az un. gametocid gének jelenléte
kromoszoématoréseket indukalhat a meidzis soran, ami csokkenti a fertilitast (Endo, 1990).
Gametocid gének jelenlétét irtak le pl. az Ae. triuncialis és az Ae. caudata 3C (Endo és
Tsunewaki, 1975) vagy az Ae. cylindrica 2C (Endo, 1979) kromoszoémain (lasd késébb).
Tudomanyos kozlemények szamoltak be egyes idegenfaju kromoszomak preferalt
atadodasarol, vagy preferalt eliminalodasarol a kovetkez6 nemzedékben (Jiang és mtsai, 1993).
Példaul az Ae. biuncialis kromoszomak esetében Schneider és Molnar-Lang (2012) a
keresztezési programok soran a 3MP és 2U° kromoszoma 99%, illetve 91%-os atadodasat
figyelte meg az egyes generaciok kozott, mig a 6U° kromoszoma esetében a kromoszéma
megjelenése a kovetkezd generacidban 0%-os volt. Mindezen nehézségek ellenére eddig 18
Aegilops-faj esetében szamoltak be teljes vagy részleges addicids sorozat létrehozasardl
(Schneider ¢és mtsai, 2008). Tobbek kozott sikeriilt teljes bliza (Chinese Spring) x Ae.
umbellulata addicids sorozatot eldallitani (Kimber, 1967; Friebe és mtsai, 1995b), valamint
részleges (2M-7M) addicios sorozatot l1étrehozni az Ae. comosa-val (Riley és mtsai, 1968; Liu
¢és mtsai, 2019). Friebe és munkatarsai (1999) 13 diszémas és egy monoszomas Chinese Spring-
Ae. geniculata Roth (2n = 4x = 28; USUIMMY) kromoszoma addicids sorozat el6allitasarol
szamoltak be.

Martonvasaron a Génmegérzési csoport munkatarsai ezidaig hat diszomas 0Oszi blza
(Mv9krl)-Ae. biuncialis (MvGB642) addicios vonalat hoztak 1étre (1UP, 2UP, 3UP, 2MP, 3MP
és 7MP) (Logojan és Molnar-Lang, 2000; Schneider és mtsai, 2005; Schneider és mtsai, 2008).
Ezek mellett Farkas és munkatarsai (2014) eléallitottak egy 3MP(4B) szubsztiticids és egy
3MP4BS centrikus fuzidés vonalat is. Kinai kutatok szintén beszamoltak hexaploid biiza
(’Chuannong 19°)-Ae. biuncilais részleges amfiploid 1étrehozasardl (Tan és mtsai, 2009), majd
a késébbiekben elballitottak 6UP (Zhao és mtsai, 2013), 1U° (Zhou és mtsai, 2014), 2MP (Li és
mtsai, 2019) és SMP addicios vonalat is (Song és mtsai, 2020).

A diszomas addicidés vonalak jelentdsége abban 4ll, hogy mar csak egy adott idegen
homeolog kromoszomapart tartalmaznak. Ezek a vonalak sokkal stabilabbak az amfiploid
vonalaknal, igy (genetikai-citogenetikai kontroll mellett) konnyebben felszaporithatok.
Emellett szamos strukturalis és funkcionalis genomikai vizsgalatra biztositanak lehetdséget:
példaul tanulmanyozni lehet gének és markerek kromoszomalis lokalizaciojat (Molnar és mtsai
2013), az idegen kromoszoma génjeinek buza genetikai hattérben torténd expressziojat (Cho és
mtsai, 2006), vagy az idegen kromoszoéma kromatindinamikajat a meiotikus sejtosztodas
kiilonboz6 fazisaiban (Naranjo, 2018). Aramlési citometriaval az idegen kromoszémat nagy
mennyiségben izolalni lehet, mely szamos tovabbi genomikai és proteomikai vizsgalat alapjaul
szolgalhat (lasd késobb; Dolezel és mtsai, 2021). Nemesitési szempontbol nagy jelentdsége van
annak, hogy addiciés vonalak segitségével elkiilonitve vizsgalhatdé az egyes idegen
kromoszomak kiilonb6zo agronomiai tulajdonsagokra gyakorolt hatasa szantofoldi vagy
laboratoriumi  kortilmények kozott. Buza-Ae. geniculata és buza-Ae. biuncialis addicios
vonalak segitségével Rakszegi és munkatarsai (2017) kimutattak, hogy az S5U és 5M valamint
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a 7U ¢és 7M kromoszoma altal hordozott gének jelentds szerepet jatszhatnak a szemtermés
¢lelmirost-(B-gliikan)-tartalmanak kialakitasaban. Szintén buza (Mv9krl)-Ae. biuncialis
addicios vonalak segitségével Darko és munkatarsai (2020) kimutattak, hogy az Ae. biuncialis
2M ¢és 3M kromoszomaja pozitiv hatassal lehet a bliza sotiirésére.

A buza-idegenfaji diszomas szubsztiticids vonalak kromoszémaszama euploid (2n=42), igy
genetikailag stabilabbak az addicidos vonalaknal, ezért felszaporitasuk is konnyebben
megvalosithato. Amint azt Schneider és munkatarsai (2008) Osszefoglald tanulmanyukban
részletezték, eddig kilenc Aegilops-fajjal hoztak 1étre részleges vagy teljes szubsztitucios
sorozatot. Az U- illetve M-genommal rendelkezé Aegilops fajok esetében az Ae. umbellulata
1U, 2U, 5U és 7U kromoszémajaval allitottak el6 szubsztitucidos vonalakat, melyekben a
megfelel6 homeolog csoporthoz tartozo A, B vagy D buzakromoszomat helyettesitették (Riley,
1973). Az Ae. geniculata esetében SM9(5D) szubsztittcids vonalat allitottak el6 Dhaliwal és
munkatarsai (2002). Az addicios €s szubsztitcids vonalak kiindulasi alapanyagként szolgalnak
az intergenomikus transzlokaciok létrehozasahoz (Feldman és Sears, 1981).

2.1.4. Buza-Aegilops transzlokaciok létrehozasanak lehetéségei

A buza-idegenfaju transzlokaciok létrehozasan keresztiil a fajkeresztezések célja az olyan,
(minél kisebb) kromoszoma-szegmentum integralasa a blizagenomba, mely mar csak az adott
tulajdonsagért felelos gén(eke)t hordozza. Az intergenomikus kromoszéma atépiilések
eléallitasara tobbféle modszert dolgoztak ki az elmult évtizedekben (Sears, 1972; Gale és
Miller, 1987; Feldman, 1988), melyeket 6sszefoglaldan ,,chromosome engineering”-nek nevez
a szakirodalom (Sears, 1981). Mivel munkam soran nem alkalmaztam az 6sszes modszert és az
értekezés terjedelme sem engedi ezek részletes targyalasat, itt csak felsorolds szertien emlitem
meg a leggyakrabban hasznalt eljarasokat azok biologiai alapjanak mélyebb targyaldsa nélkiil.
A homeoldg rekombinaciok eldallitasat célz6 modszerek a hexaploid illetve tetraploid buza
kromoszémainak parosodasat szabalyozd ¢€s diploid szerli 6roklodését biztosité genetikai
rendszer hatasat igyekeznek csokkenteni, és ezaltal fokozni az azonos homeoldg csoportba
tartoz6 buza- és idegen kromoszoémak kozti parosodas és rekombinacio esélyét. A hexaploid
bluzaban a meidzis folyaman a homolog kromoszoémék péarosodasat biztositd és a homeolog
kromoszomak parosodasat gatld genetikai rendszer legerdsebb hatasu komponense az 5B
kromoszoma hossza karjan azonositott Phl (Pairing homoeologous 1) gén (Riley és Chapman,
1958), melyhez tobb kisebb hatasu komponens is tartozik a 3AS, 3DS, 4D és 2DL
kromoszoman (Naranjo és Benavente, 2015). A rendszer tartalmaz még tobb kisebb hatast, a
homeoldg kromoszéma parosodast eldsegité elemet a 2-es, 3-as és 5-6s homeoldg csoport
kromoszomain (Naranjo és Benavente, 2015). A Phl hatasanak csokkentésére, igy a biza és az
idegen kromoszomak kozti parosodas és rekombinacio gyakorisaganak novelésére iranyulo
modszerek az 5B kromoszoma eltavolitasa (5B monoszomas-, vagy 5B nulliszomas vonalak
alkalmazasa), Phl delécios mutansok 1étrehozasa (Chinese Spring phlb; cv. Capelli phlc)
(Sears, 1977; Giorgi, 1978), az Ae. speltoides Ph1l inhibitor géneket (Ph') hordozé buza
genotipusok alkalmazasa [Chinese Spring Ph'; Chen et al. (1994)], vagy az egyes Aegilops
fajokban, pl. az Ae. geniculata 5MY kromoszomajan talalhatdé homoeoldg kromoszoéma-
parosodast indukald gének (Hpp-5MY) alkalmazasa (Koo és mtsai, 2020). Chhuneja és
munkatarsai (2008) Ph'-indukalt homeolég rekombinaci6 segitségével hoztak létre buza-Ae.
umbellulata 5U/5D introgresszids vonalakat, melyek révén sikeriilt atvinni az Lr76 és Yr70
levél- és sargarozsda-rezisztenciagéneket a hexaploid buzaba (Bansal és mtsai, 2020). Hasonlo
modszert alkalmazva hoztak 1étre TSDL-5DS-5M9S rekombinacidkat, melynek révén az Ae.
geniculata Lr57 és Yr40 rezisztenciagénjeit vitték at a buzaba (Kuraparthy és mtsai, 2007).

Egy masik gyakran alkalmazott modszer a teljes kromoszomakarok irdnyitott atvitelére
iranyul az univalensek miszdiviziojanak kivaltasaval. A modszer lényege, hogy olyan
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bluizavonalakat hoznak 1étre, melyek monoszomasak az idegen kromoszémara és egy azonos
homeoldg csoportba tartoz6 buzakromoszoémara nézve. E novények meidzisdban a
monoszomas kromoszomak, azaz univalensek, az I. ana- illetve telofazisban a centroméraban
tornek (néhany %-os gyakorisaggal), majd a kialakul6 telocentrikus kromoszomak ugyanabba
a sejtmagba szegregidlva a madasodik meiotikus osztdédas interkinézise soran a torott
centroméraknal flhzionalhatnak. Ezzel interspecifikus centrikus fuziot, vagy mas néven
Robertsoni transzlokaciokat hoznak létre (Friebe és mtsai, 2005). Ezzel a modszerrel, azaz az
univalensek miszdivizidjanak alkalmazasaval allitottak el Marais és munkatarsai (2005) az Ae.
kotschyi Lr54 és Yr37 rezisztenciagénjeit hordozd T2DS.2k#IL centrikus fuziot.
Hasonloképpen, centrikus faziok (T3AL.3S*%1S, T3BL.3S%#1S, és T3DL.3S°#1S)
eléallitasaval vitték at (Liu és mtsai, 2011) az Ae. searsii 3S°® kromoszoémajanak révid karjan
lokalizalt Sr51 szarrozsda-rezisztenciagént a buzaba.

Abban az esetben, ha a homeoldg rekombinacié révén csak korlatozottan lehetséges az

interspecifikus transzlokaciok létrehozésa (példaul, ha evolucidés genomatrendezddések miatt
az idegen faj egyes kromoszomai €s a buzakromoszémak kozti kolinearitas csak részleges),
érdemes olyan moddszerhez folyamodni, mely random kromoszématoréseket, illetve
transzlokaciokat hoz 1étre (Sears és Gustafson, 1993; Jubault és mtsai, 2006).
Random kromoszémaatépiilések kivalthatok ionizalo sugarzassal (Balint, 1996; Sutka, 2005),
melyre az egyik leghiresebb példa az Ae. umbellulata rozsdarezisztenciajanak (Lr9 gén) atvitele
a termesztett buzaba rontgen sugarzas segitségével. Ez egyben az elso idegenfaju transzlokacio
eldallitasat is jelentette (Sears, 1956). Kiss Arpad 1954-ben szintén rontgensugarzas
segitségével allitott eld himsteril hexaploid tritikalé genotipusokat (Kiss, 1968). Csoportunk
amfiploid szemek besugarzasaval (°°Co y-sugarzas) hozott létre biiza-Ae. biuncialis dicentrikus
kromoszomakat, terminalis és intersticialis transzlokaciokat, valamint centrikus fazidkat
(Molnar és mtsai, 2009).

A kémiai mutagenezishez hasznalt szerves vegyiilettipusokkal (pl. epoxidok és epiminek,
alkilalo és oxidalo vegyiiletek, purin-szarmazékok, alkanszulfonsav-észterek) is indukéalhatok
kromoszématorések. Az etil-metanszulfonat (EMS), melyet féleg pontmuticiok (SNP)
létrehozasa  érdekében alkalmaznak (Slade ¢és mtsai, 2005), szintén kivalthat
kromoszomatoréseket €s ezen keresztiil interspecifikus transzlokaciokat. Erre jo példa a buza-
A.elongatum T7DS7DL-7Ae#1L-7DL intersticialis transzlokacio létrehozasa (Friebe és mtsai,
1994). Meg kell még emliteni, hogy szovettenyésztés soran is kialakulhatnak strukturalis
atrendezddések, példaul deléciok, transzlokaciok és inverziok (Dudits és Heszky, 2003). Ezekre
példa a szovettenyészetekben eldallitott blza-arpa (Molnar-Lang és mtsai, 1991), buza-
Agropyron desertorum (Li és Dong, 1994), és buza-Dasypyrum villosum (Li és mtsai, 2000)
interspecifikus transzlokaciok. Martonvasaron Langné Molnar Marta és munkatarsai
szovettenyészetben elszaporitott bliza x arpa hibridekben kimutattak, hogy a szovettenyésztés
soran a buza-arpa kromoszéma-parosodasok szdma megndtt és ennek eredményeként buza-arpa
transzlokaciok jottek 1étre (Molnar-Lang és mtsai, 2000a; Molnar-Lang és mtsai, 2000b).

Az Aegilops fajokbdl torténd génatviteli programok soran megfigyelték, hogy egyes idegen
kromoszomak a tobbinél nagyobb gyakorisaggal keriilnek at a kdvetkez6 nemzedékbe (Endo
1988). Ezek hatterében az Gn. gametocid (Gc) gén(ek) jelenléte all. Monoszoémas allapotban a
zigotikus sejtekben, vagy a gametogenezis soran a GC gének hatasara kromoszoématorések,
kromoszémaatrendezddések, dicentrikus kromoszomak, stb. jonnek létre azokban a
gamétakban, melyek nélkiilozik a Gc géneket hordoz6 kromoszoémat (Nasuda és mtsai, 1998).
A Gc gének molekularis szintli hatdsmechanizmusa, mellyel kapcsolatban tobb elmélet 1étezik
(Endo, 2015), még kevéssé ismert, am abban egyetértés mutatkozik, hogy letalis hatasukat a
kromoszématorések kivaltasan keresztiil fejtik ki. Amennyiben ezek a kromoszéma-aberraciok
sulyosak, akkor az a gamétak abortalodasat eredményezi. Kisebb mértékii kromoszoma-
atrendezddések esetén azonban a gaméta életképes maradhat és a kromoszomaatrendezddések
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megjelenhetnek az utédnemzedékekben is (Endo, 2015). Az Aegilops nemzetségen beliil
szamos faj esetében kimutattak a Gc gének jelenlétét, példaul az Ae. triuncialis és az Ae.
caudata 3C (Endo és Tsunewaki, 1975), az Ae. cylindrica 2C (Endo, 1979), az Ae. longissima
és Ae. sharonensis 2S' és 4S! (Maan, 1975; Endo, 1985), az Ae. speltoides 2S és 6S (Kota és
Dvorak, 1988) és az Ae. geniculata 4M9 kromoszomajan (Kynast és mtsai, 2000). Kiil6nb6z6
idegenfaju addicids vonalakat az Aegilops cylindrica 2C kromoszomajat tartalmazo addicios
vonallal keresztezve szamos 1j buaza-arpa (Ishihara és mtsai, 2014) ¢és buaza-rozs
transzlokaciokat (Schubert és mtsai, 1998; Friebe és mtsai, 2000) allitottak el6.

A random kromoszématorések elonye, hogy az idegenfaju transzlokaciok 1étrehozasa nem
figg az atvinni kivant gén (génkomplexum) helyzetétél, valamint a buza és idegen
kromoszoémak kozti rekombinacios gyakorisagtol. A modszerek hatranya, hogy rendszerint
nagyszamu, altaldban nem a homeolog kromoszoémak kozt 1étrejovo transzlokacidk alakulnak
ki, ami gyakran genetikai defektusokat és csokkent fertilitdst eredményez az utédokban. A
létrehozott interspecifikus/intergenerikus transzlokaciok, illetve a buza genetikai hattér
stabilizal6dasa tobbszori visszakeresztezést igényelhet, igy az egyes generaciokban a
transzlokaciok nyomonkovetése nem nélkiilozheti egy hatékony szelekcios rendszer
alkalmazasat.

2.2. Az idegen kromoszoma-szegmentumok atvitelét segité genetikai modszerek
2.2.1. Citogenetikai modszerek

Az idegenfaju addicios és transzlokacids vonalak eldallitasa és jellemzése soran sziikséges
az idegen kromoszoémdk, kromoszoéma-szegmensek azonositasa. Eredetileg a szelekcios
modszerek azokra a citogenetikai modszerekre korlatozodtak, melyek a meiotikus és mitotikus
kromoszoémak morfologiai vizsgalatan alapultak. Péld4ul, amikor Sears 1956-ban atvitte az Ae.
umbellulata-bél a levélrozsda-rezisztenciat a buzaba, a buza-Ae. umbellulata addicios vonal
citogenetikai jellemzése a gyoOkércsiics-merisztémasejtek mitotikus kromoszémainak
morfoldgiai vizsgalatdn alapult, mig a transzlokacid jelenlétének igazolasa csupan a
levélrozsda-rezisztens fenotipus megléte alapjan tortént (Sears, 1956). A kromoszoma-savozasi
modszerek, mint példaul a Giemsa C-savozas elterjedése (Gill és Kimber, 1974) lehetové tette
az interspecifikus/intergenerikus hibridek genomdsszetételének leirasat, az idegen
kromoszomak azonositasat €s a transzlokaciok szubkromoszdmalis szinten torténd jellemzeését.
Kiilondsen sikeresnek bizonyult a C-sdvozas a buza-rozs transzlokaciok szelekcidja és
jellemzése terén, ahol a rozskromoszomak diagnosztikus terminalis sévjai lehetdvé tették a
buzakromoszomaktol valo megkiilonboztetésiiket (Lukaszewski és Gustafson, 1983; Lapitan és
mtsai, 1984; Friebe és Larter, 1988). A mddszer ugyanakkor kevésbé volt sikeres, ha az atvitt
kromoszoma-szegmentum nem tartalmazott jellemzd diagnosztikus savokat.

Az in situ hibridizacion alapuldé moédszerek bevezetése tovabbi Uj lendiiletet adott az
idegenfajii introgresszids vonalak jellemzésének ¢€s eldallitasanak. A FISH alkalmazasanak
lehetdségei a kromoszomak és szegmentumainak azonositasara fiigg a rendelkezésre allo
probaktol. A buza és a rokonsagi korébe tartozd vad fajok esetében a legaltalanosabban
alkalmazott probak kozé tartozik az Afa family, illetve annak szubklonja a pAsl szatellit
szekvencia (Nagaki és mtsai, 1995). Ezek foként a D kromoszoémak azonositasat teszik
lehetdvé. A rozsbol izolalt pSc119.2 ismétlddés féleg a B kromoszdmak azonositasat biztositja
(Bedbrook és mtsai, 1980; Rayburn és Gill, 1985), mig a pTa71 riboszomalis DNS-klon (amit
késobb 45S rDNS szekvenciaként azonositottak) segitségével a szatellites kromoszomak
nukleolusz-organizal6d régidja hatarozhato meg (Gerlach és Bedbrook, 1979). Ezekkel a
probédkkal a kenyérbuza 6sszes D és B kromoszomdja azonosithatd, tovabba a hibridizaciod
mindseégétdl fliggden teljesen vagy részlegesen az A genom kromoszomai is. A fenti probakat
sikerrel alkalmaztak az Aegilops (Badaeva és mtsai, 1996a, 1996b; lvanizs és mtsai, 2018,
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Molnar és mtsai, 2011a,b), Agropyron (Linc és mtsai, 2012; Gaal és mtsai, 2018), és Hordeum
(de Bustos és mtsai, 1996) fajokon is a genetikai diverzitds tanulmanyozasara, kariotipusuk
leirasara, valamint a bazaba atvitt kromoszomaik ¢és kromoszoma-szegmentumaik
azonositasara (Molnar és mtsai, 2009; Nagy és mtsai, 2002; Sepsi és mtsai, 2008; Farkas és
mtsai, 2014). Ezeken kiviil a HvTO01 tandem ismétlédés és az AT-gazdag pHVMWG2315
tandem ismétlddés FISH probaként valo alkalmazésaval az arpa teljes kromoszdmaszerelvénye
azonosithatova valt (Busch és mtsai, 1995; Schubert és mtsai, 1998). Kiilonb6z6
probakombinaciok alkalmazisaval a buza genetikai hattérbe atvitt arpakromoszomak
azonositasa is lehetséges volt (Szakacs €s Molnar-Lang, 2007). A rozs esetében a teljes
kromoszoémaszerelvény azonosithatdo a pSc119.2 proba, valamint a 45S rDNS, illetve AAC
mikroszatellit proba kombinalasaval (Mclntyre és mtsai, 1990; Szakacs és Molnar-Lang, 2008).

Az emlitett szatellit DNS-probédkat rendszerint egy bakteridlis plazmidba klonozva tartjak
fenn, igy a FISH probak eldallitasahoz a baktériumkultarat fel kell szaporitani, a plazmidot
izolalni kell, majd a proba-DNS-t fel kell szaporitani ¢és (altalaban nick-transzlacid
segitségével) jeldlni kell valamilyen fluorokrémmal, vagy antigénnel. Mindez id4- ¢és
munkaigényessé teszi a probaeldallitast. Késobb a proba eldallitasa egyszeriibbé és gyorsabba
valt azaltal, hogy a repetitiv szekvencidkat PCR segitségével kozvetleniil a genomi DNS-bdl
szaporitottak fel és jelolték meg (Nagaki és mtsai, 1995). Késébb a fenti probakra
legjellemzdbb oligonukleotidok megtervezésével lehetdvé valt az adott probak végjeldléssel
ellatott oligonukleotid valtozatainak megszintetizaltatasa és megvasarlasa (Tang és mitsai,
2014). Mindez sokkal olcsobba és egyszeriibbé tette a molekularis citogenetikai vizsgalatok
elvégzését.

A diagnosztikus hibridizacios savok novelése érdekében a GAA, AAC és ACG
mikroszatellit trinukleotid motivum FISH probaként valé alkalmazasa szintén sikeresnek
bizonyult a buza, arpa, rozs (Cuadrado és mtsai, 2008), valamint kiilonb6z6 Aegilops (Molnar
¢és mtsai, 2011a; Mirzaghaderi és mtsai, 2014) és Dasypyrum fajok (Grosso és mtsai, 2012)
esetében.

BAC (Bacterial Artificial Chromosome) vektorok DNS inzertjeit is tesztelték annak
érdekében, hogy lokusz-specifikus citogenetikai markereket hozzanak 1étre (Zhang és mtsai,
2004b). BAC klonok FISH probaként valo alkalmazasaval eredményesen kiilonboztették meg
a hexaploid btiza harom genomjat (Zhang és mtsai, 2004a), de sikerrel hasznaltak lisztharmat-
rezisztenciagének fizikai térképezéséhez is (Yang és mtsai, 2013). Ugyanakkor a BAC klonok
egyik hatranya, hogy gyakran nagy aranyban tartalmaznak repetitiv. DNS-szekvencidkat,
melyek a hibridizaci6 soran megakadalyozzak a BAC klonok helyzetének meghatarozasat. Egy
lehetséges megoldast jelenthet erre a problémara az, ha az eredeti BAC klonok olyan
szubklonjait hasznaljak probaként, melyek mar nem tartalmaznak ismétlédé szekvencidkat
(Karafiatova és mtsai, 2013).

Lokusz- és génspecifikus citogenetikai markerek fejlesztéséhez tovabbi lehetdséget jelenthet
a komplett cDNS klonok felhasznalasa FISH probaként. Danilova és munkatarsai (2014)
szamos cDNS markert azonositottak a biza mind a 14 homeoldg kromoszomakarjan, majd
ezeket sikerrel alkalmaztdk a buza és az Ae. caudata kozti homeoldgiaviszonyok
tanulmanyozasahoz (Danilova és mtsai, 2017). Az n. single-gene FISH térképek segitségével
a késdbbiekben tanulmanyozhatdva valt a kromoszoémak kozt fennalld kolinearitas olyan vad
fajok esetében is, ahol szegregalo genetikai térképek nem allnak rendelkezésre (Said és mtsai,
2018). A modszer alkalmas lehet agrondmiai szempontbdl fontos gének kimutatasara is.

A mitotikus és meiotikus kromoszomakon végzett FISH egyik gyakori hatranya az alacsony
felbontas, azaz kicsi a két hibridizacios jel kozott detektalhato legkisebb tavolsag. A felbontés
javithatd azaltal, ha a FISH-t dekondenzaltabb DNS-formakon, példdul megnyujtott
kromoszoémakon (Valarik és mtsai, 2004), egyedi DNS-szalakon (Fiber-FISH) (Jackson és

19



dc_1953 21

mtsai, 1998; Ersfeld, 2004) vagy aramlasi citometriaval izolalt és extrém mértékben kinyujtott,
kromoszoémakon végzik (Endo és mtsai, 2014).

A proba-DNS jellege alapjan az in situ hibridizaciés modszerek egy masik tipusa a genomi
in situ hibridizacié (GISH), mely teljes genomi DNS-t alkalmaz probaként (Schwarzacher és
mtsai, 1989). GISH segitségével meghatarozhatd az allopolyploid Triticeae fajok
genomosszetétele és kimutathatd a buzaba atvitt idegen kromatin is. Kromoszoéma-savozasi
modszerekkel és/vagy FISH-sel kombindlva a GISH modszere alkalmas intergenomikus
transzlokaciok toréspontjainak meghatarozasara és azonositasara buza-idegenfaji hibridekben
(Friebe és mtsai, 1992; Friebe és mtsai, 1993; Jiang és mtsai, 1993; Liu és mtsai, 2010; Ivanizs
¢és mtsai, 2018).

Amellett, hogy a citogenetikai modszerek nélkiilozhetetlenek az interspecifikus hibridek
genomosszetételének megerdsitésében, korlatozott mértékli érzékenységiik és alacsony
felbontoképességiik hatart szab alkalmazhatosaguknak. Emellett ezek a citogenetikai
modszerek rendkiviil idéigényesek, igy ezek kizarolagos alkalmazasa jelentdsen lassitja a buza-
idegenfaji introgresszios vonalak azonositasat. A jelen koriilmények kozt csaknem 2-3 hét
szlikséges ahhoz, hogy a csiraztatast kovetden elkezdédhessen a gyokércsucs-preparatumok
készitése, mely egy tapasztalt kutatd esetében kb. 30 genotipus/nap sebességgel torténik. A
hibridizacié soran egy kutatdo 15-30 targylemezzel tud dolgozni alkalmanként, melyek
fluoreszcens mikroszkoppal torténd kiértékelése, fotdzasa 5-6 targylemez/nap sebességgel
torténik. Mindezek alapjan 96 minta citogenetikai (GISH, FISH) vizsgalata kb. 11-12 hét
intenziv munkat igényel. Ez jelent6sen korlatozza a nagyszamu mintak elemzését. Mivel a
citogenetikai modszerek tovabbra is nélkiilozhetetlenek az idegenfaju introgresszios vonalak
kivalogatasaban, a munka hatékonysaga javithaté (a mikroszk6épok mellett t6lt6tt munkaidd
novelésével) az automatizalt mikroszkdpok (Gn. slide scannerek: pl. https://metasystems-
international.com/en/products/metafer/) bevezetésével. Emellett azonban sziikség van tovabbi
nagyfelbontasu €és nagy ateresztoképességli modszerek kifejlesztésére és alkalmazéasara a
szelekcids kapacitas novelése érdekében. Tovabba az idegen eredetli rovid DNS-szekvencidk,
mikrointrogressziok kimutatdsdhoz és a transzlokacids toréspontok pontos meghatarozasahoz
is elengedhetetlen az j modszerek kifejlesztése. Ezekre a problémakra megoldast jelenthet a
molekularis markereken és legiijabban a DNS-szekvenalason alapulé modszerek alkalmazasa
az interspecifikus/intergenerikus hibridek genomdsszetételének meghatarozasaban.

2.2.2. Idegenfaju kromoszomak azonositasa molekularis markerek segitségével

Morfolégiai tulajdonsagok, izoenzimek, valamint a szemtermés tartalékfehérjéit kodolod
DNS-szakaszok voltak az els¢ markerek, melyeket a buzaba torténd idegenfaji génatvitel soran
alkalmaztak az idegenfaju addicios vonalak kivalogatasa és jellemzése soran (Guadagnuolo és
mtsai, 2001; Tang és Hart, 1975; Hart és mtsai, 1980). Kis szamuk azonban csak korlatozott
mértékben tette lehetdveé a kromoszomaatépiilések igazolasat.

A buzaval tortént idegenfajii keresztezésekkel eldallitott introgresszids vonalak
jellemzéséhez eldszor olyan DNS-markereket alkalmaztak, melyek fejlesztéséhez nem volt
sziikség elOzetes szekvencia-informaciokra. Ilyen markerek voltak az RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphisms), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) és AFLP
(Amplified Eragment Length Polymorphism) markerek (Williams és mtsai, 1990; Vos és mtsai,
1995; Fedak, 1999). Ezeket szamos vizsgalatban hasznaltak idegenfaju diszomas és
diteloszoémas addicios, valamint szubsztiticios vonalak azonositasahoz (Devos és Gale, 1993;
King és mtsai, 1993; Wang és mtsai, 1995; Hernandez és mtsai, 1996; Francki és mtsai, 1997;
Qi és mtsai, 1997; Peil és mtsai, 1998). Id6leges népszeriiségiik ellenére a fenti markerek
alkalmazasa nagy laboratoriumi hatteret igényelt, idéigényes €s draga volt. Ezek igy nem voltak
alkalmasak nagyszami egyed genotipizalasara. Emellett a RAPD markerek alacsony szintii
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polimorfizmusa, ¢s az AFLP markereknek a kényebben kezelheté PCR-alapu STS (Sequence-
Tagged Site) markerekké valo nehéz konvertalhatosaga megakadalyozta e markerek gyakori
alkalmazasat a buza eldnemesitésben (Gupta és mtsai, 1999). Az RFLP markerek - kodominans
tulajdonsaguk ¢és lokuszspecifitasuk miatt - (Qi és mtsai, 2007) sikeresen alkalmazhatok
genetikai ¢és fizikai térképek eldallitasahoz (Qi és mtsai, 2003, 2004), a buza és rokon fajali
kromoszémai kozt fennallé homeoldgiaviszonyok és evolticios atrendezddések azonositasahoz
(Devos és mtsai, 1993; Zhang és mtsai, 1998; McArthur és mtsai, 2012). RFLP markerek
segitségével sikerrel azonositottak tovdbba olyan mikrointrogressziokat is, melyeket
citogenetikai modszerekkel nem lehetett kKimutatni (Kuraparthy és mtsai, 2007). Az informativ,
de nehézkesen alkalmazhat6 RFLP markereket gyakran konvertdltdk at PCR-alapu STS
markerekké, melyek sokkal alkalmasabbnak bizonyultak a vizsgalt gének nyomon kovetésére
és térképezésére (Cenci és mtsai, 1999; Seyfarth és mtsai, 1999; Langridge és mtsai, 2001).

A genomban random eldforduld traszpozabilis szekvenciak molekularis markerekként
torténd alkalmazasara szintén talalunk példakat a buzanemesitésben és elonemesitésben (Nagy
és Lelley, 2003; Queen ¢és mtsai, 2004). Az S-SAP (Sequence-Specific Amplified
Polymorphism) technolégia az egyedi retrotranszpozonokat hatarold genomi szekvencidkat
sokszorositja fel (Waugh és mtsai, 1997). Az S-SAP markerek el6nye a genetikai diverzitas
kimutatasaban az, hogy a markerek egyenletesebben oszlanak el a genomban és nagyobb
mértékii polimorfizmus érhet6 el veliikk, mint az RFLP markerekkel (Nagy és Lelley, 2003).
Tovabbi elénye, hogy a szamolt genetikai tavolsagok nagyobb egyezést mutatnak a
fizikaitérkép-adatokkal (Ellis és mtsai, 1998), mint mas markerek esetében. Hazankban, Nagy
és munkatarsai (2006) az Ae. umbellulata-ban azonositott ‘Au short interspersed nuclear
elements’, roviden SINE (Yasui és mtsai, 2001) felhasznalasaval hozott 1étre az Aegilops fajok
U és M genomjara specifikus S-SAP markereket.

A Simple Sequence Repeat (SSR), vagy mas néven mikroszatellit markerek (Tautz, 1989)
markerek eléallitasahoz sziikséges a genomi szekvenciak ismerete, ezért e markerek eldallitasa
parhuzamosan haladt a genomot reprezentald szekvencia-gytjtemények, EST (Expressed
Sequence Tags), cDNS és BAC (Bacterial Artifical Chromosome) konyvtarak elallitasaval.
Az arpa, a hexaploid buza, valamint Ae. tauschii és T. urartu cDNS konyvtaraival és draft
genomszekvencidival egyiitt az EST szekvencidk képviselik jelenleg a legnagyobb
mennyiségben hozzaférhetd szekvencia-informacioforrast. Ezek az adatok 15 Triticeae
nemzetség legalabb 25 fajara elérhet6k (Rey és mtsai, 2015). A kenyérbtiza esetében az a 16
ezer EST lokusz, melyet fizikailag térképeztek az egyes buzakromoszomakra a specifikus
delécids vonalak toréspontjai altal hatarolt régiokban (Qi és mtsai, 2004), kivald forrasként
szolgalt az adott kromoszoma-régiokra specifikus markerek fejlesztéséhez. Mivel az EST
szekvencidk génspecifikusak €s ennél fogva konzervativak, az EST szekvencidkbdl szarmazo
SSR markerek nagy aranyban alkalmazhatok kiilonb6z6 Triticeae fajok esetében is (Gupta és
mtsai, 2008). Tekintettel arra, hogy az EST és cDNS szekvencia-gytjtemények sokkal kevésbé
érhet6k el mas Triticeae nemzetségek, pl. Elymus, Aegilops és Leymus esetében, szamos
vizsgalatban sikerrel hasznaltdk a buza EST-SSR markerek tavoli rokon fajok kozti
alkalmazhat6sagat 0Osszehasonlitdé genomikai kutatdsokhoz, agrondémiai tulajdonsdgok
térképezéséhez, valamint a vad rokon fajok és a buza kozt fennalld filogenetikai kapcsolatok
felderitését célzo evolucios kutatasokhoz (Adonina és mtsai, 2005; Jing és mtsai, 2007; Kroupin
¢és mtsai, 2013).

A COS (Conserved Orthologous Set) markerek az un. intron targeting markerek azon
csoportjat alkotjak, ahol a markerfejlesztéshez konzervalt ortolog gének szekvencidit
hasznaljak. A PCR-alapt intron-targeting markerek primereit ugy tervezik, hogy az egyik

crer

helyezkedjen el. A COS markerek eléggé konzervaltak ahhoz, hogy az illeté primerpar tobb faj
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esetében is alkalmazhato legyen, mig az intron régidok a nagyobb gyakorisaggal eléfordulua
inszerciods/delécios (INDEL) és egyedi nukleotid cserék (SNP) miatt (Bryan és mtsai, 1999)
elégséges polimorfizmust biztositanak a kiilonb6z6 fajok, pl. buza és az Ae. peregrina, vagy az
Ae. ventricosa génvariansainak megkiilonboztetéséhez (Burt és Nicholson, 2011; Howard és
mtsai, 2011). A COS markerek segitségével lehetéség van a buza és vad rokon fajai kozti
ortolog régidk, kromoszoéma-szakaszok azonositasara, eldsegitve ezaltal az idegenfaju
génatvitel hatékonysaganak novelését. A PLUG (PCR-based Landmark Unique Gene)
markerek fejlesztése ugyanazon az elven torténik, mint a COS markereké, azzal a kiilonbséggel,
hogy a markerfejlesztéshez nemcsak ortolog géneket alkalmaznak (Ishikawa és mtsai, 2007).
A PLUG markerek hasznalata szintén kezd egyre elterjedtebbé valni az Aegilops fajokbol
torténé génatvitel soran (Gong és mtsai, 2014).

2.2.3. Nagy ateresztoképességii genotipizalé6 médszerek

Az Ujgeneracids szekvendlasi eljarasok elterjedése az egyre novekvd szamu genom- és
transzkriptom-szekvenalasi projekt révén az SNP (Single Nucleotide Polymorphism) markerek
szdmanak ¢és alkalmazasanak ugrésszerii emelkedését valtotta ki. Az SNP-k detektalasara épiild
nagy ateresztoképességii (high-throughput) médszereknek alapvetéen két csoportjuk van: (1) a
meghatarozott Osszetételli SNP-ket tartalmazo chipek és (2) a de novo ‘genotyping-by-
sequencing’ (GBS) modszerek. Mindkét technolédgiat elterjedten hasznaljak a kiilonb6z6
genetikai és genomikai céli kutatdsokban, mint amilyen példaul a nagy felbontasti genetikai
térképek készitése (Hussain és mtsai, 2017), QTL térképezés (Monostori ¢s mtsai, 2017),
diverzitas, illetve filogenetikai vizsgalatok (Edet és mtsai, 2018; Ivanizs és mtsai, 2019) vagy
az idegenfaju introgressziok azonositasa és nyomon kovetése (King €s mtsai, 2017; Szakacs és
mtsai, 2020).

Az els6 generacios 9000, illetve 90000 SNP markert tartalamzé Illumina iSelect 9K és 90K
fix SNP chipek esetén az SNP-k azonositdsa foként bluzagenotipusok szekvenciaadatainak
felhasznalasaval tortént (Cavanagh és mtsai, 2013; Wang ¢és mtsai, 2014). Mivel a
chipfejlesztéshez a bliza rokonsagi koréhez tartoz6 vad fajok szekvencidit nem hasznaltak, csak
korlatozottan voltak alkalmazhatok az idegen kromoszomak kimutatdsara. E hatranyokat
igyekeztek kikiiszobolni a masodik generaciés SNP chippek, mint amilyen példaul a Winfield
és munkatarsai (2016) altal kifejlesztett Axiom 820K chip is, valamint annak nemesitésre
optimalizalt véltozata, a 35K ’breeder’ chip, melynek fejlesztéséhez 23 hexaploid
buizagenotipus mellett tovabbi 20 rokon faj (pl. T. monococcum, Ae. tauschii, Th. bessarabicum,
S. cereale és tovabbi  Aegilops  fajok)  szekvenciait is  felhasznaltak
(http://www.cerealsdb.uk.net/cerealgenomics/CerealsDB/axiom_download.php). Mindez
lehetdvé tette ezen masodlagos és harmadlagos génforrasokbol szarmazod kromoszéma-
szegmentumok azonositasat a buzaval végzett fajkeresztezési programokban (King és mtsai,
2017; Grewal és mtsai, 2018). A fix Osszetétel, multiplex SNP cippek nagy elénye az
ismételhetdség. Tobb generacion at ugyanazon markerekkel vizsgéalhatjuk a nemesitési
alapanyagokat. Hatranyuk viszont, hogy 0j alléleket, melyek a chipfejlesztés soran nem voltak
reprezentalva a felhasznalt szekvencidkban, nem tudnak kimutatni. Magas aruk pedig még
mindig korlatozza széleskorii alkalmazasukat.

A GBS modszerek tetszélegesen alkalmazhatok barmely ndvény faj esetében, mivel
esetiikben nincs sziikség eldzetes szekvencia-ismeretre. A genotipizalas soran a genomi DNS-
t altalaban egy gyakran és egy ritkdn vago restrikcios endonukledzzal emésztik (bliza és rokon
fajai esetén ez gyakran Pstl/Taql) majd az adott mérettartomanyba esé genomi fragmenteket
egy Pstl adapterhez torténd ligalas utan PCR segitségével felszaporitjak (amplifikaljak) és
szekvenaljak. A genotipizalas eredményeként kapott dominans markerek igen/nem vélaszt
adnak és a genomi fragment jelenlétét vagy hianyat, pontosabban a restrikcidsenzim-
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kotéhelyekben bekdvetkezd polimorfizmust tiikrozik az adott genotipusban. A kodominans
markerek az adott genomi fragmenteken beliili egyedi nukleotid-polimorfizmusokat jelzik a
kiilonboz6 genotipusok kozott.

A GBS rendszerek egyik valtozata a DArTseq technologia
(https://www.diversityarrays.com/). Ez a modszer széles korben elterjedt a gabonafélék
strukturdlis és funkciondlis genomikai kutatdsdban, valamint a nemesitésben. A DArT
(Diversity Arrays Technology) markereket eredetileg mint szekvencia-fiiggetlen microarray
hibridizacion alapul6é markerrendszert hoztak 1étre, ami lehetévé tette tobb ezer polimorf lokusz
vizsgalatat egyetlen reakcioban, adatpontonként nagyon alacsony aron (Jaccoud és mtsai,
2001). Elényei miatt a DArT technologiat elterjedten alkalmazzak genetikai térképezésekhez,
genotipizalashoz és diverzitas vizsgalathoz a buzaban (Colasuonno és mtsai, 2013; Bentley és
mtsai, 2014; Cabral és mtsai, 2014; lehisa és mtsai, 2014; Yu és mtsai, 2014; Jighly és mtsai,
2015) és rokonsagi koréhez tartozo vad és termesztett fajokban (Jing és mtsai, 2009; Alheit és
mtsai, 2014; Bolibok-Bragoszewska és mtsai, 2014; Cabral és mtsai, 2014; Castillo és mtsai,
2014; Yabe és mtsai, 2014; Kalih és mtsai, 2015; Montilla-Bascon és mtsai, 2015). A GBS
platformok elénye, hogy nagyobb valosziniiséggel képesek 1j SNP-ket kimutatni, ezaltal
hatékonyabban alkalmazhatdk a rokon ¢és vad fajokbol szarmazd introgressziok kimutatdsara
is. Reprodukalhatosaguk (~70%) azonban nem éri el a fix dsszetételit SNP chip-ek paramétereit.

Osszességében elmondhatd, hogy a fenti nagy ateresztéképességli modszerek még mindig
elég dragak ahhoz, hogy a mindennapi gyakorlatban rutinszeriien alkalmazzak tobb szdz vagy
tobb ezer genotipus vizsgalatara. Bevett gyakorlat, hogy néhany, a genom meghatarozott
régioira (pl. az egyes kromoszoémak termindlis illetve centroméra-kozeli régidira) specifikus
SNP-t kivalasztanak, és ezeket tesztelik az elénemesitési populaciokban valamilyen uniplex
SNP detektalasi technoldgiaval (pl KASP) (Grewal és mtsai, 2020). A KASP technologia
allélspecifikus  oligonucleotid-szaporitason  és  fluoreszcenciarezonancia-energiaatvitel
segitségével torténd jelkibocsatason alapul (Petersen és mtsai, 2015). A KASP markerek
alkalmasak az SNP-alapu polimorfizmus és az inzercids-delécios variaciok kimutatasara, és
sikerrel alkalmaztadk biza-idegenfaju hibridek és visszakeresztezett szarmazékaik vizsgélatara,
rekombinansok és egyéb introgresszids vonalak azonositasahoz (King, 2014).

A modern genotipizalasi rendszerek adta lehetdségeket az introgresszids nemesitésben akkor
lehet megfelelden kihasznélni, ha a génforrasként szolgalo fajok esetében is ismert a markerek
kromoszoman beliil elfoglalt pozicidja (lokalizacidja) és egymashoz viszonyitott sorrendje. Bar
a markerek kromoszomalis lokalizacidja és kromoszoman belill elfoglalt pozicidja
megallapithatd addicios és transzlokacios vonalak segitségével is (lvanizs és mtsai, 2018), a
markerek genomi helyzetérdl sokkal pontosabb informéciok nyerhet6k genetikai térképezés
segitségével a rekombinacios gyakorisag kiszamitdsan keresztiil. A genetikai térképezéshez
szegregald térképezési populéaciot kell eldallitani, melynek talan leggyakoribb valtozata a
kétsziilés F2 populacio, de ettdl eltéré populaciokat is alkalmaznak, pl. RIL (Recombinant
Imbred Line: rekombinans beltenyésztett vonalakbodl allé populacio), BC, vagy tobbsziilos
(MAGIC, NAM stb.) populaciok. A kétsziilés F2 térképezési populécid egyedeinek
meghatarozzak a kivant markerekkel adott allélosszetételét, majd a markerek kozott levo
rekombinacios gyakorisagot, ami aranyos a koztikk 1évo tavolsaggal (Allard, 1956; Ritter és
mtsai, 1990; Kiss és Endre, 1999). A rekombinacids gyakorisag alapjan szamolt markerek
kozotti  tavolsagot (térképtavolsag) centimorganban (cM) fejezik ki (1 cM = 1%-0s
rekombinacids gyakorisag). A tobbszords ‘crossing overek’ okozta hatas (mely nagyobb
tavolsagokon torzithatja a rekombinacios gyakorisagokat) kikiiszobolésére térképfiiggvények
alkalmazasat vezették be, melyek koziil a Haldane-, ¢s a Kosambi térképfiiggvény (Haldane,
1919; Kosambi, 1943) a legelterjedtebb. Ezek segitségével kiszamithaté a markerek kozti
térképtavolsag, illetve harompontos térképezésekkel megallapithatd a markerek egymashoz
viszonyitott elhelyezkedése, meghatarozhatok a kapcsoltsdgi csoportok és azokon beliil a
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markerek sorrendje. A markersorrend ¢és térképtavolsagi adatok grafikus abrazolasa a genetikai
térkép, mely bonyolult algoritmusok és hosszadalmas szamitasok eredményeként jon létre. Egy
ilyen térkép megalkotasahoz specidlis szoftvereck (MAPMAKER, JoinMap) allnak
rendelkezésre, koztiik olyanok is, melyek képesek a nagy ateresztOképességli markerrendszerek
altal szolgaltatott tobb tizezres, esetenként szazezres nagysagrendi markeradatok kezelésére is
(QTL-IciMapping http://www.isbreeding.net/software/; MultiPoint: www.multigtl.com). A
markersorrend abrazolaséara és meghatarozott genotipusu egyedek kivalogatasara a szintérkép
szolgalhat segitségiil (Kiss és mtsai, 1998).

A kétsziil0s szegregald genetikai térképeket gyakran hasznaljak genetikai, genomikai és
novénynemesitési kutatasokban. A kapcsoltsagi térképek feltétleniil sziikségesek a QTL-ek
(Quantitative Trait Loci) térképezéséhez (Su és mtsai, 2018) vagy a gének térképalapu
kloénozasahoz (Li és mtsai, 2003). Az utobbi években a buza, durumbiza, arpa és rozs
genomszekvenalasi projektjei hatékonyan alkalmaztak a nagy felbontasu genetikai térképeket
a szekvencia-szkaffoldok kromoszoémakon beliili sorbarendezéséhez (Appels és mtsai, 2018;
Maccaferri és mtsai, 2019; Beier és mtsai, 2017; Rabanus-Wallace és mtsai, 2019) és virtualis
génsorrendek, un. GenomeZipperek eldallitasahoz.

Szegregalod genetikai térképekre nagy sziikség lenne a buza génforrdsaként szolgald vad
fajok esetében is. Ez segitené a biiza rokonsagi koréhez tartozoé vad fajok genomstrukturajanak
¢s a buzakromoszémakhoz viszonyitott homeolog kapcsolataik megismerését, agrondmiai
szempontbol fontos gének azonositasat és célzottabb (markerkapcsolt) atvitelét a buzaba (Edae
¢és mtsai, 2017). Mindezidaig azonban az Aegilops fajok esetében szegregald genetikai térképek
eléallitasarol foként a buza genomjainak diploid 6sei esetében szamoltak be (Kishii, 2019). Az
Ae. tauschii (DD) esetében 2 db RFLP-alapu, 2db SSR és 1 db 10 K SNP chip-alapt F»
genetikai térképrol tesznek emlitést. Az S genommal rendelkez6 Ae. speltoides (SS) és Ae.
longissima (S'S') esetében RFLP-alapu F2, mig az Ae. sharonensis (S'S*") esetében DArT és
SSR markereken alapuld genetikai térképet allitottak elé (Olivera és mtsai, 2013). Egyéb
genomokkal rendelkezé fajok esetében RFLP-, valamint GBS-alapu F2 szegregald térképet
allitottak el6 az Ae. umbellulata U genomjara (Zhang és mtsai, 1998; Edae és mtsai, 2016; Edae
¢s mtsai, 2017), valamint Axiom 35K SNP chip alkalmazasaval az A. muticum T genomjara
(King és mtsai, 2017). Mindazonaltal nem allitottak még ¢l6 szegregald genetikai térképet az
Aegilops fajok M genomjara, és eddig nem késziilt genetikai térkép az altalunk génforrasként
hasznalt U és M genommal rendelkez6 tetraploid Ae. biuncialis-ra sem.

2.2.4. Genomszekvenalas
2.2.4.1. Teljesgenom-szekvenalasi megkozelitések

Az emberiség szempontjabol betoltott kézponti szerepiik ellenére a Triticeae fajok
genomszekvenalasa sokaig hiizodott a nagy genomméretiik és komplexitasuk miatt. A
kenyérbuza (T. aestivum L.) sejtmagi genomjanak harom, szerkezetileg hasonlé (homeolog)
algenomjanak (A, B és D) haploid genommérete 6sszesen ~17 Gb. Ez mintegy 40-szer nagyobb
arizs genomjanal (0,43 Gb) és 126-szor nagyobb, mint az Arabidopsis thaliana genomja (0,135
Gb). Hasonldan a tobbi Triticeae faj genomjdhoz, a buzagenom is nagy aranyban tartalmaz
kiilonboz6 repetitiv. DNS-szekvenciakat (IWGSC, The International Wheat Genome
Sequencing Consortium, 2014). Az ujgeneracios szekvenalasi eljarasok hatalmas kapacitasa ma
mar lehetdvé teszi még a legnagyobb genomok szekvenalasat is. Ugyanakkor, a f6 problémat a
szekvenalasokbol szarmazo rovid, nyers szekvencidk dsszeillesztése és sorba rendezése jelenti
(IWGSC, 2014). A genomszekvenalasi projektek soran az esetek tobbségében elészor Gn.
vazlatos (draft) genomosszeillesztéseket hoznak létre, ahogy ez tortént példaul az arpa (IBGSC,
The International Barley Genome Sequencing Consortium, 2012), a T. urartu (Ling és mtsai,
2013), az Ae. tauschii (Luo és mtsai, 2013) valamint a hexaploid buza esetében (Brenchley és
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mtsai, 2012). Természetszeriileg a vazlatos genomosszeillesztések csak részlegesen
reprezentaljak a teljes genomot és nem ritkan csak kb 50%-at alkotjdk a genom becsiilt
méretének. Mindez azzal jar, hogy az expresszalodod gének jelentds része hidnyozhat, ami
jelentésen befolyasolhatja a gének azonositasara és klonozasara irdnyul6 projekteket. Ezen feliil
a fragmentalt genomszekvencia ¢és a nagyszamu nem lokalizalt kontig jelentosen
akadalyozhatja az O0sszehasonlitdé genomikai kutatdsokat. A fent vazolt jellegiik ellenére a
vazlatos genomosszeillesztések hasznalhaté betekintést adhatnak a Triticeae genomok
szervezOdésébe, evolucidjaba és funkcidjaba. Segitségiikkel hataroztak meg példaul
fehérjekodold génmodelleket, vizsgaltak a genomok szervezédését, térképezték fel a
rekombindcids gyakorisdg alakulasat a kromoszoémak egyes régidiban, valamint részletesen
elemezték a kiilonboz6 fajok genomjai kozott fennalld génkolinearitast (mas szoval szinténiat)
(Ling és mtsai, 2013; Luo és mtsai, 2013; IBGSC, 2012). A vazlatos genomosszeillesztéseket
sikerrel alkalmaztak az agronémiailag fontos gének jellemzéséhez, valamint genomspecifikus
molekularis markerek 1étrehozasahoz is (Ling és mtsai, 2013).

A Triticeae-fajok esetében a j0 mindségli un. referencia genom Osszeillesztések (haploid
genom pszeudoszekvencidit tartalmazd konszenzus szekvencidk dsszessége) elkészitésekor a
legnagyobb problémat a genomok komplexitdsa, a repetitiv szekvencidk gyakorisaga és a
heterozigozitas (a homoldg kromoszomapar egy-egy tagja kozott 1évo szekvenciabeli
kiilonbségek) okozza, melynek kezeléséhez tobb szekvenalasi és egyéb genomtérképezési
modszer egyiittes alkalmazasidra van sziikség. A nagy leolvasasi hosszt eredményezd
ujgeneracios (NGS) technologiak, példaul PacBio (www.pach.com) vagy Oxford Nanopore
(https://nanoporetech.com/) ma mar lehetévé teszik a tobb kilobazis méretii szekvencia-
leolvasésokat is (atlagos leolvasasi hossz PacBio: 15Kb - 25Kb; Nanopore Ultralong: >40kb).
A kis (pl. Illumina) és nagy leolvasasi hosszt eredményezé szekvenalasi eljarasok
kombinaciojaval jelentdsen novelhetd a genomosszeillesztések atlagos kontigmérete és
csOkkenthetd a szekvenalasi hibak szama.

Ugyanakkor a genomosszeillesztések kromoszomaszintii szkaffoldokba,
térképezési eljarasokat igényel. Erre az egyik lehetdség az optikai térképezés. A BioNano
Genomics (https://bionanogenomics.com/) altal kifejlesztett eljaras lényege, hogy a jo
mindségli, nagy molekulatomegli (>150kb), YOYO-val festett DNS-t specifikus
endonukledzokkal (tin. nick-dzokkal pl. Nt.BspQI, felismerdhely: GCTCTTC, becsiilt
gyakorisag: 11 felismerd hely/100kb) emésztik és az enzim felismerdhelyére specifikusan
képz6do nick-eken egy fluorokrommal jeldlt nukleotidot (Alexa546-dUTP) épitenek be a DNS-
szalba. Ezt kovetden a jelolt DNS-molekulat elektroforézis segitségével futtatjak, mikdzben
egy nanocsatornasor segitségével az egyes DNS-szalakat lienarizaljak. A futds kozben a
lienarizalt DNS-molekula hosszat, valamint a nickek mentén képz6dott jelolések pozicidjat
optikailag detektaljadk. Az igy képzddott kiillonbozd hosszisagu, az adott endonukledz-
felismerdhely mintazatat megjelenité DNS molekuldkbol hosszabb szkaffoldok rakhatok ossze,
melyek in silico megfeleltethetdk, illetve Osszevethetdk a kisebb kontigmérettel rendelkez6
szekvenalassal ~ kapott  genomosszeillesztésekkel.  Mindez  lehetévé  teszi a
genomosszeillesztések nagyobb szkaffoldokba, kromoszoma-specifikus pszeudomolekuldkba
rendezését. Ezek a technoldgidk fontos részét képezik a j6 mindségii referencia-szekvenciat
eredményezd, illetve igényld teljes referenciagenom-szekvenalasi, illetve génklonozasi
projekteknek (Appels és mtsai, 2018; Thind és mtsai, 2017; Keeble-Gagnére és mtsai, 2018).
Ezeket gylijtottem Ossze az 1. tdblazatban. A fobb Triticeae fajok teljes genomszekvencidinak
alkalmazasa bizonyitja, hogy hasonlé genomikai adatokra a biza vad rokon fajai esetében is
sziikség volna. Erdfeszitéseket kellene tenni annak érdekében, hogy a lehetd legtobb
informaciot tudjuk meg a genomjaikrol azért, hogy jobban megértsiik a Triticeae fajok
genomjai kozti sszefiiggéseket, meghatarozhassuk az agrondémiai szempontbol fontos gének
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vad allélszekvenciait, és génspecifikus markerek eldallitdsaval segithessiik e géneket hordozé
kromatinszegmentumok atvitelét a keresztezési programokban.

1. tablazat A legfontosabb kaldszos gabonaféléken végzett fobb genomszekvenalasi projektek

Ev Faj Technolégia Genomaossze- Scaffold  Irodalom
illesztés mérete N50
arpa
2012 H.vulgare BAC+|llumina+ 4,98 Gb 904 kb IBGSC, Nature
(HH) Genetic map
2017 H.vulgare BAC+Illumina+BioNano 4,79 Gb 1,9 Mb Mascher és mtsai,
(HH) +Genetic map +Hi-C Nature
2020 H. spontaneum  lllumina (PE+MP) 4,28 Gb 724,9kb  Liu és mtsai, Plant
Biotechnol. J.
2020 H. vulgare 10x Genomics +lllumina 3,8-4,5 Gb 5-50 Mb  Jayakodi és mtsai,
(20 fajta) +PacBio+Hi-C Nature
buza
2012 T. aestivum B454+Solid 17 Gb - Brenchley és mtsai,
(AABBDD) Nature
2013 T.urartu lumina (PE+MP) 4,94 Gb 63,69 kb  Ling és mtsai, Nature
(AA)
2013 Ae. tauschii lumina (PE+MP) 4,36 Gb 57,6 kb Jia és mtsai, Nature
(DD)
2014 T. gestivum lumina 10,2 Gb Mayer és mtsai,
Science
2017 T. turgidum ssp.  lllumina+Hi-C 10,1 Gb 6,95 Mb  Avni és mtsai, Science
dicoccoides
(BBAA)
2017 T. aestivum Illumina+PacBio 15,3 Gb - Zimin és mtsai,
Gigascience
2017 T. aestivum lllumina 13 Gb 88 kb Clavijo és mtsai,
Genome Res.
2017 Ae. tauschii BAC+Illumina+PacBio+ 4,3 Gb 31,73 Mb  Luo és mtsai, Nature
(DD) Optical Map+Genetic map
2017 Ae. tauschii BAC+Illumina+PacBio+ 4,338 Gb 521,6 Kb  Zimin és mtsai,
(DD) Optical Map Genome Res.
2017 Ae. tauschii BAC+!llumina+PacBio+ 4,31 Gb 12,1 Mb Zhao és mtsai, Nature
(DD) Genetic Map Plants
2018 T. urartu BAC+ PacBio+ 10x Genomics 4,94 Gb 3,67 Mb Ling és mtsai, Nature
(AA) +Bionano
2018 T. aestivum BAC+Illumina+Genetic 14,5 Gb 22,8 Mb Appels és mtsai,
Map+Hi-C Science
2019 T. turgidum ssp. lllumina+Genetic Map+ 10,45 Gb 6 Mb Maccaferri és mtsai,
durum (BBAA) Hi-C Nature Genetics
2020 T. aestivum Hi-C+lllumina+Nanopore 14,2-14,8 Gb - Walkowiak és mtsai,
+10x Genomics Nature
rozs
2017 S. cereale lumina (PE+MP) 2,8Gb - Bauer és mtsai, Plant
(RR) J.
2021 S. cereale PacBio+ Illumina+Hi-C+ 7,74 Gb 1,04 Gb Li és mtsai, Nature
(RR) BioNano+Genetic Map Genetics
2021 S. cereale [llumina+10xGenomics 6,74 Gb 15,16 Mb  Rabanus-Wallace és
(RR) +BioNano+Genetic Map+ Hi-C mtsai, Nature Genetics
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2.2.4.2. A genomkomplexitas csokkentésével kombinalt szekvenalasi eljarasok

Egy lehetséges megkozelités, mely elosegitheti a hatalmas Triticeae genomok szekvenalasat,
a mintdk komplexitdsanak csokkentése a szekvenalast megelézden. A mintakomplexitas
csokkentése érdekében kiilonb6z6 stratégiakat dolgoztak ki, melyek alapvet6en két f6 csoportra
oszthatok: (1) Az els6 csoportba a transzkriptom, illetve egyéb kitiintetett szekvencidk szelektiv
szekvenalasa (Sequence capture) tartozik, melyekre dsszefoglaléan az jellemz0, hogy csak a
genom egy adott részét szekvenaljak meg. A (2) kromoszéma kdzponta megkozelités Iényege
az, hogy a minta komplexitasat veszteség nélkiil csokkentik azaltal, hogy a genomot kisebb
részekre, kromoszomakra, illetve kromoszomakarokra bontjak, melyeket azutan elkiilonitve
szekvenalnak, illetve rakjak 0ssze a nyers szekvencidkat kontigokka és nagyobb szkaffoldokka.

A genom konzervalt, génspecifikus részeinek szekvenaldsa lehetdvé teszi olyan modszerek
kifejlesztését, melyek kiilonb6z0 fajok esetében is alkalmazhatok és eldsegitik a fontos
agronémiai tulajdonsagok genetikai hatterének megértését. Példaul Haseneyer és munkatarsai
(2011) megszekvenaltak Ot Oszi rozs beltenyésztett vonal transzkriptomjat, aminek a
segitségével tobb mint 5000 SNP-t azonositottak, amelyek felhasznalasaval tovabbi 54
beltenyésztett vonal genotipizalasat végezték el. Ez a vizsgalat, melyhez eldzetesen nem volt
sziikség a genomszekvencidk pontos ismeretére, lehetévé tette molekularis markerek nagy
mennyiségben torténd fejlesztését a nagy ateresztoképességii genotipizalasi feladatok
elvégzéséhez. Nemrégiben az Agropyron cristatum transzkriptom-vizsgalata lehetévé tette
mintegy 6172 A. cristatum-specifikus egyedi gén azonositasat, koztik szamos
rezisztenciagénét, melyek potencialis fontossaggal birhatnak a buzanemesités szamara (Zhang
és mtsai, 2015).

Egy masik lehetséges modszer a szekvenaldas volumenének csokkentésére az, ha a
szekvenalas el6tt a szamunkra jelentdséggel bird szekvencidkat feldusitjuk a mintdban. Az Gn.
sequence-capture eljarasok 1ényege az, hogy a célszekvenciakat valamilyen oldatban 1évé, vagy
szilard hordozon rogzitett proba-szekvencidhoz hibridizaljdk. Ez a stratégia rendszerint elzetes
szekvencia-informaciok ismeretét igényli. Ugyanakkor a modszer, mivel hibridizacion
alapszik, nagyarany szekvencia-eltéréseket is engedélyez, igy kiilonb6z6 szekvencia-
valtozatok dusitasat is lehetévé teszi. Altalanos eljaras, hogy egy jobban jellemzett faj, példaul
buza, arpa, Brachypodium vagy rizs ismert szekvenciait alkalmazzak probaként annak
érdekében, hogy kevéssé jellemzett szekvencidkat talaljanak valamilyen rokon fajban vagy
fajtaban. A szekvencia-dusitassal kapcsolatos szekvenalasi eljarasokra szép példa a Jupe és
munkatarsai (2013) altal kifejlesztett RenSeq (Resistance gene enrichment Sequencing)
technika, ami a nukleotidkotd leucingazdag ismétlddéseket (NBS-LRR) tartalamz6é doméneken
(a rezisztenciagének egyik jellemezd alkotorésze) alapul. A RenSeq, illetve ennek
mutagenezissel (MutRenSeq, Steuernagel és mtsai, 2017) vagy asszociacios térképezési
eljarasokkal (AgRenSeq, Arora és mtsai, 2019) kiegészitett valtozatai napjainkban jelentds
szerepet jatszanak a biiza betegségrezisztencia-génjeinek azonositdsaban.

A nagy ¢és poliploid genomok komplexitasanak csokkentésére szolgald alternativ eljaras
lehet az egyedi kromoszomak izolalasa aramlasi citometria segitségével, majd az izolalt
kromoszomak egyedi szekvenalasa. Ez az un. kromoszoma-genomikai technika képezte az
alapjat a Nemzetkozi Buzagenom Szekvenalasi Konzorcium keretében torténd (hexaploid)
buzagenom-szekvenalasnak (IWGSC, 2014). Napjainkig mintegy 29 novényfaj, koztik 15
Triticeae faj esetében szamoltak be aramlasos citometriaval torténé kromoszoémaizolalasrol
(Dolezel és mtsai, 2014). Az izolalt frakciok nagy tisztasaga és nagy molekulatomegii DNS-e
idedlis kisérleti objektumma teszi az izolalt kromoszoémakat a tovabbi genomikai célu
vizsgélatok szamara. Tekintettel arra, hogy munkam soran jelentds mértékben alkalmaztam ezt
a technikat a vad Aegilops fajok esetében, a kovetkez6 fejezetben részletesen targyalom az
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aramlasi citometriaval torténo kromoszomaizolalds modszerét és az izolalt kromoszomak
genomikai alkalmazasanak lehetdségeit.

2.3 Novényi kromoszomak izolalasa aramlasi citometria segitségével és genomikai céla
felhasznalasuk

A ndvényi kromoszomak izoldldsara és dramlasi citometridval torténd analizisére
leggyakrabban hasznalt modszer a gyokércsucs szinkronizaltan osztédd merisztémasejtjeibol
indul ki (DolezZel és mtsai, 1994; Dolezel és mtsai, 1999; Lucretti és mtsai, 1999; Dolezel és
mtsai, 2012; Zwyrtkova és mtsai, 2021). A szikronizaciot kémiai gatloszerek [pl. hidroxiurea,
amiprofosz-metil (APM), orizalin vagy trifluralin (Dolezel és mtsai, 1992; Lee és mtsai, 1996;
Dolezel és mtsai, 1999; Vlacilova és mtsai, 2002) alkalmazasaval érik el, melyek az osztodast
a mitdzis metafazisaban (a G1-S atmenet hataran) ideiglenesen megallitjak. Fontos 1épés a
kezelések koncentraciojanak és idOtartamanak pontos meghatarozasa. A gatldas megsziinését
kovetden (csiranovényeket gatloszermentes tapoldatba helyezve) citogenetikai vizsgalatokkal
meghatarozhatd, hogy a sejtek mikor 1épnek a metafazis-szakaszba. Ennek a fazisnak a
megtalalasa, iddzitése (pl. jeges vizfiirdd segitségével) elengedhetetlen a legnagyobb
kromoszoma-kihozatal eléréséhez. Az izolalt kromoszomakat DNS-specifikus fluoreszcens
festékkel (az esetek tobbségében DAPI-val) festik, majd a kromoszémékat a méretiikkel, illetve
relativ. DNS-tartalmukkal ardnyos fluoreszcencia intenzitds alapjdn aramlasi citometria
segitségével osztalyozzak néhany 1000 db/s sebességgel. Az analizis eredményeit
egyparaméteres relativgyakorisag-hisztogramok formajaban jelenitik meg, ahol az abszcissza
aranyos a DAPI-val festett kromoszomak fluoreszcenciaintenzitdséval, mig az ordinéta az adott
fluoreszcencia intenzitassal rendelkez6 kromoszomak szamat adja meg (aramlasi kariotipus)
(1. abra). Azok a kromoszomak, melyek DNS-tartalma (azaz mérete) eltér a tobbitdl kiilonallo
csticsokat formalnak a aramlasi kariotipuson (1. &bra). Ezen kromoszomdk egyedileg
izolalhatok atlagosan 20 kromoszdoma/s sebességgel, ami egy atlagos munkanap alatt néhany
szazezer kromoszdma izolalasat jelenti.
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1. abra A hexaploid buza DAPI-val festett kromoszomainak egyparaméteres aramlasi kariotipusa a normal
kromoszdmaszerelvénnyel rendelkezé Chinese Spring buzafajta (A), a blza-arpa 7HS diteloszémas addicios
vonal (B) valamint egy T5BS.7BS és T5BL.7BL centrikus fuziot tartalmazé buzafajta (C) esetében. A voros nyilak
a méret alapjan jol megkiilonboztethetd kromoszdéma-specifikus cstcsokat jelolik. Vilagosan latszik, hogy a
normal karitipussal rendelkez6 hexaploid bizabol (A) méret alapjan csak a 3B kromoszdma izolalhatd (Dolezel
¢és mtsai, 2021 nyoman).

Sajnos a fajok tobbségében a kromoszoémak mérete nem kiilonbozik talsagosan a genomon
beliil, ezért a hasonld6 DNS-tartalom miatt az aramlasi kariotipuson beliil nem kiilonithetd el
minden egyes kromoszoéma kizarolag a DAPI-festés segitségével. Az egyik legegyszeriibb
megoldads ennek a nehézségnek a kikiiszobdlésére olyan citogenetikai alapanyagok

28



dc_1953 21

alkalmazasa, melyekben egy vagy tobb megvaltozott méretli kromoszoma talalhatd, igy a
kérdéses kromoszoma megkiilonbdztethetd és konnyen izolalhato (1. abra). llyen citogenetikai
alapanyagok lehetnek példaul transzlokacios (Kubaldkova és mtsai, 2002) és delécios vonalak
(Kubalakova és mtsai, 2005), valamint idegenfaji addicids és diteloszomas addicios vonalak
(Kubalakova és mtsai, 2003; Suchankova és mtsai, 2006).

Azon fajok esetében, ahol a fentebb emlitett citogenetikai alapanyagok nem allnak
rendelkezésre, ott a DNS-tartalomtdl fiiggd fluoreszcens jelolés mellett a kromoszomak
masodik fluoreszcens jelolésén alapuld kétparaméteres aramlasi kariotipizalds segithet a
hasonl6 méretli és DNS-tartalommal rendelkezé kromoszomak megkiilonboztetésében. A
szuszpezidban 1évé kromoszoémak masodik (elsé a DAPI-festés) fluoreszcens jelolésére szamos
lehet6ség van. Ilyenek a kromoszomafehérjék immunofluoeszcens festése (Levy és mitsai,
1991), a kromoszoéma-DNS-szekvenciak in situ PCR segitségével torténd jelolése (Macas és
mtsai, 1995), moédositott nukleotidprobak alkalmazasa, mint amilyenek példaul a peptid-
nukleinsavak (Brind'’Amour és Lansdorp, 2011) és a szintetikus poliamidprobak (Gygi és mtsai,
2002).

Elméletileg bizonyos DNS-szekvenciak FISH jelolése is alkalmazhat6 lehet a kromoszomak
aramlasi citometrids szétvalogatdsdhoz, de amikor FISH segitségével jeloljik meg a
szuszpenzioban 1évé kromoszomakat, a hibridizdcidhoz sziikséges hddenaturacios ¢és
kiilonb6zé mosasi 1épések miatt a kromoszoémdk hajlamosak Osszetapadni és kicsapodni
(Lucretti és mtsai, 2014). E problémak kikiiszobolésére szamos probalkozas volt (Ma és mtsai,
2005), de sikerrel Giorgi és munkatarsai (2013) jartak. Az altaluk leirt eljarasban a
szuszpenzioban 1évé kromoszomakat fluorokrommal (FITC, Alexa-488) konjugalt
mikroszatellit (GAA) oligonukleotid-probaval jelolték in situ hibridizacio segitségével (FISH

crer

crer

mintazat j6 reprodukalhatdsagat, ami jelentdsen javitotta a kromoszomak elkiilonitését a DAPI-
FITC kétparaméteres (Un. dot plot) aramlési kariotipusokon (2. é&bra). A fenti eljaras
segitségével a szerzok nagy tisztasagban (>90%) izolaltak a durumbiza 1A, 6A, 2B és 3B
kromoszomajat, a kenyérbuza 2A, 4A, 6A, 3B ¢és 5B kromoszémadjat, valamint a Dasypyrum
villosum (L.) teljes kromoszomaszerelvényét (Giorgi és mtsai, 2013).
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2. abra Az arpa (cv. HOR2442) (A) és a hexaploid blza (cv. Thatcher) (B) kétparaméteres (DAPI vs. GAA-FITC)

aramléasi kariotipusa a kromoszomak izolaldsdhoz sziikséges szeparacidés ablakok (barnaval jelolve)
feltlintetésével.

Mostanaig mintegy 29 novény faj, koztiikk 15 Triticeae faj mitotikus kromoszomajat sikertilt
aramlasi citometria segitségével izolalni (Rey és mtsai, 2015; Dolezel és mtsai, 2021)
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viszonylag nagy mennyiségben €s tisztasdgban (>80%). Az igy eldallitott izolalt kromoszoémak
felhasznalhatok szamos genetikai, genomikai, illetve proteomikai vizsgdlathoz (Dolezel és
mtsai, 2014; Zwyrtkova és mtsai, 2021), tobbek kozott kromoszoéma-specifikus markerek
azonositasara, molekularis markerek fejlesztésére, kromoszoma-specifikus BAC-konyvtarak
1étrehozasara és optikai térképek fejlesztése (Dolezel és mtsai, 2021). Az egyik legfontosabb
felhasznalasi teriilet az izolalt kromoszomak DNS-ének ujgeneracids eljarasokkal torténd
szekvenalasa (Zwyrtkova és mtsai, 2021), mely torténhet a kromoszomalis fehérjék eltavolitasa

Legfontosabb gabonaféléink genomszekvenalasi projektjei soran kiilondsen sikeres volt az
aramlasi citometria segitségével izolalt (un. flow-sorted) kromoszémakra alapozott
szekvenalasi eljarasok alkalmazasa. Az arpa (Mayer és mtsai, 2011) és rozs (Martis és mtsai,
2013) esetében flow-sorted kromoszomak szekvenalasaval hoztak 1étre un. vazlatos (draft)
genomosszeillesztéseket. Mivel a rozs esetében méret alapjan csak az 1R kromoszéma volt
izolalhatd, a tobbi rozs kromoszomat buza-rozs diszomas addicios vonalakbol izolaltak. A
kromoszomaalapi megkdzelités kiillonosen sikeres volt a buza struktiralis genomikai kutatasa
terén, ahol a genom 1,3-3,3%-4t reprezentald kromoszomakarokat dramldsi citometridval
izolaltak és Illumina technologia segitségével szekvenaltak (IWGSC, 2014). A szekvenalas
eredményeként kapott rovidszekvencia- leolvasdsok Osszerakasaval a genom 61%-at
reprezentald, mintegy 10,2 Gb dsszméretii kontigkdnyvtarat allitottak eld. Osszesen mintegy
133090, a rokon fiifélék génjeivel homoldg gént azonositottak, melyek 93,3%-4at annotaltak a
kromoszoémakarok szekvencidin. Osszességében a nyers szekvencidk 81%-a, az dsszerakott
szekvenciak 76,6%-a tartalmazott ismétlodé elemeket, mely alatdmasztja azt a tényt, hogy
miért olyan nehéz ezen genomok Osszerakdsa a rovid szekvencidkbol.

A kromoszomaalapt genomika szintén alkalmas lehet a génforrasként hasznalhat6 vad fajok
Kromoszoma-szegmentumainak jellemzésére, és ezen régiokra specifikus markerek
tervezésére, valamint elésegitheti az idegen génvaltozatok térképezését és klonozasat is. A buza
elsédleges génforrasai kozé tartozo Ae tauschii esetében az 5D kromoszoéma méret alapjan
izolalhaté (Molnar és mtsai, 2014). Ezt kiaknazva Akpinar és munkatarsai (2015) Roche 454
technologia segitségével allitottak elé szekvencia-Osszerakasokat izolalt 5D kromoszomak
felszaporitott DNS-ének alkalmazasaval. Tiwari és munkatarsai (2014) a buza harmadlagos
génforrasi kozé tartozd Ae. geniculata 5MY kromoszomajanak rovid karjat izolaltak és
szekvenaltak meg annak érdekében, hogy genom-specifikus SNP markereket hozzanak 1étre.
Ezek koziil két SNP marker alkalmasnak bizonyult egy olyan 5D-5M9 transzlokacio
azonositasara, mely levél- és sargarozsdaval szembeni rezisztenciagéneket (Lr57, Yr40)
hordoz. A Haynaldia villosa szintén a bliza harmadlagos génforrasai kozé tartozik, mely
rezisztencia-forrasként  szolgalhat szamos betegségrezisztencia-gén  atvitelét  célzo
fajkeresztezéses programok szamara. Ezen programok eldsegitése érdekében Xiao és
munkatarsai (2017) a 4V kromoszoma rovid karjat izolalta és szekvenalta meg, ami hozzajarult
e kromoszdmakar géndsszetételének megallapitasdhoz és eldsegitette a jelolt rezisztenciagének

feltérképezését.
Amint azt korabban emlitettem, a nagy leolvasasi hosszt eredményezd jgeneracios (NGS)
szekvenalasi technologiak (PacBio, Nanopore, Dovetail Genomics:

https://dovetailgenomics.com/) alkalmazasa jelentésen javitja a genomdsszeillesztések
mindségét. E technologidk alkalmazasahoz a 750-1000 ng-tol (Dovetail) a 15 pg mennyiségig
(PacBio) terjedd, j6 mindségli €s nagy molekulatomegli (HMW) DNS-minta sziikséges,
melyhez nagyszamu (altalaban 10° — 10° db) kromoszoma 3-4 héten at torténd izolalasara van
sziikség. Jelenleg is intenziv kutatasok folynak annak érdekében, hogy a flow-szeparalashoz
kapcsolodva a kromoszéma-fixalasi és DNS-izolalasi 1épéseket kompatibilissé tegyék az
emlitett hosszuszekvencia-leolvasasokat eredményezé (long-read) szekvenalasi technologiak
legtijabb, kis mennyiségli DNS-t igényl6 szekvenalasi konyvtar eldallitasi protokoljaival.
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Az elmult néhany évben a kromoszémak aramlési citometrias izoldlasara és szekvendlasara
alapozva szamos génklonozasi eljarast dolgoztak ki. A TACCA (TArgeted Chromosome-based

Cloning via long-range Assembly) eljaras azon alapul, hogy az izolalt kromoszéma nagy
molakulatomegli DNS-mintajabol nagyon jo mindségli de novo dsszerakast (assembly-t) lehet
késziteni, ami eléggé hosszu szkaffoldokal rendelkezik ahhoz, hogy a feltételezett gént hatarolo
markerek egy szkaffoldon legyenek megtalalhatok (Thind és mtsai, 2017). Az eljaras lehetdvé
tette az Lr22a gén azonositasat a buiza ("CH Campala’) 2D kromoszomajan.

A Sanchez-Martin és munkatarsai (2016) altal kifejlesztett MutChromSeq (Mutant
Chromosome Sequencing) génklonozasi stratégia nem igényli az extrém nagy felbontasu
genetikai térképek alkalmazasat. A moddszer alapja az, hogy az eldnyos fenotipussal (pl.
betegségrezisztenciaval) rendelkezd vonalb6l EMS mutagenezis segitségével knock-out
mutansokat (lehetdleg tobb, mint 5 fiiggetlen mutans vonalat) allitanak eld, majd mind a vad
(rezisztens), mind a mutans (szenzitiv) vonalakboél izolaljak azt a kromoszoémat, melyen a
feltételezett gén taldlhatd. A szekvendlds utdn egy specialis bioinformatikai eljaras
(MutChromSeq) segitségével meghatarozzak az adott kromoszomarégioban talalhat6 azon
gént, melynek szekvencidja konzekvensen megvaltozott minden vizsgalt mutdnsban.
MutChromSeq segitségével sikeriilt azonositani az ’Icaro’ durumbuza-genotipus 6A
kromoszoémajan egy részleges torpeséget okozo gént (Ford és mtsai, 2018), vagy az Sudan
arpafajtaban az Rphl levélrozsda-rezisztenciagént (Dracatos és mtsai, 2019). A MutChromSeq
eljaras napjainkra az egyik leggyakrabban alkalmazott génklonozasi stratégiava valt (Hewitt és
mtsai, 2021), melynek segitségével a buzaba atvitt idegen kromoszoma-szegmentumokon
lokalizalt rezisztenciagének is azonosithatokka valhatnak a jovében, elésegitve ezzel az idegen
rezisztenciagénekre specifikus markerek eldallitasat.

A “flow-sorting’ technika ma mar lehet6vé teszi egyetlen darab kromoszoma izolalasat is. A
kromoszéma-DNS felszaporitasa és PCR-alapti markerekkel torténd azonositdsa utdn annak
alacsony lefedettségben torténd szekvenalasa elvégezhetd (Capal és mtsai, 2015). Az adott
kromoszéma megfeleld lefedettségét tobb egyedi minta szekvencidjabal allitjak eld. Ennek a
moddszernek egyik elénye lehet, hogy nem kell szdmolni a mas kromoszomak altali szennyezd
hatassal (1-10%), ami elkeriilhetetlen a kromoszoma-frakcidk egy- és kétparaméteres aramlasi
citometrids izolalasanal. Masrészt a genom kromoszomankeént torténd szekvenalasa nem fligg
az egyes kromoszomapopulaciok aramlési kariotipuson beliil torténd elkiilonitésétdl, hiszen
nem egy nagy tisztasag (de mégis valamilyen szinten szennyezett) kromoszémapopuléaciot
izolalunk, hanem csak egyetlen kromoszomat. E technika alkalmazdsa a jovoben valhat
jelentdssé.

Osszefoglalasként elmondhatd, hogy az Aegilops kromoszoma szegmentumok tvitelét a
buzéba jelentdsen segitené az U és M genomok szerkezetének részletes megismerése. Az
aramlasi citometria segitségével a nagy €s komplex ndvényi genomok egyedi kromoszdémakra
bonthatok. Munkénk sordn célunk volt a kromoszéma szeparacié modszertanat kidolgozni a
génforrasként alkalmazott legfontosabb Aegilops fajok genomjaira. Az eldallitott kromoszoma
specifikus DNS mintakra alapozott szisztematikus strukturalis-genomikai vizsgalatokkal
tovabbi célunk volt a buza és az Aegilops kromoszomak kozt fenalld szerkezeti Gsszefiiggések
feltérképezése, nagy informacié tartalmu genomikai adatbazisok (kromoszéma specifikus
vazlatos genomosszeillesztések, és génszekvenciak, marker-gazdag genetikai térkép) és
molekularis eszkozok (génspecifikus SNP és PCR markerek) eléallitdsa. A molekularis
eszkoztar eldnemesitési programokba agyazott alkalmazasaval legfontosabb célunk volt 1)
buza-Aegilops introgresszios vonalak eléallitasa és a buza genetikai variabilitasanak novelése.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. Novényi anyagok

Az értekezés tematikailag Ot fejezetet oOlel fel (kromoszoma-szeparacio, COS-
markeranalizis, Ae. biuncialis genetikai térkép eléallitasa, Aegilops kromoszomak szekvenalasa
¢és markerfejlesztés, buza-Aegilops introgresszios vonalak eléallitasa). Az egyes fejezetekben
felhasznalt novényi anyagokat a késébbiekben a vizsgalatok részletezésénél €s az eredmények
leirasanal pontosan felsorolom. Itt a részletek emlitése nélkiil sorolom fel a vizsgéalatokba
bevont, a martonvasari génbankban megtalalhaté genotipusokat, melyeket folyamatosan
fenntartunk:

Aegilops fajok

Ae. umbellulata (2n=2x=14,UU) AE740/03 és JIC2010001,

Ae. comosa (2n=2x=14,MM) MvGB1039 és JIC2110001,

Ae. speltoides (2n=2x=14,SS) MvGB905,

Ae. tauschii (2n=2x=14,DD) MvGB605,

Ae. markgrafii (2n=2x=14,CC) MvGB428 és MvGB607,

Ae. sharonensis (2n=2x=14,5*"S*") Sr1644,

Ae. biuncialis (2n=4x=28,U°U"MP"MP) MvGB382, MvGB642, MVvGB1112 és MvGB470,

Ae. geniculata (2n=4x=28,USUMM9) AE1311/00 és TA2899,

Ae. cylindrica (2n=4x=28,D°D°C‘C®) MvGB1719,

Ae. triuncialis (2n=4x=28,U'U'C'C') MvGB585.

(Az egyes genotipusok génbanki azonositéinak roviditései: JIC: Germplasm Resource Unit,
John Innes Centre, Norwich, Egyesiilt Kiralysag; AE: IPK, Gatersleben Németorszag; TA:
Wheat Genetics Resource Center, KSU, Kansas, USA; MvGB: Martonvasar Gabona Génbank)

Triticum fajok
T. urartu (2n=2x=14, A"A") MvGB115,

T. turgidum subsp. durum (2n=4x=28, AABB) ‘Mv Makaroni’
T. aestivum (2n=6x=42, AABBDD) ‘GK Othalom’, Chinese Spring (kinai tavaszi buzafajta),
Mv9krl (Molnar-Lang és mtsai, 1996), "Mv25’.

Buiza-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)

MvOkrl — Ae. biuncialis (MvGB642) 1U°, 1U%/6UP, 3UP, 2M°P, 3MP, 7MP (Schneider és mtsai
2005)

Chinese Spring — Ae. geniculata (TA2899) 1U9, 2U9, 3U°, 4U9% , 5U9, 6U¢, 7U9, 1M9, 2M9,
3M9, 5M9, 6M¢, 7TM9 (Friebe és mtsai, 1999)

Chinese Spring — Ae. umbellulata (JIC2010001) Diteloszomas addiciés vonalak 2US, 2UL,
7UL (Friebe és mtsai, 1995) (Friebe és mtsai, 1995a)

Buiza-Aegilops szubsztitucios vonalak

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

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

Mv9kri-Ae. biuncialis (MvGB642) centrikus fizié 3MP.4BS (Farkas és mtsai, 2014)
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A kiilonbo6z6 in situ hibridizacios kisérletekhez a proba-DNS felszaporitasahoz, illetve blokkolo
DNS-ként alkalmaztuk még a kovetkezo fajokat:
Secale cereale cv. ‘Lovaszpatonai’, Oryza sativa cv. ‘Bioriza’

3.2. Alkalmazott modszerek
3.2.1. Novénynevelés, megporzasok.

A kisérleti ndvényeket szanto6foldi, tiveghdzi, vagy ritkdn fitotroni korilmények kozott
neveltiik. Az esetek tobbségében az liveghazi és fitotroni ndvényneveléssel parhuzamosan
citogenetikai vizsgalatok is torténtek. A citogenetikai vizsgalatokhoz az azonosité szammal
ellatott magokat laboratoriumi koriilmények kozott Petri csészékben, nedves sziirOpapiron
csiraztattuk. A gyokereket felhasznaltuk kromoszoéma-preparatumok készitéséhez (lasd
késébb), a csirandvényeket pedig 6 hetes vernalizaciot (4 °C-on, 200 pmol/m?/s fényintenzitas
mellett) kdvetden fitotroni vagy tiveghazi koriilmények kozott felneveltiik felszaporitas vagy
keresztezés céljabol.

A fitotronban (Conviron PGR-15 kamra, Conviron, Winnipeg, Kanada) torténd
novénynevelést a Tischner és munkatarsai (1997) altal leirt moédon végeztik. Roviden:
bokrosodasig a novények 8 éra megvilagitas (200 pmol/m?/s), illetve 15 °C nappali és 10 °C
¢jszakai homérseéklet mellett fejlodtek. Szarbainduléastol, virdgzason at a szemfejlddés
kezdetéig a hdmérsékletet és a megvilagitast fokozatosan noveltiik 23/18 °C-ra és 16 Orara.
Az tliveghdzi (Global Glasshouse Venlo) ndvénynevelés sordn a kezdeti 11/7 °C-0s
(éjszakai/nappali) kezdeti hdmérséklet 23/17 °C-ra, a megvilagitast pedig 13 6rardl 16 orara
noveltiik a novények beéréséig (12 hét).

A szant6foldi novénynevelés soran a buza-Ae. biuncialis amfiploidokat és addicios
vonalakat, tovabba a sziilopartnereket szabadfoldi tenyészkertben elvetettiilk (Martonvasar,
Tiikros; GPS: E47 18' 40" K18 46' 56"). Egy-egy genotipusbol a szemek mennyiségétél
fliggben 2-10 sort vetettiink (10 szem/Im-es sor). A tenyészkerti ndvénynevelés célja a
kiilonb6zé genetikai anyagok szaporitasa, a buza sziléi partnerrel (Mv9krl) torténd
visszakeresztezése, illetve megfigyelések (morfologiai tulajdonsagok, levélrozsda-,
lisztharmat-fert6z6dés megjelenése, kalaszolasi id6) végzése volt. A szant6foldi keresztezések
majus 5. és 20. kozott torténtek. A fitotroni, illetve iiveghdzban tortént keresztezéseket altalaban
20-25 °C kozott végeztiik, melynek soran az anyai sziil6k portokjait még éretlen allapotban
eltavolitottuk, majd a kalaszokat izolaltuk és 2-4 nap mulva porgetéses modszerrel beporoztuk.

3.2.2. Molekularis citogenetikai vizsgalatok

Kromoszoma preparatumok eléallitasa és proba jelolés

A buza és az Aegilops fajok, valamint a buza-Aegilops hibridszarmazékok molekularis
citogenetikai vizsgalata soran a gyokércsucs-merisztémasejtek mitdzisanak szinkronizaciojat,
metafazisban torténé akkumulacidjat, majd a kromoszoma-preparatumok eléallitasat
Lukaszewski és munkatarsai (2004) modszerével végeztiik, melynek fobb 1épései a kovetkezok
voltak:

A csirazas meginduldsat kovetéen a szemeket 24-72 6ran keresztiil 4 °C-on inkubalva
leallitottuk a gyokércsiics-merisztémasejtek osztodasat, majd a szemeket 26 orara 25 °C-ra
helyezve az osztodast szinkronizaltan Gjrainditottuk. Huszonhat 6ra mualva, mely a hexaploid
buza esetében a mitotikus sejtosztddas metafazisba 1épésének legvaldszinlibb idépontja, az 1-
1,5 cm hosszt gyokereket eltdvolitva és 24 oran keresztiil jeges vizben, jégen tarolva ismét
blokkoltuk a metafazisban 1évé sejtek osztodasat. Ezt kovetéen a gydkereket abszolut etil-
alkohol és jégecet 3:1 aranyt keverékében fixaltuk, majd 4-5 napon keresztiil 37 °C-on taroltuk.
Végiil kdrminecetsav 1%-0s oldatdban két 6ran keresztiil festettiik. Felhasznalasig a gyokereket
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friss fixalo oldatban -20 °C-on taroltuk. Preparatumkészitéskor a gyokérsiiveg (0,5-1 mm) éles
pengével tortént eltavolitotasat kdvetden a gyokércsucsbol a merisztémasejteket targylemezre
kipréselve és 1-2 csepp 45 %-os ecetsav oldatban szétnyomva faziskontraszt-mikroszkop alatt
viszgaltuk. Megfelel6 mindségli preparatum esetén a targylemezekrdl a fedélemezt folyékony
N2-ben torténd fagyasztas utan eltavolitottuk, majd viztelenités utan felhasznalasig -20°C-on
taroltuk.

A novények kariotipusanak jellemzésére genomi in situ hibridizaciot (GISH) és fluoreszcens
in situ hibridizaciot (FISH) alkalmaztunk. A DNS-probak fajtaja és koncentracioja, a jelolés
modja kisérletektol fiiggden valtozott, ezért itt csak egy altalanos leirast adok a
probael6allitasrol és a hibridizacios kisérletek kivitelezésérdl. A részletes leiras minden esetben
megtalalhato az adott fejezet alapjaul szolgald publikacioban.

A GISH soran a kiilonb6z6 genomok kromoszémainak jelolése, illetve a hozzajuk torténd
hibridizacié blokkolasa érdekében, kisérletektdl fiiggben, egyes Triticeae fajok [Ae.
umbellulata (UU), Ae. comosa (MM), Ae. tauschii (DD), Triticum turgidum ssp. durum
(AABB) és T. aestivum (AABBDD)] teljes genomi DNS-ét hasznaltuk proba- vagy blokkolo
DNS-ként. A DNS-ek izolalasahoz fenol-kloroform moédszert (Sharp és mtsai, 1988) vagy
DNS-izolalo kitet (Quick Gene-Mini80; FujiFilm, Tokyo, Japan) hasznaltunk. A
genomspecifikus hibridizacios probak eldallitasahoz az adott faj DNS-ét digoxigenin-11-dUTP
vagy biotin-16-dUTP segitségével jeloltiik random priming, vagy nick-transzlacio segitségével.
A digoxigenin és biotin altal jelzett hibridizacios jeleket fluorokromokkal konjugalt
antitestekkel (jellemzden anti-digoxigenin-rodamin és streptavidin-FITC alkalmazasaval)
detektaltuk. Blokkolé DNS-ként jellemzden a durum- vagy hexaploid buza jeldletlen ¢és
fragmentalt DNS-¢ét hasznaltuk.

A FISH soran az esetek tilnyomo részében a pSc119.2, Afa family és 45S rDNS repetitiv
DNS-probakat, idonként pedig a (GAA)n mikroszatellit ismétlddéseket hasznaltuk a buza- és
Aegilops kromoszomak azonositasahoz. A pSc119.2 (Bedbrook és mtsai, 1980) és (GAA)n
szekvenciat rozs, illetve biza DNS-bél szaporitottuk fel és jeloltiik biotin-16-dUTP (Roche,
Mannheim, Germany) segitségével a Contento és munkatarsai (2005), illetve Vrana és
munkatarsai (2000) altal leirt PCR-reakcok alkalmazasaval. Az Afa family szekvenciakat Ae.
tauschii DNS-b6l a Nagaki és munkatarsai (1995) altal leirt PCR-reakcéval szaporitottuk fel és
jeloltiik digoxigenin-11-dUTP-vel. A 45S rDNS klont (Gerlach és Bedbrook, 1979) biotin-11-
dUTP-vel és digoxigenin-11-dUTP-vel (50-50%) jeloltiik nick-transzlacioval.

In situ hibridizacio

A gyokércsucs-merisztémasejtekbdl  késziilt preparatumok esetében a kovetkezd
elékezeléseket alkalmaztuk: 2 perc 2xSSC, 37 °C; 10 perc paraformaldehid (4 m/V%), 24 °C;
3x2 perc 2xSSC, 24 °C; 3, 3 és 5 perc 70, 90 és 100%-os etilalkohol, -20 °C, amit a
preparatumok kiszaritasa kovetett.

A GISH soran a hibridizacios keverék (targylemezenként 30 ul) 50% formamidot, 2xSSC-
t, 10% dextran szulfatot, valamint 70 ng U, M vagy egyéb genomi probat, illetve 2,1 ng
blokkolé DNS-t tartalmazott. A proba- és blokkold DNS aranya altalaban 1:30 volt, de egyes
esetekben (pl. buza-Aegilops transzlokaciok vizsgalatakor) nagyobb (1:40-1:60) blokkold
koncentraciokat is alkalmaztunk. A hibridizacios keveréket 90 °C-on 10 percig denaturaltuk,
majd 5 percig jégen tartottuk. A kromoszoma-DNS-t a hibridizacids keverék jelenlétében 2
percig 80 °C-on denaturaltuk, majd 42 °C-on hibridizaltuk egy éjszakan at. A poszthibridizacios
mosasi 1épések (2x5 perc 2xSSC, 42 °C; 2x5 perc 0,1xSSC 42 °C; 2x5 perc 2xSSC 42 °C) utan
a hibridizacios jeleket 10 ug/mL streptavidin-FITC és anti-digoxigenin-Rhodamin segitségével
detektaltuk. Végezetiil a preparatumokat 2 pg/ml DAPI-val (4°,6-diamidino-2-phenylindole,
Amersham) kontrasztfestettiik. A hibridizacié eredményét egy megfeleld szlir6készlettel,
valamint CCD kameraval ellatott Zeiss fluoreszcens mikroszkoppal (korabban Zeiss Axioskop-
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2, késObb Zeiss Axiolmager M2) detektaltuk. Az egyes kisérletek soran alkalmazott
mikroszkoprendszerek pontos leirdsa megtalalhato a Molnar és munkatarsai (2011a, 2016)
publikaciokban.

A FISH soran a preparatum készitése és hibridizacids 1épések kisebb moddositasokkal
megegyeztek a GISH esetében leirt modszerrel (hasonld mosasi, fixacios és detektalasi
lIépések), kivéve, hogy a hibridizaciot 37 °C-on végeztiik és a hibridizaciés keverék
(targylemezenként 30 ul) 20 ng 45S rDNS, és 70 ng pScl119.2, illetve Afa family probat
tartalmazott lazacsperma-DNS jelenlétében. Egymast kovetd FISH és GISH esetében az els6
hibridizacios kisérletek dokumentalasa utan a targylemezeket a megfelelé mosasi 1épések (3x30
perc 4xSSC Tween-ben, 2x5 perc 2xSSC 25°C-on) utan Ujrahibridizaltuk (Molnar és mtsai,
2011Db).

3.2.3 Aramlasi citometrias vizsgalatok és kromoszéma-szeparacié

Kromoszomaszuszpenziok eloallitasa aramlasos citometridhoz

Az intakt mitotikus kromoszdémakat tartalmazo szuszpenziok eléallitdsa a Vrana €s munkatarsai
(2000) altal leirt protokol szerint tortént kisebb modositasokkal. Ehhez a szemeket a
korabbiakhoz hasonldan kicsiraztattuk, majd a csirandvények gyokereit 1.25 mM hidroxiureat
(HU) tartalmazo Hoagland (Gamborg és Wetter, 1975) tapoldatban 18 oran keresztiil
inkubéltuk. A kezelés utdn a csirandvények gyokereit desztillalt vizben mostuk, majd
hidroxiurea nélkiili Hoagland oldatba helyeztiik. A merisztémasejtek metafazisban torténd
akkumulacidja érdekében a csiranévényeket 2,5 uM amiprofos-metil-t tartalmaz6 Hoagland
oldatban 5 oran keresztiil inkubaltuk, majd egy éjszakan at jeges vizben (1-2 °C) tartottuk.
Ezutdn 50 db csirandvény gyodkerének gyokércsuestdl szamitott 1 cm-es darabjat ionmentes
vizben mostuk, majd Tris pufferben oldott 2% (v/v) formaldehidben fixaltuk 20 percen
keresztiil 5 °C-on. Ezutan mosasi 1épések (Tris puffer, 3 x 5 perc, 5 °C-on) kovetkeztek, majd
a gyokércstucsokat (~1 mm) levagtuk és 1 ml LBO1 pufferbe tettiik (pH:9,0) (Dolezel és mtsai,
1989). A metafazisos kromoszomak kinyerése a gyokércsucs osztodo szoveteibdl egy Polytron
PT1300 homogenizator (Kinematica AG, Littau, Switzerland) segitségével tortént (20000 rpm,
13 mp). A nagyobb szdvet- és sejttormelékek eltavolitasa érdekében a preparatumot egy 50 um
poOrusatmérdjli nylon sziirdn szirtiik at, majd a mintékat jégen taroltuk felhasznalasig (az aznapi
egyparaméteres aramlasi citometrids vizsgalatokig vagy a FISHIS jelolések kivitelezéséig).

Eqgy- és kétparaméteres aramlasi citometrids vizsgadlatok

A kromoszoémamintak egyparaméteres aramlasi citometrids vizsgalatait egy argonion-
lézerrel rendelkez6 FACSVantage SE aramlési citométer (Becton Dickinson, San Jose, CA)
segitségével végeztik el a Molnar €s munkatarsai (2011a) altal leirtak szerint. Az ilyen
analizisekhez a kromoszomakat DAPI-val megfestjiik (2 pg/ml), vivéfolyadékként 50 mM
NaCl oldatot hasznalunk. Az igy eléallitott kromoszoémaszuszpenziot 200—400 részecske/mp
sebességel eresztjiik at a késziilék detektoran, ami a DAPI fluoreszcencidjat 424/44 savsziiron
keresztiil detektalja. Mintanként megkozelitdleg 30000 kromoszomat vizsgaltunk. Az
adatgytijtés Cell Quest szoftwer (Becton Dickinson) segitségével tortént. Az eredményeket a
kromoszoémak relativ fluoreszcencia intenzitasainak hisztogramja (aramlasi Kkariotipus)
formdjaban kozoltik. Annak érdekében, hogy meghatarozhassuk az egyes daramlasi
kariotipusok csucsainak kromoszoma-osszetételét, minden cstcsbol (a kijel6lt szeparacios
ablakok segitségével) ~5-10 részecske/mp sebességgel 2000 kromoszomat szeparaltunk egy
mikroszkoptargylemezen 1év6, 15-pl 5% szachardzzal kiegészitett PRINS puffercseppbe
(Kubalakova és mtsai, 1997). Ezeket azutan kiszaritottuk és a kromoszoémakat kromoszoéma-
specifikus hibridizaciés mintazatot ado repetitiv DNS-probakkal (pSc119.2, Afa family, 45S
rDNS) végzett FISH segitségével azonositottuk. Az egyes izolalt mintdk kromoszoma-
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Osszetételének meghatarozasahoz altalaban >100 kromoszomat azonositottunk, majd az egyes
kromoszoémak gyakorisagat, illetve tisztasagat az azonositott kromoszomak %-aban adtuk meg.
Az egyes izolalasi kisérleteket az aramlasi kariotipusok csucsain kijel6lt szeparacids ablak
kisebb moddositasaval 2-3 alkalommal megismételtiik annak érdekében, hogy a legnagyobb
tisztasagot érjiik el az egyes kromoszomak esetében. Dolgozatomban az optimalizalt
beallitasokkal elért legjobb eredményeket mutatom be.

Kromoszomdak jelolése szuszpenzioban FISH segitségével

A kromoszomak pontosabb szétvalogatasa érdekében kétparaméteres aramlasi citometriat is
végeztiink. Ennek érdekében a szuszpenzidban 1évé kromoszomakat a DAPI-festés mellett egy
masodik fluoreszcens jeloléssel is ellattuk, melynek kivitelezése FITC fluorokrémmal
konjugalt GAA oligonukleotid-probaval torténd in situ hibridizacio segitségével tortént. A
kromoszomak szuszpenzidban torténd in situ hibridizacioés (FISHIS) jeloléséhez Giorgi és
munkatarsai (2013) modszerét adaptaltuk kisebb modositasokkal (Molnar és mtsai, 2016). 300
ul kromoszomaszuszpenziot 20 um porusatmér6jii nylon sziirén keresztiill egy 2ml-es
Eppendorf csébe szlrtiink, majd jégen taroltunk. A szuszpenzié kémhatdsit 10 M NaOH
adagolasaval (1-10 ul) pH:13,1-re allitottuk be és a szuszpenziot 15 percig 25 °C-on inkubaltuk.
Ezt koévetéen a  pH-t 9,1-re (~90-150 ul 1 M Tris-HCI) allitottuk, majd a
kromoszoémaszuszpenzidhoz hozzaadtuk a jelolt GAA probat (1 ng/ul FITC-5-
GAAGAAGAAGAAGAAGAAGAA-3’-FITC 2xSSC-ben oldva), melynek mennyiségét a

kovetkezo tapasztalati képlet alapjan szamoltuk ki:

Probamennyiség (ul) = W

ahol ’s’ a kromoszémaszuszpenzio, "N’ a NaOH oldat, mig *T” a Tris-HCI puffer mennyiségét
jelenti pl-ben megadva. Néhany kisérletben a GAA oligonukleotid-proba mellett ACG probat
(1 ng/ul FITC-5-ACGACGACGACGACGACGACG-3’-FITC 2xSSC-ben oldva) is
alkalmaztunk. Ezekben az esetekben a kiszamolt probamennyiség 50-50%-a volt GAA és ACG
oligonukleotid-proba. A jeldlt proba hozzaadasat kovetéen a kromoszomaszuszpenziot 1 oran
at 25 °C-on sotétben tartottuk, majd jégen taroltuk a kétparaméters aramlasi citometrias
vizsgalatokig.

A kétparaméteres aramlasi citometrids vizsgalatokat kisebb modositasokkal az
egyparaméteres vizsgalatokhoz hasonloan végeztiik el. A kétparaméteres aramlasi kariotipusok
meghatarozasa és az azok alapjan torténd kromoszoéma-szeparacio egy FACSAria Il SORP
aramlési citométer és szorter (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San Jos¢, USA)
segitségével tortént, mely mind a DAPI (ex. 358nm / em. 461nm), mind a FITC (ex. 495nm /
em. 519nm) fluoreszcenciajanak gerjesztéséhez sziikséges 1ézerfényforrassal (DAPI: Genesis:
A=355 nm; FITC SapphireHP: 2A=488 nm) rendelkezett. A DAPI-val festett
kromoszomaszuszpenzioban ~ 1500-2000 részecske/mp  aramlasi  sebesség  mellett
meghataroztuk a kromoszoémak FITC vs. DAPI fluoreszcencia intenzitasat, melyekbdl
eldallitottuk a minta ‘dot plot’ aramlasi kariotipusat. Ezen a szeparacios ablakok beallitasaval
kijeloltik az egyes kromoszomakra jellemzd részecskepopulaciokat, melyek kromoszoma-
tartalmat 15-20 részecske/mp rataval izolaltuk. Az izolalt frakciok kromoszomalis Gsszetételét
mikroszkdop-targylemezekre izolalt (1500-2000 db) kromoszdémakon, repetitiv DNS-probakkal
(pSc119.2, 45S rDNS ¢és Afa family) végzett FISH segitségével hataroztuk meg a korabban
leirtak szerint. Ezekben a kisérletekben is optimalizaltuk a szeparacios ablak beallitasait az
egyes kromoszomafrakciok tisztasdga érdekében, igy itt is az elért legjobb eredményeket
mutatom be.
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3.2.4. Aramlasi citometria segitségével izolalt kromoszomak szekvenalasa és
bioinformatikai analizise

Az izolalt kromoszomak egyik gyakori felhasznalasi teriilete a kromoszomak DNS-ének
szekvenalasa. Az Ae. umbellulata (AE740/03) és Ae. comosa (MvGB1039) aramlasi
citometriaval izolalt kromoszémainak DNS-ét Simkova és munkatarsai (2008) modszerével
tisztitottuk. Az Ae. umbellulata esetében a kromoszoma-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 késObb ezt a 1épést
kihagytuk. Az Ae. umbellulata kromoszomainak 2pg amplifikalt és fragmentalt DNS-ét
hasznaltuk a szekvenalasi konyvtarak elkészitéséhez (TruSeq DNA PCR-Free Library
Preparation Kit; Illumina, Inc., San Diego, USA), melyeket Illumina HiSeq 2000 platformon
szekvenaltunk a gyartd utasitasait kovetve. Minden kromoszomat kiilon ‘lane’-en
szekvenaltunk annak érdekében, hogy ~130 millio ‘paired-end’ leolvasast (leolvasas két
oldalrol) (~26 Gbp) kapjunk kromoszomanként. A 2x100 bp ‘paired-end’ leolvasasok de novo
Osszerakasait 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 hosszsagu fragmenteket hasznaltuktuk a szekvenalasi
konyvtarak eldallitdisahoz (NEBNext® Ultra™ II DNA Library Prep Kit for Illumina®),
melyeket NovaSeq 6000 (Illumina) platformon szekvenaltunk és 2x150 bp ‘paired-end’
leolvasast kaptunk eredményiil. A nyers adatokbol eltavolitottuk a nem megbizhat6 bazisokat
(Trimmomatic, Bolger és mtsai, 2014), majd az Osszerakasokat 111 bp méretli k-merek
felhasznalasaval a Meraculous v2.0.5 (Chapman és mtsai, 2011) szoftver segitségével
végeztiik. Az 1 kb-nal kisebb szkaffoldokat kihagytuk a tovabbi analizisbdl.

Az Aegilops kromoszomak genomosszeillesztései szabadon hozzaférhetdk és letolthetdk a
DRYAD repozitérium weboldalardl (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 butza-Aegilops ortolog kapcsolatok feltérképezéséhez az Aegilops kromoszomakat
reprezentald kontigokat kérdez6 szekvenciaként hasznaltuk a hexaploid buzagenom (Chinese
Spring) (IWGSC), 2014) annotalt génjeinek fehérje-szekvenciain végzett BLASTx keresések
soran. A beallitott kritériumok (minimalis illeszkedési hossz: 30 aminosav, az illeszkedd
szekvenciak minimalis hasonldsdga 90%) alapjan kapott legjobb talalatokat hasznaltuk fel a
buzakromoszomakon azonositott Aegilops génhomologok denzitasanak kiszamolasahoz,
melyhez ‘sliding window” modszert alkalmaztunk (500 kb ablakméret 100 kb eltolasokkal) és
a kapott adatokat hétérkép forméjaban abrazoltuk.

3.2.5. Génalapi markerek fejlesztése Aegilops kromoszoma-szekvenciak segitségével

Els6ként alkalmazott markerfejlesztési stratégiank a buzan azonositott EST-szekvencidk és
az Ae. umbellulata kromoszoéma-szekvenciadk kozti polimorfizmuson alapult, ezért az igy
fejlesztett markereket a tovabbiakban *EST-alapi’ markerekként emlitem. A hexaploid buza D
kromoszomain térképezett 4452 db 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.qov/) toltottik le és multi-FASTA file-formatumban mentettiik el,
melyek minden esetben tartalmaztdk az EST-szekvencidk azonositojat, valamint a
kromoszomalis lokalizaciora vonatkozé adatokat. A markerfejlesztéshez felhasznaltuk az Ae.
umbellulata kromoszomainak szekvenciaadatait is.
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A BLASTn hasonlosagi keresésekhez a Ragged Genes Genome Explorer (v.2.2.24)
programot hasznaltuk, mely grafikus feliiletet biztositott az NCBI ‘BLAST command line’
alkalmazasa szamara (Zhang és mtsai, 2000). A buza EST-ket keresé szekvenciaként
alkalmaztuk az Ae. umbellulata genomdésszeillesztéseken torténd BLASTn keresések soran,
majd a legjobb taldlatok (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. Az Aegilops szekvenciak alapjan
primereket terveztink az InDel régiokra a UGENE szoftvercsomagba integralt Primer3
alkalmazas segitségével, melyek oligonukleotid-szekvenciait az Integrated DNA Technologies
(Coralville, lowa, USA) segitségével szintetizaltattuk meg.

Masodik markerfejlesztési stratégiank az Ae. umbellulata és a homolog buzagének intron
szakaszai kozt fennallo polimorfizmuson alapult, ezért a tovabbiakban ezeket a markereket IT-
(azaz Intron Targeting) markereként emlitem. A markerfejlesztés soran az Ae. umbellulata
annotalt génmodelljeit hasznaltuk fel, melyek az egyes gének esetében informaciokat
tartalmaztak arra vonatkozdan, hogy a gén mely Aegilops kontigon talalhatd, valamint a
kontigon beliil a gén exon-intron hatdrai milyen poziciokban taldlhatok. Az automatizalt
markertervezéshez az R szoftver 3.4.0 verzidjanak Bedtools (v.2.26.0) és Primer3 (v.2.3.6)
programcsomagjait, valamint a Devtools alkalmazassal irt R script segitségével tortént. A
markertervezés fobb 1épései a kovetkezOk voltak. Elsé 1épésben BLASTn segitségével
megkerestiik az Ae. umbellulata gének btizahomologjait (az Aegilops géneket mint keres6
szekvenciakat hasznaltuk a buza referencia-genomszekvenciajan [RefSeq v1.0, (Appels és
mtsai, 2018)] végzett BLASTn keresésekhez), majd meghataroztuk az intronok pozicidit. A

crer

tartalmazza az elsé exon utolsd 100 bp hosszusagu €s az elsd intron elsé 500 bp hosszusagu
szakaszat. A tovabbiakban csak azokat a géneket hasznaltuk fel, melyek a fenti szakaszban
polimorfizmust mutattak a buza és az Ae. umbellulata kozott és az elsé intronjuk nagyobb volt
mint 500 bp. Az ezen kritériumoknak megfelelt Ae. umbellulata gének szekvenciaibol kivagtuk
az emlitett 600 bp régiokat, melyeket egy multifasta file-ban mentettiink el. Ezek utan a
multifasta file felhasznalasaval primerparokat generaltunk ugy, hogy az egyik primer az elsd
100 bp (exonspecifikus) régiora, mig a masik primer az azt kdveté 500 bp (intronspecifikus)
régiora essen. Ezt kovetden az egyes Ae. umbellulata kromoszoémékra tervezett markerekbdl
véletlenszeriien kivalasztottunk 84 primerpart (12 marker/kromoszoma), melyek
oligonukleotid-szekvenciait szintén az Integrated DNA Technologies (Coralville, lowa, USA)
segitségével szintetizaltattuk meg.

Els6 1épésben mind az EST-alapt markerek, mind az IT-markerek megszintetizalt primereit
a fajkeresztezéshez hasznalt buza (Mv9krl) és Ae. biuncialis MvGB642 sziil6i genotipusokon
teszteltik PCR segitségével. A buza és az Ae. biuncialis kozott polimorfizmust mutato
markerek (mely polimorfizmus lehet igen/nem valaszt adé Gn. ’presence-absence variation’,
vagy PAV, illetve méretbeli polimorfizmus) egy részének kromoszémalis helyzetét az U és M
kromoszomakat hordoz6 buza-Aegilops addicios vonalakon (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 biza (Chinese Spring), Aegilops (Ae. biuncialis
MvGB642) és Mv9krl-Ae. biuncialis MvGB642 amfiploid vonalakon is ellendriztiik. A PCR
reakciok kivitelezése (a reakcioelegy Osszetétele, az alkalmazott hémérsékleti profilok),
valamint az azt kovetd fragmentanalizis a COS markeranalizisek esetében leirtak szerint tortént.

Harmadik markerfejlesztési stratégidnk a buzagének cDNS-szekvencidi és az Ae.
umbellulata, valamint Ae. comosa szekvenciak kozti polimorfizmuson alapult. E stratégia
jelentésége abban rejlik, hogy a kivalasztott gének fizikai helyzetét fluoreszcensen jeldlt €s
probaként hasznalt CDNS-szekvenciaikkal, ‘single-gene FISH’ segitségével elGzetesen
meghataroztuk az Ae. umbellulata és Ae. comosa kromoszomain, ami lehetéséget adott arra,
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mtsai 2021).
3.2.6. COS markeranalizis

Kisérleteinkben a hexaploid btiza jellemzésére 1étrehozott COS (Conserved Orthologous
Set; Konzervalt Ortolog gén gylijtemény) markerek kromoszomalis helyzetét akartuk
meghatarozni Aegilops fajokon, amihez aramlasos citometria segitségével izolalt Aegilops
kromoszémak DNS-mintait, a szeparacidhoz hasznalt Aegilops fajok genotipusainak teljes
genomi DNS-ét, valamint kiilonb6z6 btiza-Aegilops addicios vonalak DNS-ét alkalmaztuk. Az
egyparaméteres aramlasos citometriaval izolalt kromoszomamintdk kinyerése és a beldliik
tortént DNS-izolalas a korabban leirtak szerint tortént (Molnar és mtsai, 2011b). Templatként
hasznaltuk a kovetkezé buza/Aegilops diszomas addiciés vonalakat: Chinese Spring/Ae.
umbellulata (JIC2010001) 1U, 2U, 4U, 5U, 6U ¢és 7U, Chinese Spring/Ae. comosa
(JIC2110001) 2M, 3M, 4M, 5M, 6M és 7TM, Mv9kr1/Ae. biuncialis (MvGB642) 1U°, 1U°6U°,
3UP, 2MP, 3MP és 7MP , valamint Chinese Spring-Ae. geniculata (TA2899) 1U9, 2U9, 3U9, 4U¢,
5U¢9, 6U9, 7U9, 1M9, 2M9, 3M9, 5M9, 6M9 és 7M? (Friebe és mtsai 1999) (Dr. Bernd Friebe,
Kansas State University, Manhattan, Kansas, USA), ezek sziil6i genotipusait, illetve a
kromoszoma-szeparalashoz hasznalt Aegilops genotipusok (Ae. umbellulata MvGB470, Ae.
comosa MvGB1039, Ae. biuncialis MvGB382 ¢s Ae. geniculata AE1311/00) teljes genomi
DNS-ét.

Osszesen 140 olyan markert valasztottunk ki szabadon hozzaférhets COS
markergylijteményekbdl (Wheat Genetic Improvement Network, WGIN:
http://www.wgin.org.uk/resources/Markers/TAmarkers.php), melyek potencialisan lefedik a
buza 1-7 homeoldg csoportjait. Az alkalmazott primerszekvenciak és PCR hdémérsékleti
profilok megtalalhatok Molnar és mtsai. (2013) publikaciojanak hattérinformacioi kozott
(Table S1: https://doi.org/10.1371/journal.pone.0070844.s002). A reverz primerek
oligonukleotid-szekvenciait fluorokrémmal (6-FAM) jeloltik annak érdekében, hogy a PCR
reakciok (10 ng templat DNS/10 pl reakcidtérfogatban; PCR késziilék: MJ Research Tetrad
PTC-225 Thermal Cycler, Waltham, Massachusetts) termékeit egy POP7 oszloppal rendelkez6
3730xl DNS-Analizator (Applied Biosystems, USA) segitségével elvalasszuk, majd a
fragmentanalizis eredményeit GeneMapper v4.0 szoftver segitségével elemezziik. A COS
markerek kiilonb6z6 templat DNS-mintdkon adott PCR-amplikonjai megtalalhatok a Molnar
és munkatarsai (2013) publikacioban.

Az eredményeink publikalasakor (Molnar és mtsai, 2013) még nem volt elérhet6 a hexaploid
buza genomjanak referencia-szekvenciaja (Appels és mtsai, 2018), azért, hogy a COS markerek
altal definialt ortolog régiokat 6ssze tudjuk hasonlitani a buza (T. aestivum) D genomja és az
Aegilops fajok U és M genomja kozott, a Brachypodium distachyon mint egyszikii modellfaj
genomjat hasznaltuk referenciaként. A COS markerek helyzetét a markerfejlesztéshez
alkalmazott EST-szekvencidknak a Brachypodium genomon alkalmazott homologia-
keresésével (BLASTn) hataroztuk meg. A COS markerek forrasanak EST-szekvencidit
(Molnar és mtsai, 2013) az EnsemblPlants online adatbazis oldalon (http://plants.ensembl.org/)
talalhatd BLASTn segitségével illesztettiik a Brachypodium genomjahoz (Brachypodium
distachyon v1.0 [IBI, The International Brachypodium Initiative, 2010]). A legjobb talalatokat
a legmagasabb ‘score’ értékek alapjan valasztottuk ki és a BLAST paraméterek (e-érték,
azonossagi % ¢és illeszkedési hossz) segitségével jellemeztiik. Az analizis soran szignifikansnak
tekintettiik azokat a talalatokat, ahol az e-érték < 2.8e™8, azonossagi % > 58.44 és az illeszkedési
hossz > 100bp volt (Molnar és mtsai, 2013). A COS markerek fizikai helyzetét a Brachypodium
kromoszoémakon (pseudomolekulakon) a legjobb talalatok illeszkedésének bp-ban megadott
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startpozicidja alapjan hataroztuk meg, majd az egyes kromoszémak méretének
figyelembevételével megszerkesztettiik a markerek fizikai térképét.

Kisérleteink masodik szakaszaban az Aegilops umbellulata AE740/03, Ae. comosa
MvGB1039, Ae. speltoides MvGB905 ¢s Ae. markgrafii MvGB428 ¢és MvGB607
kétparaméteres aramldsi citometriaval izolalt kromoszémainak DNS-mintait, illetve a
genotipusok teljes genomi DNS-ét COS markerekkel vizsgéltuk, hogy informéciot kapjunk az
egyes Aegilops genomok (U, M, S, C) és a buza kozt fennallo homeologiakapcsolatokrol [a
kisérlet részletei megtalalhatok a Molnar és mtsai (2016) publikacioban]. Kontrollként a ‘GK
Othalom’ hexaploid buizafajta DNS-ét hasznaltuk. A PCR-reakciok leirasa roviden: A buza 1-
7 homeoldg csoportjat reprezentald 123 COS marker (Quraishi és mtsai, 2009; 1. OM adat)
primereivel tortént PCR-reakciokat (0.4 uM primer /12ul reakcio-térfogatban) egy Eppendorf
Mastercycler (Eppendorf, Hamburg, Németorszag) PCR késziilék segitségével hajtottuk végre
(Molnar és mtsai, 2014). Az alkalmazott COS markerek, azok kapcsolodasi (annealing)
hémérsékletei (Ta), valamint a kapott PCR-amplikonok megtalalhatok a  Molnar és
munkatarsai (2016) publikacioban. A PCR-reakcidtermékeket egy 96 csatornas, kapillaris
elektroforézis elven miikodd (effektiv kapillarishossz 33 cm) Fragment Analyzer Automated
CE System (Advanced Analytical Technologies, Ames, USA) fragmentanalizatorral
valasztottuk szét és PROsize v2.0 szoftver segitségével elemeztiik.

Ezekben a kisérletekben (Molnar és mtsai, 2016) olyan COS markereket hasznaltunk,
melyek fizikai helyzetét a blizakromoszoémakon delécios térképezés segitségével azonositottak
(Quraishi és mtsai, 2009). Annak érdekében, hogy meghatarozzuk az egyes markerek
buzakromoszomakon elfoglalt sorrendjét, a hexaploid buza kromoszomakarjainak vazlatos
genomdosszeillesztéseiben (IWGSC, 2014) BLASTn segitségével
[(https://urgi.versailles.inra.fr/blast/blast.php; IWGSC (2014)] megkerestik azokat a
szkaffoldokat, melyek tartalmaztdk a markerek EST-szekvenciait. A BLASTn keresések
részletes eredményei megtalalhatok a Molnar ¢s munkatarsai (2016) publikacio mellékletében.
Az EST-specifikus szkaffoldok sorrendje és (cM-ban kifejezett) genetikai tavolsdga a btza-
kromoszomakarok sorba rendezett szekvencia-gyljteményeiben [(GenomeZipper V.5,
https://urgi.versailles.inra.fr/download/iwgsc/zipper/; IWGSC (2014)] megtalalhato volt, ami
lehetove tette a markersorrend meghatarozasat.

A buza-Aegilops homeologiakapcsolatok grafikus abrazolasa érdekében ekészitettiik a
buzakromoszomak genetikai és fizikai térképét, melyeken feltiintettiik a térképezett markerek
helyzetét. Kiilon térképeket készitettiink a buza A, B és D genomja alapjan, melyek koziil a
disszertacioban csak a B genom alapjan késziilt térképet mutatom be. Az A és D genom alapjan
késziilt térképek megtalalhatok az értekezés alapjaul szolgalo publikaciokban (Molnar és mtsai,
2004; 2016). A fizikai térképen az egyes delécios régiokat az ott azonositott markerek szamanak
megfeleld részre osztottuk, majd az egyes markerspecifikus delécios alrégiokat szinkddokkal
jeloltik annak megfelelden, hogy az adott marker mely homeolég csoporthoz tartozd
kromoszoman volt lokalizalt az adott Aegilops genomban. Minden egyes homeoldg csoport (1-
7) esetében 6t darab buiza delécios térképet mutattunk be annak megfeleléen, hogy a a markerek
szinkodok segitségével jelzett kromoszomalis lokalizacidja a buizagenomra, vagy az Aegilops
U, M, S, illetve C genomjara vonatkozik-e. Mindez lehet6vé tette annak a garfikus abrazolasat,
hogy a vonatkozd buzakromoszoéma-régié mely homeoldg csoporthoz tartozé kromoszoéman
lokalizalt az egyes Aegilops genomokban.

3.2.7. Az Ae. biuncialis kétsziilos genetikai térképének eléallitasa
Az Ae. biuncialis (2n=4x=28; UPU°MPMP) MvGB642 és MvGB382 genotipusait tobb, mint

20 éve tartjuk fenn Ontermékenyitéssel, és keresztezési partnerként hasznaljuk a buza
elénemesitési programokban. A két genotipus kozott jelentds kiillonbséget tapasztaltunk
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szarazsagtiirésiikben (Molnar és mtsai, 2004), viragzasi idejiikben (lvanizs és mtsai, 2019),
étkezésirost-(B-gliikan)-tartalmukban  (Rakszegi és mtsai, 2017) ¢és levélrozsda-
rezisztenciajukban, ezért idedlis sziildi partnerek lehetnek egy olyan F» szegregald térképezési
populacié 1étrehozasahoz, melynek tagjaibol a fent emlitett tulajdonsagok QTL térképezésére
alkalmas rekombinans beltenyésztett vonalakat lehet eléallitani. A két genotipus
keresztezésébdl szarmazd F1 hibrideket ontermékenyitve 262 F2 genotipust allitottunk eld. Az
F. genotipusok allélosszetételének meghatidrozasa a beldliik izoladlt DNS-mintdkon (Quick
Gene-Mini80; FujiFilm, Tokyo, Japan) DArTseq ’genotyping-by-sequencing’ technologia
(Diversity Arrays Technologies Pty. Ltd., Australia; https://www.diversityarrays.com/)
segitségével, DArTseq™ 1.0’ platform alkalmazasaval tortént. Annak érdekében, hogy az
egyes kapcsoltsagi csoportokat az Aegilops U és M kromoszomakhoz tudjuk kotni, az Ae.
biuncialis diploid genom donorfajainak (Ae. umbellulata AE740/03 és Ae. comosa MvGB1039)
teljes genomi DNS-ét és az aramlasi citometriaval szeparalt kromoszomaik (1U-7U, 1M-7M)
DNS-mintait szintén genotipizaltuk, csakugy, mint a fajkeresztezésekhez hasznalt
buzagenotipusokat (Mv9krl, Chinese Spring). A markerek eldallitasanak fobb 1épései a
kovetkez6k voltak: a genomi DNS-mintak Pstl/Taql endonukleazokkal torténé emésztése, a
kapott fragmentek Pstl adapterrel vald ligalasa, majd felszaporitasa az adapter-szekvencakkal
komplementer primerek segitségével, majd a felszaporitott szekvencidk transzformacidja E.
coli-ba. Végiil a felszaporitott és transzformalt szekvenciak de novo szekvenalasa Illumina
HiSeq2500 platformon. Mindezek eredményeként két markertipust, Silico-DArT és SNP-DArT
markereket kaptunk. A Silico-DArT markerek dominansak és a szekvenalt genomi fragment
(azaz a Pstl/Taql restrikcios felismerési helyek) adott mintaban vald jelenlétét/hianyat
reprezentaljak, mig az SNP markerek kodominansak és a genomi fargenten beliili szekvencia-
polimorfizmust tiikkrozik az egyes mintak kozott.

A generalt markerek koziil a hozzajuk tartozo statisztikai paraméterek alapjan kisziirtiik
azokat, melyek til sok hianyzo adatpontot tartalmaztak az egyes genotipusokon (<0,95 Call
Rate) vagy kicsi reprodukalhatosaggal rendelkeztek (<0,95 Reproducibility). Szintén kizartuk
a szUl6i Ae. biuncialis genotipusok kozt nem polimorf markereket, valamint azokat, amelyek
legalabb az egyik sziilon heterozigéta eredményt adtak, illetve azokat melyek nem megfeleld
hasadasi aranyt mutattak (kodominans SNP-DArT markerek: 1:2:1, dominans Silico-DArT
markerek: 1:3) az F> generacioban. Az F2 genotipusok koziil kizartuk azokat, melyek t6bb mint
10%-ban tartalmaztak hidnyz6 markeradatokat. Mindezen szlirési 1épések eredményeként a
térképszerkesztéshez 224 F» genotipust, 5893 SNP-DArT és 22180 Silico-DArT markert
hasznaltunk fel.

A térképszerkeztéshez a MultiPoint szoftvert (www.multigtl.com) hasznaltuk, mely a
térképszerkeztés soran a markeradatok ismételt mintavételezésének alkalmazasaval képes a
szomszédos instabilitdsokat okozd markerek kisziirésére. Els6 1épésben egy vaztérképet
hoztunk létre a kodomindns SNP-DArT markerek felhasznalasaval. Az ‘F2_population’
beallitas és 0,25 maximum rekombinacidés gyakorisagi hatarértéket (rfs) alkalmazva
meghataroztuk a kapcsoltsdgi csoportokat, majd az egyes kapcsoltsdgi csoportok
markersorrendjét és tovabb optimalizaltuk a markerek alcsoportjainak ‘jack-knife’ modszerrel
torténd ujra-mintavételezésével (Mester és mtsai, 2003). A > 90% ‘jack-knife’ értékkel
rendelkezd, sorba rendezett markerek mint vaz- (vagy °‘skeleton’) markerek alkottdk a
vaztérképet, mig a fennmaradé markereket kezdetben eltavolitottuk a térképbdl, csakiugy, mint
az ugyanolyan térképpozicioval rendelkezd ‘redundans’ markereket. Masodik lépésben a
vaztérkép legoptimalisabb intervallumaihoz illesztettiik a kezdetben kizart dominans Silico-
DArT markereket (kiilon-kiilon az anyai ¢€s apai genotipusokra specifikus dominans
markereket), melyeket ezutdn ‘csatolt’ (‘attached’) markerekként jeldltiink. A végsd teljes
térkép a redundans markereket is tartalmazza ‘kiildott’ (‘delegate’) markerekként emlitve.
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A kapcsoltsagi csoportok kromoszémakhoz valé hozzarendelése soran felhasznaltuk az
egyes markercsoportoknak a diploid Ae. umbellulata-n (UU) és Ae. comosa-n (MM), valamint
izolalt kromoszomaikon meghatarozott all¢ladatait. Szintén figyelembe vettiik az egyes
kromoszomak esetén fennalld buza-Aegilops homeoldgiaviszonyokat, melyeket el6zéleg az Ae.
umbellulata szegregal6 genetikai térképének felhasznalasaval hataroztak meg (Zhang és mtsai,
1998; Edae és mtsai, 2017), illetve az Ae. comosa génalapu citogenetikai (‘single-gene FISH”)
térképének elkészitésével kaptunk.

Annak érdekében, hogy informaciokat kapjunk az Ae. biuncialis genetikai térképének
kapcsoltsagi csoportjai és a hexaploid buza kromoszémai kozott fennallé szinténiardl, a
térképezett markerek szekvenciait a hexaploid btiza (Chinese Spring) referenciagenom (v1.0)
szekvenciaihoz (IWGSC 2018) illesztettiik a Blast Command Line Application 2.9.0
(ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/) BLASTn szoftvercsomagjanak segitségével a kovetkezod
paraméter-beallitasok mellett: -task ‘blastn’; -evalue 1e-5; -max_target_seqs 1; -max_hsps 1. A
markerszekvencidk  buzakromoszomékon adott legjobb taldlatainak kromoszémalis
buzakromoszoémak kozti kolinearitast a Strudel szoftver (https://ics.hutton.ac.uk/strudel/)
segitségével vizsgaltuk. Végiil a kapcsoltsagi csoportokat az Ae.biuncialis kromoszomak
jelenleg alkalmazott nomenklaturaja (Badaeva és mtsai, 2004) alapjan rendeltiik hozza az 1U-
7UP és az IMP-7MP kromoszoémakhoz. A centimorgan (cM) értékeket a Kosambi térképfiigvény
szerint (Kosambi, 1943) hataroztuk meg. A vaztérkép garfikai megjelenitése a Strudel szoftver
segitségével tortént.

3.2.8. Statisztikai analizis
Az Mv9krl x Ae. biuncialis MvGB642 4U addiciés vonal, a 4M(4D) és 5SM(5D)

szubsztiticidos vonalak morfologiai tulajdonsagait a buza sziilével (Mv9krl) egytényezds
varianciaanalizis segitségével hasonlitottuk 6ssze, P<0,05 és P<0,01 megbizhatosagi szinteken.
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4. EREDMENYEK és MEGVITATASUK
4.1. Vad fajok kromoszomainak izolalasa aramlasi citometria segitségével
4.1.1. Kromoszomaizolalas méret alapjan (egyparaméteres flow sorting)

Annak érdekében, hogy a keresztezési programokban génforrasként alkalmazott
kecskebuza- (Aegilops) fajok genomszervezddését az egyes kromoszomak szintjén tudjuk
vizsgalni és az igy eldallitott informacidkkal (pl. a kromoszomak szekvencia-Osszerakasai,
génosszetétele) és molekularis eszkoztarral (pl. kromoszoma-specifikus molekularis markerek)
kozvetleniil javitsuk a fajidegen génatvitel hatékonysagat, megvizsgaltuk, hogy lehet-e az egyes
Aegilops kromoszomakat nagy tisztasagban izolalni aramlasi citometria segitségével. Ezekben
a 2008 ¢és 2015 kozott végzett kisérletekben az Aegilops fajok  mitotikus
kromoszémaszuszpenzidjat DAPI-val festettiik, majd meghataroztuk az egyes kromoszomak
méretével aranyos DAPI fluoreszcencia intenzitast. A *Részecskeszam-DAPI fluoreszcencia’
hisztogramokon (aramlasi kariotipusokon) megjelend csucsok a hasonlé méretii
kromoszoémakat reprezentaljak. Az egyes csiicsok kromoszomalis Gsszetételét (a csticsokbol
mikroszkoptargylemezekre szeparalt reprezentativ mintakon végzett) FISH modszerrel,
pScl19.2, Afa family és 45S rDNS probaval hataroztuk meg. Ezek segitségével az egyes
Aegilops kromoszomak azonosithatok voltak.

4.1.1.1. U és M kromoszomak izolalasa Aegilops fajokbol

Az dramlasi kariotipusokban 1év0 csticsok kromoszomalis dsszetételének meghatarozasahoz
a felhasznalt Aegilops genotipusok kariotipusat a gyokércsucs o0sztodd merisztémasejtjein
végzett FISH segitségével ellendriztiik. Az Afa family, pSc119.2 és 45S rDNS probaval végzett
FISH eredményeként az egyes kromoszomak azonosithatok voltak (3. abra).

A diploid Ae. umbellulata (UU) MvGB470 és Ae. comosa (MM) MvGB1039, valamint a
tetraploid Ae. biuncialis (UPUPMP®MP) MvGB382 és Ae. geniculata (USUSM9IMY) AE1311/00
genotipus DAPI-val festett kromoszémaszuszpenzidinak vizsgéalata soran megalapitottuk, hogy
mind a négy faj aramlasi kariotipusa négy csticsbol all (4. abra), azaz a kromoszomak méret
alapjan négy fO csoportra oszthatok. Ugyanakkor a csticsok felbontasat €s az aramlasi

Az Ae. umbellulata elsé harom csucsa (I-III) jol megkiilonboztethetd volt a negyedik,
Osszetett csucstol (4. abra). A csucsokbol izolalt és mikroszkop-targylemezeken fixalt
kromoszoémakon végzett FISH-sel megallapithato volt, hogy az Ae. umbellulata elsé csucsa
megfelel az 1U kromoszoémanak, melyet tobb mint 95%-os tisztasdgban tudtunk izolalni (2.
tablazat). A masodik és harmadik csucsban a 6U és a 3U kromoszoma dominalt, tisztasaguk
74.1% és 86.4% volt. Ahogyan az véarhato volt, az dsszetett negyedik cstcs a 2U, 4U, 5U és 7U
kromoszémat tartalmazta.

Az Ae. comosa esetében a jol elkiiloniilt elsé csucsra az 1M és 4M kromoszoma Volt
jellemzd, mig a rosszul elkiilonithetd masodik €s harmadik cstcs foként a 6M ¢és 2M
kromoszomat tartalmazta, a SM kromoszéma mindkét csticsra jellemz6 volt (4. dbra). Végiil a
jol megkiilonboztethetd negyedik csucsban a 3M és 7M kromoszoéma volt meghatarozhato.
Szintén megallapithatd volt, hogy egyik M kromoszoémat sem lehetett méret alapjan nagy
tisztasdgban (>80%) izoldlni. Megfigyelhetd volt az is, hogy az Ae. comosa aramlasi kariotipus
csticsai a nhagyobb fluoreszcenciaintenzitasoknal (560-680) jelentkeztek (azaz nagyobb
méretliek voltak) az Ae. umbellulata-hoz képest (480 - 640).
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3. abra Az Ae. umbellulata MvGB470 (2n=2x=14, UU) (A), Ae. comosa MvGB1039 (2n=2x=14, MM) (B), Ae.
biuncialis MvGB382 (2n=4x=28, UPU’MP®MP) (C) és az Ae. geniculata AE1311/00 (2n=4x=28, USU’MM?9) (D)
kromoszoémainak azonositasa fluoreszcens in situ hibridizacioval harom repetitiv DNS-proba segitségével. A
pSc119.2 probat FITC-cel (zold), az Afa family probat rodaminnal (piros), a 45S rDNS probat 50%-50% FITC-
cel és rodaminnal (sarga) jeloltiik. Skala: 10 pm. [Molnar és munkatarsai (2011a) nyoman.]

A FISH analizis jelentés kiilonbségeket tart fel az allotetraploid Ae. biuncialis (UPUPMPMP)
¢és Ae. geniculata (UUSMSMY) aramlasi kariotipus-csticsainak kromoszomalis Osszetétele
kozott (4. abra, 2. tablazat). Az Ae. biuncialis 1 db kromoszéma-specifikus csuccsal
rendelkezett, melybdl az 1UP kromoszoma nagy tisztasagban (>95%) volt izolalhato. A tovabbi
harom dsszetett cstics koziil a 1. csiucs az 5MP, 3MP, 4AMP, 6MP, 3UP, és 6UP kromoszomat
reprezentalta, mig a Ill. cstucsra a IMP, 3MP, 2MP, 2UP, 4UP, 5U° és 7UP kromoszoma volt
jellemz6. A 3MP kromoszoma hasonlé gyakorisagban volt kimutathato e két cstcsban. A V.
cstcs féként a 7MP kromoszomat tartalmazta, amit 80%-ot meghaladé tisztasagban tudtunk
izolalni.

Az Ae. geniculata I. csucsa az 1UY és 6M9 kromoszomat, mig a 1. csticsa a 3U9, 4U9 és 6UY
kromoszomat tartalmazta. A 2M9, 4M9, 5M9, 2U¢, 5U9 és 7U9% kromoszoma a Ill. cstucsban
helyezkedett el, mig a legnagyobb 1M9, 3M? és 7M9 kromoszoma a nagyobb fluoreszcencia
intenzitasoknal megjelend IV. csticsban volt talalhato.
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4. abra Az Ae. umbellulata MvGB470 (2n=2x=14, UU), Ae. comosa MvGB1039 (2n=2x=14, MM), Ae. biuncialis
MvVGB382 (2n=4x=28, UPU’MPMP) és az Ae. geniculata AE1311/00 (2n=4x=28, UIUIMIMY) DAPI-val festett
kromoszoma szuszpenzidinak aramlasi kariotipusa €s a csucsok kromoszomalis Osszetétele. Az izolalt
kromoszémak azonositasa a pSc119.2 (z6ld), Afa family (vords) és 45S rDNS (sarga) proba alkalmazasaval,
FISH segitségével tortént. (*: forditott jel6lés). [Molnar és munkatarsai (2011a) nyoman.]
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2. tablazat Az Ae. umbellulata, Ae. comosa, Ae. biuncialis és Ae. geniculata kromoszoémainak megoszlasa az
aramlésikariotipus-csticsokban a beallitasok optimalizalasa utan. A szamok az egyes kromoszomak szazalékos
gyakorisagat mutatjak az adott csticsban (adott kromoszoma/Gsszes kromoszéma X 100).

Genom  Kromoszoma I Cstcs Il. Csiucs |1l Csics IV. Cstlics
Ae. umbellulata U 1 98.9 25.8 4.32 -
2 - - - 31.3
3 - - 86.4 -
4 - - - 16.0
5 - - - 30.6
6 - 74.1 9.25 -
7 1.03 - - 22.0
Vizsgalt kromoszomak szama 97 120 162 150
Ae. comosa M 1 44.4 16.34 - -
2 3.4 4.28 63.8 -
3 - - - 524
4 37.6 - - -
5 2.5 30.7 34.2 -
6 11.9 47.1 1.8 -
7 - - - 47.5
Vizsgalt kromoszémak szama 117 104 108 82
Ae. biuncialis uP 1 95.94 0.46 - -
2 037 1.38 21.35 0.625
3 11 21.75 - -
4 - 0.46 7.76 3.125
5 - - 12.62 0.625
6 258 8.79 - -
7 - - 15.53 9.375
MP 1 - - 10.19 1.25
2 - - 18.44 2.5
3 - 13.8 13.59 -
4 - 19.44 - 0.625
5 - 25.0 - -
6 - 8.79 - 0.625
7 - - 0.48 81.25
Vizsgalt kromoszomak szama 271 216 206 160
Ae. geniculata U9 1 52.0 1.7 - -
2 2.6 2.6 24.3 -
3 1.3 27.8 2.8 -
4 53 28.7 - -
5 - - 215 -
6 0.6 374 1.8 -
7 - - 11.2 -
Mm¢ 1 - 0.8 - 28.8
2 - - 13.0 -
3 - - - 42.3
4 - - 14.0 3.8
5 - - 12.1 -
6 38.0 0.8 - -
7 - - - 25.0
Vizsgalt kromoszémak szama 150 115 107 104

Osszegzésként elmondhatd, hogy méret (azaz DAPI fluoreszcencia) alapjan csak az Ae.
umbellulata 1U, 6U és 3U, valamint az Ae biuncialis 1U és 7M kromoszomaja izolalhatd
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nagyobb tisztasagban. Megfigyelhet6 volt az is, hogy egyes kromoszomak (pl. 4U, 2M, 3M,
4M, 6M stb.) eltéré csucsokban jelentek meg a diploid (Ae. umbellulata és Ae. comosa) és
tetrapolid (Ae. biuncialis és az Ae. geniculata) fajokban, ami a kromoszomak méretének eltérd
valtozasaira utal az egyes fajok képzddése soran.

4.1.1.2. Kromoszémak izoldlasa a kenyérbuiza diploid 6seibol

A hexaploid buza diploid 6seinek (T. urartu, Ae. speltoides és Ae. tauschii) genomikai
vizsgalata jelentOsen segitheti az agronomiai szempontbdl fontos gének kiilonbozé vad
valtozatainak azonositasat, valamint ezek fajkeresztezések révén torténé hasznositasat a
nemesitésben. Ezen genomikai alkalmazasok eldsegitése céljabol vizsgéaltuk meg annak
lehetdségét, hogy lehet-e egyedi kromoszomékat izolalni a buza diploid genomdonorfajaibol.
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5. abra A T. urartu MvGB115 (A), Ae. speltoides MvGB905 (B) és Ae. tauschii MvGB605 (C) kromoszémainak
azonositasa fluoreszcens in situ hibridizaciéval harom repetitiv DNS-proba segitségével, valamint az A, S és D
genomi kromoszomak pScl19.2, Afa family és 45S rDNS repetitiv DNS-probakkal adott kariotipusa és
idiogrammja (D). A pSc119.2 probat FITC-cel (z61d), az Afa family probat rodaminnal (piros), a 45S rDNS probat
50%-50% FITC-cel és rodaminnal (sarga) jeloltiik. A hibridizacios jelek ‘fraction lengths’ (FL) értékeinek
meghatarozasa 15-20 mérés alapjan tortént. Skala: 10 pm. [Molnar és munkatarsai (2014) nyoman]

Az é4ramlési citometrids analizisek eldtt ebben az esetben is megvizsgéaltuk a felhasznalt
genotipusok, a T. urartu MvGB115 (AA) , Ae. speltoides MvGB905 (SS ~ BB) és Ae. tauschii
MvGB605 (DD) kromoszomainak FISH  hibridizaciés mintdzatat  gyokércsics
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merisztémasejtekbdl készitett kromoszoma-preparatumokon az Afa family, pSc119.2, és 45S
rDNS proba segitségével (5. abra). Az altaluk kapott mintazatokat Osszehasonlitottuk a
tetraploid (AABB) és hexaploid (AABBDD) buza kariotipusdnak mintdzataval (Badaeva és
mtsai, 1996a, 1996b; Kubaldkova ¢és mtsai, 2005; Sepsi és mtsai, 2008). Néhany kromoszoma
esetében kiilonbségeket figyeltiink meg az egyes probak hibridizacids jeleinek meglétében,
illetve intenzitasdban a diploid dsok ¢és a tetraploid, valamint hexaploid buza kariotipusa kozott.
A kiilonbségek részletes elemzése megtalalhatd Molnar és munkatarsai (2014) cikkében, de
tekintettel arra, hogy ezek a kiilonbségek nem befolydsoltdk az egyes kromoszomak
azonosithatdsagat (5. abra), itt ezeket részletesen nem targyalom. Az aramlasos citomertiai
vizsgélatok soran megallapithatd volt, hogy a hexaploid buza mindegyik diploid &sének
aramlasi kariotipusa harom csuccsal rendelkezik (I-III) (6. abra), melyek kromoszémalis
Osszetétele hasonlo. Az els6 cstcs az 1-€s, 4-es és 6-0S homeoldg csoport kromoszomait, a
kettes cstics az 5-0s homeolog csoporthoz tartoz6 kromoszomat, mig a harmas cstcs a 2-€s, 3-
as €és 7-es homeoldg csoport kromoszomait tartalmazza.
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6. abra A T. urartu MvGB115 (2n=2x=14, A"AY), Ae. speltoides MvGB905 (2n=2x=14, SS) és Ae. tauschii
MvGB605 (2n=2x=14, DD) DAPI-festett kromoszéma szuszpenzidinak aramlasi kariotipusa és a csticsokra
jellemz6 kromoszomak. Mindharom kariotipus 2-2 kevert csucsot (I, III) tartalmaz, melyek 3-3 kromoszémat
reprezentalnak. Az 5-6s kromoszomakat (5AY, 5S, 5D) reprezentalo I1. csucs csak az Ae. tauschii esetében (C)
kiiloniilt el jelentdsen, mig a T. urartu és Ae. speltoides esetében az 5-6s kromoszomat reprezentald I1. csucs a I11.
cstics (T. urartu) iletve az 1. cstcs (Ae. speltoides) vallaként jelenik meg. A cstucsokbdl izolalt mitotikus
kromoszoémak azonositasa a pSc119.2 (zo6ld), Afa family (voros) és 45S rDNS (sarga) repetitiv DNS-probaval
végzett FISH segitségével tortént. Az egyes kromoszomakat ahhoz a csucshoz rendeltiik, ahol az adott
kromoszdéma gyakorisaga a legnagyobbnak bizonyult. [Molnar és munkatarsai (2014) nyoman]

Ugyanakkor kiilonbségek voltak a csucsok felbontdsaban €és az aramlési kariotipuson elfoglalt
helyzetiikben. Mig a T. urartu és az Ae. speltoides estében a Il. csucs csak részlegesen volt
elkiilonithetd az 6sszetett I. és 111. csticstol, az Ae. tauschii 1. cstcsa egyértelmiien elkiilonithetd
volt (3. abra). Ezen feliil a T. urartu csticsai nagyobb fluoreszcenciaintenzitasoknal (115 - 160)
jelentkeztek, mint az Ae. speltoides esetében (105 - 140), mig az Ae. tauschii cstcsainak
pozicioi a legkisebb fluoreszcenciatartomanyokban voltak talalhatok (95 - 135) (6. abra).
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Kimutathato volt, hogy a T. urartu esetében a II. csucsbol a genom 15.23%-at reprezentald SAY
kromoszoémat 78%-os tisztasagban tudtuk izolalni, az Ae. speltoides 5S kromoszomaja (mely
kb. 13.88%-a az S genomnak) 89%-os tisztasagban volt izolalhato, mig az Ae. tauschii 5D
kromoszoémajanak (a D genom kb. 15.56%-a) 87,3%-0s tisztasagu frakciodja volt kinyerhetd (6.
abra, 3 tablazat).

3. tablazat Az egyes aramlasikariotipus-csucsok (I-III) kromoszoma-tartalmanak Osszetétele a T. urartu
MvGB115, az Ae. speltoides MvGB905 és Ae. tauschii. MvGB605 genotipus esetében. A csticsokhoz tartozo
szamok az adott kromoszoémak ardnyat jelentik a vizsgalt kromoszoémak szamanak szazalékaban.

Faj Genom Kromoszoma |. Csucs Il. Cstics I1l. Csucs
T. urartu A 1 25.64 141 -

2 - 0.28 32.69

3 - 2.25 34.39

4 38.61 0.56 -

5 0.28 78.53 1.69

6 35.44 0.84 -

7 - 16.1 31.21
Vizsgalt kromoszomak szama 347 354 471
Ae. speltoides S 1 29.69 5.19 0.19

2 - - 36.59

3 - - 36.39

4 31.51 2.28 -

5 11.31 89.8 0.19

6 27.47 2.7 0.38

7 - - 26.24
Vizsgalt kromoszémak szama 495 481 522
Ae. tauschii D 1 34.17 0.82 -

2 - 0.13 31.02

3 - 11.0 29.67

4 36.46 0.68 -

) - 87.3 0.84

6 29.35 - -

7 - - 38.44
Vizsgalt kromoszomak szama 436 727 593

Osszességében elmondhato, hogy egyparaméteres aramlasi citometriaval méret alapjan a biiza
diploid dseibdl az 5-6s homeolog csoport kromoszomai (5A, 5S €s 5D) izolalhatok megfeleld
tisztasagban.

4.1.1.3. Kromoszémak izolalasa a C genommal rendelkezé Aegilops fajokbol

A C genommal rendelkez6 Aegilops fajok szintén hasznos génforrasi lehetnek a buzanemesitési
programoknak, melyek genomikai vizsgalata eldsegitené az e fajokbol torténd génatvitel
hatékonysagat. Ezt eldsegitendd, megvizsgaltuk annak lehetdségét, hogy a C genom diploid
donorfajabol, az Ae. markgrafii-bol (2n=2x=14, CC), illetve ennek természetes allotetraploid
hibridjeibél, az Ae. triuncialis-bol (2n=4x=28, U'U'C'C") és Ae. cylindrica-bol (2n=4x=28,
D®DCCCC®) lehet-e tiszta kromoszomafrakciokat izolalni méret alapjan.

Az aramlasi citometriai vizsgalatok eldtt meghataroztuk az Ae. markgrafii MvGB428, az Ae.
triuncialis MvGB585 ¢és az Ae. cylindrica MvGB1719 kariotipusat is. Ezeket referenciaként
hasznaltunk az dramlésikariotipus-csticsok altal reprezentéalt kromoszomak azonositdsdhoz. A
kariotipusok meghatarozasat az el6z6 fejezetekhez hasonléan FISH-sel (Afa family, pSc119.2
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¢és 45S rDNS probaval) végeztiik, melyet az Ae. triuncialis és Ae. cylindrica esetében genomi
in situ hibridizacidval (GISH) is kiegészitettiink (7. abra).

7. abra Az Ae. markgrafii MvGB428 (A), Ae. cylindrica MvGB1719 (B, C) és Ae. triuncialis MvGB585 (D, E)
kromoszdémainak azonositasa fluoreszcens in situ hibridizacioval (FISH) harom repetitiv DNS-proba segitségével
(A, B, D) és genomi in situ hibridizaciéval (GISH) (C, D). A FISH soran a pSc119.2 probat FITC-cel (zold), az
Afa family probat rodaminnal (piros), a 45S rDNS probat 50%-50% FITC-cel és rodaminnal (sarga) jeloltik. A
GISH-hez D és C (C), illetve U és C genomi probakat (D) alkalmaztunk, ahol a C genomot FITC-cel (zo1d) (C,
E), mig a D (C) és U genomot (E) rodaminnal (v6ros) jeldltiik. Az Ae. triuncialis esetében a diszomas U/C reciprok
transzlokaciokat (T1: 6U'S.6U'L-5C'L és T2: 5C'S.5C'L-6U'L) nyilak jelolik. Skala: 10 um. [Molnar és
munkatarsai (2015) nyoman]
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Az Ae. umbellulata (UU), Ae. markgrafii (CC) és Ae. tauschii (DD) jelolt genomi DNS-ének
mint U, C, illetve D genomi probaknak az alkalmazasa lehet6vé tette az Ae. cylindrica C° és
D¢ genomhoz tartozé kromoszémadinak, valamint az Ae. triuncialis C' és U' genomu
kromoszémainak egyértelmii megkiilonboztetését is (7. abra). Mindezek eredményeként a
harom faj kromoszémait egyértelmiien azonositani tudtuk. A GISH alkalmazasa lehetové tette
egy UYC' reciprok transzlokaci6 kimutatasat az Ae. triuncialis MvGB585 genotipusban, melyet
a diploid 6s6k (Ae. markgrafii és Ae. umbellulata) 5C és 6U kromoszomajanak hibridizacios
mintazatahoz vald hasonlosag alapjan (5C: diagnosztikus Afa és 45S rDNS jel a rovid karon,
pScl19.2 jel a hossza kar telomérdjan; 6U: terminalis Afa jel az akrocentrikus kromoszéma
rovid karjan és a hosszii kar intersticialis poziciéjaban) 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 kromoszémaszuszpenziok dramlasi citométeres vizsgalataval
kimutattuk, hogy az Ae. markgrafii aramlasi kariotipusa négy jol elkiilonithet6 cstcsbol all (8.
abra). Az 1. és II. csucs az 1C, 6C és 7C, illetve a 2C és 3C kromoszoémat tartalmazta. A III. és
IV. cstcs megfelelt a C genom 15.15%, illetve 14.72%-at reprezentaldo 5C és 4C
kromoszoémanak, melyeket 66.2% , illetve 91.3%-os tisztasagban tudtunk izolalni [8. abra, az
egyes csucsok pontos kromoszomalis dsszetételét bemutato tablazatot itt nem mutatom be, de
megtalalhato a disszertaci6 alapjaul szolgalé Molnar és munkatarsai (2015) publikacioban].

Az Ae. triuncialis esetében az I. és II. cstcs jol elkiilonitheté volt, ami megfelelt a
6U'S.6U'L-5C'L transzlokacionak, illetve a genom 5,7%-4t reprezentald 7C' kromoszomanak.
A két kromoszodmat 90,1%, illetve 70%-os tisztasagban lehetett izolalni. A csak részlegesen
megkiilonboztethetd III. és IV. cstics a 3C', 6C!, 1U' és 3U', valamint az 1C', 4C' és 4U!
kromoszémacsoportot tartalmazta. Végiil az V. csucsra a 2C', 2U¢, 5U¢, és 7U' kromoszoma,
valamint a T2:5C'S.5C'L-6U'L transzlokacids kromoszdma volt jellemzé (8. 4bra).

Az Ae. cylindrica hat csucsa koziil négy jol elkiiloniilt (1., I1., V. és VL. csucs), mig a II1. és
IV. cstics nem volt teljesen megkiilonboztethetd (8. abra). A 1. és V. cstcs specifikus volt az
1C°¢ és 5D kromoszomara, melyeket 67.5%, illetve 84.9% tisztasagban izolaltunk (8. abra). Az
Osszetett 1. és III. csucs altal reprezentalt kromoszémacsoportok Osszetétele 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° kromoszoémat mutattuk ki.

Jellemz6 kiilonbség volt, hogy a diploid Ae. markgrafii aramlasikariotipus-csucsai Kisebb
fluoreszcencia intenzitasoknal jelentek meg (380-500), mint a tetraploid Ae. triuncialis (390-
610) és Ae. cylindrica (390-590) C kromoszomaié (8. abra). Ez altalaban jellemz6 a diploid és
tetraploid fajok kariotipusaira.
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Csucs  Ae. caudata Ae. triuncialis Ae. cylindrica
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8. abra Az Ae. markgrafii MvGB428 (CC), Ae. triuncialis MvGB585 (U'U'C'CY) és Ae. cylindrica MvGB1719
(D°DCC®) DAPI-val festett kromoszomaszuszpenzidinak aramlasi kariotipusa és a csucsokra jellemz6
kromoszémak. A csticsokbol izolalt mitotikus kromoszomak azonositasa a pSc119.2 (z6ld), Afa family (voros) és
45S rDNS (sarga) repetitiv DNS-probaval végzett FISH segitségével tortént. Az egyes kromoszomakat ahhoz a

csticshoz rendeltiik, ahol az adott kromoszéma gyakorisaga a legnagyobbnak bizonyult. [Molnar és munkatarsai
(2015) nyoman]

4.1.2. Kromoszomaizolalas méret és a mikroszatellit ismétlédések gyakorisaga alapjan
(kétparaméteres flow sorting)

Annak érdekében, hogy az idegenfaju génatvitel soran az Aegilops kromoszomakat, illetve
azok szegmentumait pontosabban meg tudjuk hatarozni, tovabbi mikroszatellit ismétlédéseket
tartalmaz6 FISH probak kariotipusait irtuk le a keresztezésekhez hasznalt fajokon. A (GAA),
¢s (ACQG)n ismétlédések nagyobb klasztereinek kromoszomalis elhelyezkedését a pSc119.2,
Afa family és 45S rDNS probaval, valamint a mikroszatellit probakkal egymast kovetden
végzett FISH segitségével hataroztuk meg.
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Els6 1épésben a vizsgalt diploid Ae. umbellulata, Ae. comosa, Ae. speltoides és Ae.
markgrafii) gyokércsucsi  osztddd merisztémasejtjeinek metafazisos kromoszomait
azonositottuk a pSc119.2, Afa family és 45S rDNS probaval adott referencia-kariotipusuk
alapjan (Badaeva ¢és mtsai, 1996ab; Molnar és mtsai 2011a) (10. abra). Az AE740/03 Ae.
umbellulata genotipus hibridizacids mintazata csak kismértékben tért el attol, amit korabban az
MvGB420 genotipus esetén figyeltiink meg (interkalaris Afa hibridizacios sav megjelenése a
7UL kromoszémakaron). Az Ae. comosa MvGB1039 genotipusrol szintén elmondhato, hogy
kariotipusa nagyrészt hasonld a korabban vizsgalt JIC211001 genotipushoz (a kiilonbséget a
disztalis pSc119.2 jel hianya a 2MS és 3MS karon jelenti) (10. abra). A submetacentrikus 5M
kromoszéma a telomérakon elhelyezkedé pSc119.2 jelek alapjan kiilonbdztethetd meg a 2M
kromoszomatol, mig a hosszu karon talalhatdé szubteloméras pSc119.2 jel alapjan szintén
megkiilonboztethetd a 7M kromoszéma a 3M kromoszomatol.

9. abra Fluoreszcens in situ hibridizaci6 az Aegilops markgrafii MvGB428 mitotikus metafazisos kromoszoémain
GAA (z61d) és ACG (vorés) mikroszatellit probaval (a—c), valamint 45S rDNS (sarga) és pSc119.2 (z61d) probaval
végzett ujrahibridizalast kovetden (d). A kromoszoémak kontrsztfestése DAPI-val (sziirke) tortént. Skala =10 pum.
[Molnar és munkatarsai (2016) nyoman]

A fenti repetitiv DNS-probakkal az Ae. speltoides MvGB905 genotipus a korabban
publikalthoz (Badaeva és mtsai, 1996a, 1996b) hasonlo kariotipust mutatott. A 6S
kromoszomat a szatelliten talalhatd pSc119.2 jel kiilonbozteti meg az 1S kromoszomatol, mig
a 7S kromoszomat a rovid kar szubteloméras pSc119.2 jele kiilonbozteti meg a hozza hasonld
3S kromoszomatol (10. abra).

Az Ae. markgrafii MvGB428 genotipusanak kromoszomai szintén azonosithatok voltak. Az
akrocentrikus 6C és 7C kromoszoma jellemzo hibridizacios mintazatot mutatott a pSc119.2
probaval (a pericentrikus sadv a 6C hosszu karjara, mig az interkalaris sav a 7C hosszu karjara
jellemzd). A harmadik akrocentrikus kromoszéma, a 3C, a rovid karon talalhatd gyenge €s a
hosszt karon talalhatd erds teloméras pScl119.2 jel alapjan azonosithatd. A két szatellites
kromoszéma, (az 1C és 5C), az 1C kromoszoma szatellitjén talalhaté pSc119.2 jel alapjan
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kiilonboztethetd meg. Az igen hasonldé mintazattal (teloméras pScl119.2 a rovid karon)
rendelkezd, szubmetacentrikus 2C ¢és 4C kromoszoma a kararanyok alapjan kiilonboztethetd
meg, mivel a 2C akrocentrikusabbnak mondhat6 a 4C kromoszomanal.

A fobb GAA ¢és ACG klaszterek kromoszdmalis helyzetét a mikroszatellit-alapt probakkal
azaltal hataroztuk meg, hogy utana az Afa family, pScl119.2 és 45S rDNS probaval
azonositottuk az egyes kromoszomakat (9. dbra). A kettds FISH jelek alapjan kimutathat6 volt,
hogy a GAA ismétlédések gyakrabban fordultak el az U és M genom kromoszémain, mint az
ACG ismétlodések. Ugyanakkor az S és C genomban a két mikroszatellit motivum hasonld
gyakorisaggal fordult el6 (10. abra). Az Ae. umbellulata, Ae. comosa és Ae. markgrafii esetében
a GAA motivumok egyarant el6fordultak a centroméra, a pericentroméra, az intersticidlis és a
teloméra régioban, mig az Ae. speltoides esetében e mikroszatellit motivum lokalizacioja
inkabb a centoméra és pericentroméra régiora korlatozodott. Az ACG klaszterek foként
centroméras és pericentroméras megjelenést mutattak az Ae. umbellulata, Ae. comosa és Ae.
speltoides esetében, de az Ae. markgrafii-ban jelentés szamu intersticialis sav is megfigyelhetd
volt.

Az Ae. umbellulata-ban a leger6sebb GAA hibridizaciés savok a 2U, 3U ¢és 4U

kromoszéman volt megfigyelhetd. A 6U és 7U kromoszoméan a GAA savok szdma és erdssége
kozepes volt, mig az 1U és 5U kromoszoman kevesebb szamu és gyenge hibridizacios sav volt
lathat6. ACG hibridizacids sdvok négy U kromoszdman voltak detektalhatok erds (3U és SU),
kozepes (4U) és gyenge (6U) intenzitassal.
Az Ae. comosa-ban csak gyenge ACG savok voltak megfigyelhetdk a 3M és 4M kromoszoman
(10. abra). Ezzel ellentétben jellegzetes GAA savok voltak kimutathatok valamennyi M
kromoszéman, melyek szama valtozé volt a legtobbtdl (1M-4M) a kozepesen at (SM) a kevésig
(6M és TM).

Az Ae. speltoides-ben a legintenzivebb GAA savok a 4S ¢és 6S kromoszoman voltak
kimutathatok, mig az 1S, 2S és 7S kromoszoman 1évo hibridizacios jelek kozepesek, a 3S ¢€s
5S kromoszoéman pedig relative gyengébbek voltak. Az ACG hibridizacids jelek intenzitasa
szintén valtozo volt, azaz erdsek (6S és 7S), kozepesek (285, 3S, 4S) valamint gyengébbek (1S,
5S) voltak az S genom kromoszomain.

Végezetiil az Ae. markgrafii-ban intenziv GAA savok voltak detektalhatok a 6C és 7C
kromoszéman. A 2C, 3C és 5C kromoszoman kozepes, mig az 1C és 4C kromoszoman relative
gyengébb volt a GAA jelek intenzitdsa. Intenzitasbeli kiilonbségek az ACG savok esetében
szintén tapasztalhatok voltak. A 4C és 7C kromoszoman erds, a 2C és 3C kromoszoéman
kozepes, mig az 1C, 5C és 6C kromoszoman gyengébb jeleket tapasztaltunk. Azt is meg kell
emliteni, hogy a vizsgalt Ae. markgrafii MvGB428 ¢s MvGB607 genotipus FISH mintazata
kozt egyik proba esetében sem talaltunk kiilonbséget.

Az in situ hibridizacios vizsgalatainkkal igazoltuk (10. abra), hogy a GAA mikroszatellit
motivum nagyon gyakori az U, M, S és C genomban, igy képes valtoz6 mennyiségi és
intenzitadsi FISH hibridizacids jeleket generalni az egyes kromoszomakon. A kialakulo
kromoszéma-specifikus GAA hibridizaciés mintazat kromoszomanként valtozd intenzitast
z0ld (FITC) fluoreszcenciat eredményez, mely a DNS mennyiségétdl (azaz a kromoszéma
méretétol) fiiggd kék (DAPI) fluoreszcenciaval egyiitt lehetéséget ad a kromoszomak
kétparaméteres aramlasi Citometrids analizisére és az azonositott populaciokbol torténd
kromoszdmaizolalasra.
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10. abra Az Aegilops umbellulata (AE740/03), Ae. comosa (MvGB1039), Ae. speltoides (MvGB905) és Ae.
markgrafii (MvGB428) FISH kariotipusa. A GAA hibridizacios savok zold, mig az ACG jelek voros szintiek. A
45S rDNS proba sarga, az Afa family vords, a pScl19.2 proba zold szinti jel6lést kapott. A kromoszoémak
kontrasztfestése DAPI-val tortént (sziirke ). [Molnar és munkatarsai (2016) nyoman]

Kisérleteinkben az Ae. umbellulata (AE740/03), Ae. comosa (MvGB1039), Ae. speltoides
(MvGB905), Ae. markgraafii (MvGB428) ¢és Ae. sharonensis kromoszomait FISHIS
segitségével GAA oligonukleotid-probaval illetve DAPI-festés segitségével jeloltiik. A jelolés
eredményeként kapott kétparaméteres aramlasi kariotipus mind a négy diploid faj esetében hét
tobbé-kevésbé elkiilonithetd, az egyes kromoszomaknak megfeleld kromoszémapopuléciot
tartalmazott  (11-13. 4abra). Az egyes populaciok kromoszoma-Osszetételét a
mikroszkoptargylemezekre izolalt kromoszomakon végzett FISH (pSc119.2, Afa family és 45S
rDNS proba) segitségével hataroztuk meg (4. tablazat).

A FISH eredmények alapjan megallapitottuk, hogy a kisebb DAPI fluoreszcencia
intenzitasoknal megjelend 1., 1I. és III. Ae. umbellulata kromoszémapopulacié az 1U, 6U,
illetve a 3U kromoszomat reprezentalta. A nagyobb DAPI és FITC fluoreszcencia
intenzitadsoknal megjelend IV. és V. populacido az erds és komplex GAA hibridizacios
mintazatokkal rendelkez6 2U, illetve 4U kromoszomanak felelt meg (11. abra, 4. tablazat), mig
a nagy DAPI és kis FITC fluoreszcencia intenzitasnal megjelené VI. és VII. populacid az 5U,
illetve 7U kromoszomat tartalmazta, melyekben a GAA mikroszatellitek gyakorisaga alacsony
vagy kozepes volt. Mindez azt jelenti, hogy a kétparaméteres analizis jelentOsen segitette az
egyes U kromoszomak elkiilonitését az aramlasi kariotipusokon. Mig az egyparaméteres
izolalassal csupan 3 kromoszoma ¢és egy kevert frakcio volt megkiilonboztethetd (4.abra, 11a
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abra) (Molnar és mtsai, 2011b), addig a kétparaméteres modszerrel mind a 7 Ae. umbellulata
kromoszoéma elkiilonitheté volt a korabbinal lényegesen nagyobb (88-98%) tisztasagban
(Molnar és mtsai, 2016). Ezzel az U kromoszoémak mindegyike (1-7) nagy tisztasdgban
izolalhatova valt.

Az Ae. comosa (MM) esetében, ahol az egyparaméteres aramlasi citometrias analizissel
egyetlen kromoszéma nagy tisztasagu (>80%) szeparacidja sem volt lehetséges (4. tablazat), a
GAA probaval tortént FISHIS jelolés és DAPI festést kovetden végzett kétparaméteres
analizisel harom jol elkiilonithetd kromoszémapopulacié (IV, VI és VII) volt elkiilonithetd,
melyek nagy tisztasagban (>93-96%) tartalmaztak a 6M, 3M ill. 7M kromoszomakat (12a.
abra). A fennmaradé kromoszomak, azaz az 1M és 4M, illetve a 2M és SM populacidi ugyan
atfedésben voltak egymassal, ezek tisztasiga is jelentsen javult a korabbiakhoz képes (1M:
44,8%, 4M: 53,8%, SM: 86,5%, 2M: 62,6%). Az emlitett kromoszémak jobb szeparacidja
érdekében a megismételt kisérletekben a FISHIS jel6léshez a FITC-cel konjugalt GAA és ACG
proba keverékét hasznaltuk (12b. abra). Mindez az Ae. comosa kromoszomak nagyobb mértékii
elkiilonitését eredményzete és lehetdve tette az 1M, 2M, 4M ¢és SM kromoszomak izolalasat
79,6%, 73,6%, 78,4%, illetve 90,2%-os tisztasagban (4. tablazat), mik6zben a 3M, 6M és 7TM
frakci6 tisztasaga tovabb nott (96-99%) (4. tablazat).

Mivel a FISHIS jeloléshez alkalmazott GAA-ACG probakeverék alkalmazasa javitotta az
Ae. comosa kromoszomak megkiilonboztetését és izolalasat, a tovabbiakban ezt a
probakeveréket alkalmaztuk az Ae. speltoides és Ae. markgrafii aramlasi citometrias
analiziséhez iS. Az egyes kromoszomakon a GAA és ACG mikroszatellitek gyakorisagaban
tapasztalt kiilonbségek lehetové tették az S és C genom teljes kromoszomaszerelvényének
megkiilonboztetését (13. abra) és nagy tisztasagu izolalasat (4 tablazat). Az Ae. speltoides
izolalt kromoszémafrakcidinak FISH analizisével kimutattuk, hogy az 1S, 3S ¢és 5S
kromoszémak, melyekben a GAA és ACG ismétlddések kevésbé gyakoriak a tobbi
kromoszémahoz képest (10. abra), a kétparaméteres aramlasi kariotipus kis FITC
abra). Ugyanakkor, az er6s és complex GAA savokkal rendelkezé 4S kromoszoma a
legnagyobb FITC fluoreszcencia intenzitasnal detektalt populacidban volt kimutathato.
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11. abra Az Ae. umbellulata kromoszomak vizsgalata és izolalasa aramlasi citometria segitségével. (a) A DAPI-
val festett mitotikus kromoszémaszuszpenzié fluoreszcenciaintenzitas-eloszlasa (aramlasi kariotipus). Az
egyparaméteres aramlasi kariotipus I-III csucsai az 1U, 6U, illetve 3U kromoszoémat reprezentaljak, mig a kevert
IV. csucs a fennmarado (2U, 4U, 5U és 7U) kromoszémakat tartalmazza. (b) Az Ae. umbellulata kromoszomak
kétparaméteres (DAPI és GAA-FITC) aramlasi kariotipusa. A GAA probaval tortént FISHIS jelolés hét
kromoszémacsoport megkiilonboztetését tette lehetdvé (I-VII szinezett 1égid). (¢ - i) Az I-VII szinezett régidk
kromoszomainak azonositdsa mikroszkoptargylemezekre vald izolaldsuk utan FISH segitségével tortént. Az
azonositashoz hasznalt probak: pSc119.2 (vords), Afa family (zold) és 45S rDNS (sarga). Mind a hét Ae.
umbellulata kromoszéma 88-98%-os tisztasagban volt izolalhato. Bar = 20 um. [Molnar és munkatarsai (2016)
nyoman]
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4. tablazat Az alkalmazott aramlasi citometrias modszer hatdsa az izolalhato kromoszomak szamara €s a szeparalt
kromoszomafrakciok tisztasagara.

Modszer Ae. umbellulata Ae. comosa Ae. speltoides Ae. markgrafii
Kr.  Genom  Tisztasag Kr.  Genom  Tisztasaig Kr.  Genom  Tisztasag Kr.  Genom  Tisztasag
% (%) % (%) % (%) % (%)
Egyparaméteres 1U 12.9 98.9%  -# 55 138 89.8% 4C 124 91.3%#
(DAPI)#

3U 133 86.4* - - -
6U 134 74.1% - - -

Kétparaméteres 1U 129 98.9 1M 147 79.6 1S 1338 98.8 1C 131 91.8
(DAPI + FITC) #

2U 143 88.7 2M 131 73.6 2S 152 84.4 2C 158 94.4
3U 133 96.4 3M 156 96.7 3S 155 95.7 3C 151 89.6
4U 155 90.1 4M 126 78.0 4Ss 131 93.0 4C 124 97.9
50 151 93.2 5M 14.2 90.2 55 138 99.2 5C 155 90.7
6U 134 94.2 6M 13.6 99.6 6S 134 97.1 6C 120 91.9
U 152 98.0 ™ 158 98.4 7S 149 99.0 7C 157 80.1

# adatok Molnar és munkatérsai (2011b, 2014 és 2015)
#: adatok Molnar és munkatarsai (2016)

I:4M [:2M VI:3M

FITC
FITC

& V:5M - VIETM

N

DAPI DAPI

12. abra Az Ae. comosa kromoszomak kétparaméteres (DAPI és GAA-FITC) aramlasi kariotipusa. (a) A GAA
probaval tortént FISHIS jelolés harom kromoszoma-specifikus populacio megkiilonbdztetését tette lehetéve (1V,
VI és VII szinezett régid), melyek a 3M, 6M és 7M kromoszomakat reprezentaltak. (b) A GAA és ACG
probakeverékkel végzett FISHIS lehet6vé tette az Ae. comosa mind a hét kromoszomajanak megkiilonboztetését,
melyek 73-99% tisztasagban voltak szeparalhatok. Az I-VII szinezett régiok kromoszomainak azonositasa
mikroszkoptargylemezekre vald izolalasuk utan FISH segitségével tortént. Az azonositashoz hasznalt probak:
pScl119.2 (vords), Afa family (z6ld) és 45S rDNS (sarga). A kromoszomak kontrasztfestése DAPI-val tortént
(sziirke). [Molnar és munkatarsai (2016) nyoman]
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13. abra Az (a) Ae. speltoides és (b) Ae. markgrafii kromoszémak kétparaméteres (DAPI és GAA-FITC) aramlasi
kariotipusa. (a) A GAA és ACG probaval tortént FISHIS jelolés lehet6vé tette az dsszes S és C genomu
kromoszoma megkiilonboztetését (a, b) (I-VII szinezett régiok), melyek 84-99%, illetve 80-97% tisztasagban
voltak izolalhatok. Az I-VII szinezett régiok kromoszomainak azonositasa mikroszkoptargylemezekre valod
izolalasuk utan FISH segitségével tortént. Az azonositdshoz hasznalt probak: pSc119.2 (voros), Afa family (z61d)
és 45S rDNS (sarga). A kromoszomak kontrasztfestése DAPI-val tortént (sziirke). [Molnar és munkatarsai (2016)
nyoman]

Az Ae. markgrafii esetében két genotipust (MvGB428 és MvGB607) alkalmaztunk annak
érdekében, hogy megfelelé szamt szem alljon rendelkezésre az aramlasi citometrias analizis és
kromoszémaizolalas optimalizalasdhoz. Az izolalt kromoszomafrakciokon végzett FISH
segitségével kimutattuk, hogy az erds és komplex mikroszatellit (GAA és ACG) hibridizacios
mintazattal rendelkezé 4C, 6C és 7C kromoszoémak (10. abra) a magas FITC fluoreszcencia
intenzitasoknal kimutatott VII, III, illetve I populacioban voltak jelen (13b. abra), mig
alacsonyabb GAA és ACG tartalmuknak koszonhetéen az 1C, 2C, 3C és 5C kromoszomak az
alacsonyabb FITC fluoreszcencia intenzitasoknal detektalt populaciokhoz tartoztak. A 2S és 7C
kromoszoma kivételével, melyeket 84,4%, illetve 80,9% tisztasdgban tudtunk izolalni, a GAA
és ACG probaval végzett FISHIS jelolés lehetové tette, hogy az Ae. speltoides és Ae. markgrafii
teljes kromoszomaszerelvényét 93%, illetve 90%-ot meghalado tisztasagban tudjuk izolalni (4.
tablazat).

Az Ae. speltoides mellett elvégeztiik egy masik S genommal rendelkez6 génforrasfaj, az Ae.
sharonensis kromoszoémainak kétparaméteres modszerrel torténd izolalasat is. Az Ae.
sharonensis (Sr1644) kétparaméteres (DAPI, FITC) aramlasi kariotipusa 6t jol elkiiloniilt és
egy kevert kromoszdémapopulaciobol allt. A populacidk kromoszémalis dsszetételének FISH-
sel (pSc119.2 és GAAn microsatellit proba segitségével) tortént vizsgalata soran megallapithato
volt, hogy a jol elkiiloniilt populaciok a 28", 35, 4S5, 58 valamint 7S kromoszémanak
feleltek meg, melyeket 91-97%-os tisztasagban tudtunk izolalni (14. abra), mig a kevert
populacidban az 1S és 6S*" kromoszéma kozel azonos aranyban fordult eld.
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14. abra Az Ae. sharonensis kromoszémainak kétparaméteres (DAPI és GAA-FITC) aramlasi kariotipusa. A
GAA és ACG prébaval torténd FISHIS jeldlés lehetdvé tette 6t S kromoszoma (25, 355", 4Sh, 55 &5 7S5
megkiilonboztetését, melyek 90-94% tisztasagban voltak izolalhatok, mig a kevert populaciét alkotd 1S5 és 6Sh
kromoszéma izolalt frakcidjanak tisztasaga jelentdsen kisebb wvolt. A kromoszoémak azonositisa
mikroszkoptargylemezekre valo izolalasuk utan FISH segitségével tortént pSc119.2 (z61ld) és GAA (vorés) proba
alkalmazasaval. A kromoszoémak kontrasztfestése DAPI-val tortént (kék).

Az eredményekbdl kitiinik, hogy buza rokonsagi korébe tartozd diploid Aegilops fajok
kromoszomai aramlésos citometriai modszerekkel izolalhatok. A tovabbiakban megvizsgaltuk,
hogy a keresztezésekhez hasznalt tetraploid Ae. biuncialis kromoszomainak izolasa javithato-e
kétparaméteres aramléasos citometriads modszerrel.

Az Ae. biuncialis MvGB382 (UUMM) kromoszomainak fluoreszcens jelolését [(GAA)7-
FITC probaval végzett FISHIS és DAPI-festés] kovetéen megalkotott kétparaméteres aramlasi
kariotripuson kilenc populacidt tudtunk elkiiloniteni (15a. abra). Az egyes populacidok
kromoszdéma-0sszetételét meghatarozva megallapitottuk, hogy a 9 populacidbdl tovabbra is
csak 2 kromoszoma, az 1U és a 7M volt izolalhato, hasonlo vagy kissé nagyobb tisztasagban
(92-98%), mint azt az egyparaméteres modszer esetében tapasztaltuk (lasd 2. tablazat).

Alternativaként megvizsgaltuk annak a lehetOségét is, hogy lehetséges-e tovabbi Ae.
biuncialis kromoszoémakat izolalni hexaploid buza (Mv9krl)-Ae. biuncialis 1U/6U, 3U, 2M,
3M ¢és 7M addiciés vonalakbol. A FITC-DAPI ‘dot blot” aramlasi kariotipusok vizsgalataval
megallapithato volt, hogy az addicids vonalakban 1év6 Aegilops kromoszomak a kisebb, A és
D buzakromoszomakra jellemzd DAPI fluoreszcencia intenzitasokndl jelentek meg.
Ugyanakkor az Aegilops U és M kromoszomai a rajtuk talalhatd jelentés mennyiségii GAA
Klaszternek koszonhetden intenziv GAA-FITC fluoreszcenciaval rendelkeztek, mely alapjan
egyértelmiien elkiiloniiltek a GAA hibridizacios szignalokat nem, vagy csak kismértékben
tartalmaz6 A és D kromoszomaktol (15b-f. éabra). Mindezeknek a tulajdonsagoknak
koszonhetden az Aegilops kromoszomak (a 7M kivételével) nagy tisztasagban (90-96%) voltak
izolalhatok az addicios vonalakbol.
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15. abra Az Ae. biuncialis kromoszémainak izolalasa aramlési citometria segitségével. (A) Az Ae. biuncialis
MvGB382 genotipus mitotikus kromoszomainak kétparaméteres (DAPI vs. GAA-FITC) aramlasi kariotipusa. A
GAA-FITC proba segitségével tortént FISHIS jelolés lehetévé tette kilenc kromoszémapopulacio
megkiilonboztetését (szinezett régiok). E populaciok kromoszoma-osszetételét mikroszkoptargylemezekre izolalt
kromoszémakon végzett FISH (pScl19.2, Afa family és 45S rDNS préba) segitségével hataroztuk meg.
Kimutattuk, hogy az 1U és 7M kromoszomat 92-98%-os tisztasagban lehet izolalni, mig a tobbi kromoszéma csak
csoportokban volt izolalhat6. (B-F) Ae. biuncialis kromoszomak szeparacidja buza (T. aestivum cv. Mv9krl)-Ae.
biuncialis 1U/6U, 3U, 2M, 3M és 7TM addicios vonalbdl. Az 1U, 6U, 3U, 2M, 3M kromoszéma 90-96%-0s
tisztasagban volt izolalhatd, mig a 7M kromoszdma tisztasaga csak 75%-0s volt.
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A tovéabbiakban azt vizsgaltuk meg, hogy a kromoszomaktol kisebb egységek, pl.
kromoszomakarok milyen tisztasagban izolalhatok. Ezekbe a kisérletekbe buza (T. aestivum cv.
Chinese Spring)-Ae. umbellulata diteloszomas addicids vonalakat vontunk be. Az eredmények
(16a-c. abra) szerint a buza-Ae. umbellulata 2US (16a. abra), 2UL (16b. abra) és 7UL (16¢.
abra) diteloszémas addicios vonalban a 2US, 2UL, illetve 7UL kromoszomakar egyértelmiien
elkiiloniilt a buzakromoszomaktol, ami lehetové tette ezen kromoszémakarok 94,9% (2US),
90,3% (2UL), illetve 88,3%-o0s (7UL) tisztasagban torténd izolalasat.

(a) (b)
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16. abra Aegilops kromoszomakarok izoldlasa buza (Chinese Spring)-Ae. umbellulata 2US, 2UL és 7UL
diteloszomas addiciés vonalbol kétparaméteres aramlasi citometria segitségvel. A mitotikus kromoszomak
kétparaméteres (DAPI vs. GAA-FITC) aramlasi kariotipusan a GAA-FITC proba segitségével tortént FISHIS
jelolés lehetdvé tette az egyes Aegilops kromoszomakarok elkiilonitését (szinezett régiok) a hasonldé méretl
buzakromoszomaktol vagy -kromatidaktdl. Az izoldlt kromoszémakarok FISH (pScl119.2, Afa family és 45S
rDNS proba) alapjan meghatarozott tisztasaga 88.3-94.9% volt.

Osszességében elmondhato, hogy egy- és kétparaméteres aramlési citometrias modszerekkel
a buza rokonsagi koréhez tartozé legtobb diploid fajbol lehetséges volt az 6sszes kromoszdmat
izolalni, mig a tetraploid fajokbdl csak egy-két kromoszoéma izoldldsa volt lehetséges. A
probléma azonban kikiiszobolhetd volt, ha a tetraploid fajokkal létrehozott introgresszios
(addicios és diteloszomas) 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 allopoliploidizacio soran kialakult tetraploid fajok kromoszémainak
méretei eltérnek, ami a kromoszémak evoltcios atalakulasara utalhat.
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4.1.3. Az Aegilops fajok kromoszémainak aramlasi citometrias-szeparacioja terén elért
eredmények megvitatasa

Az elmult évtizedben a genomikai modszerek flow-szepardlt kromoszémakon torténd
alkalmazasa jelentésen segitette a kromoszomak strukturalis és funkconalis vizsgalatat, olyan
tarsadalmi és gazdasagi jelentdséggel bird fajok esetében, mint amilyen a buza, az arpa és a
rozs (Lysak és mtsai, 1999; Vrana és mtsai, 2000; Kubalakova és mtsai, 2003; Kubalakova és
mtsai, 2005; IWGSC, 2014). Tekintettel arra, hogy a vad rokon fajok alléldiverzitasa nagy
jelentdséggel birhat a buzanemesitési programok szamara, ezen kromoszdéma-alapi genomikai
alkalmazasok jelentdsen segithetik a buzaba torténd génatviteli folyamatot (Tiwari és mtsai,
2014). Kisérleteink idészakaban (2008-2015) csak néhany, a buza rokonsagi koréhez tartozo
vad faj (Dasypyrum villosum, Ae. geniculata 5M? kromoszoma) esetében szamoltak be aramlasi
citometria segitségével torténé kromoszoémaizolalasrol (Grosso és mtsai, 2012; Giorgi és mtsai,
2013; Tiwari és mtsai, 2014). A munkank eredményeként izolalt tiszta kromoszoémafrakciok
(Molnar ¢és mtsai 2011, 2014, 2015, 2016) és modszertani fejlesztések (pl. kiilonb6zo
mikroszatelliteket tartalmazo probakeverékek alkalmazéasa a FISHIS jeloléshez) (Dolezel és
mtsai, 2021) megteremtették a lehetdségét a kromoszoma-alapi genomikai modszerek
alkalmazasanak szamos génforrasként felhasznalhatd Aegilops és Triticum faj (Ae. comosa, Ae.
umbellulata, Ae. speltoides, Ae. tauschii, T. urartu, Ae. sharonensis, Ae. biuncialis, Ae.
geniculata, Ae. cylindrica, Ae. triuncialis) esetében.

A kromoszoméak DAPI fluoreszcencia intenzitdsanak (egyparaméteres) aramlasi citometrids
analizise révén kapott relativ fluoreszcenciaintenzitas-eloszlas (dramlasi kariotipus) jellemzo
egy adott faj genotipusara (Kubalakova és mtsai, 2002). Azonban az az elméleti szituacio, hogy
egy adott faj kromoszomai kozt fennall6 méretbeli kiillonbség elegendd legyen ahhoz, hogy
minden kromoszoma kiilén kariotipus-csucsként jelenjen meg, nem fordult még eld. A késdbbi
genomikai alkalmazasok (pl. szekvenalas) szempontjabdl rendkiviil fontos az egyes csticsok
kromoszomalis 0Osszetételének meghatdrozdsa, melynek egyik leghatékonyabb modja a
mikroszkdptargylemezekre szeparalt kromoszomakon végzett FISH (Kubaldkova és mtsai,
2005) olyan probak (pScl19.2, Afa family és 45S rDNS, esetenként GAA mikroszatellit)
segitségével, melyek hibridizacids mintazata ismert a vizsgalt fajokon (Badaeva és mtsai, 2004;
Schneider és mtsai, 2005; Molnar és mtsai 2011).

Az é4ramlasikariotipus-csucsok 0Osszetételének meghatarozasa tovabbi informaciokkal
szolgalt a kromoszomaméretek tekintetében is. Az egyparaméteres aramlasi citometrids
vizsgalatok soran az Ae. comosa kariotipusa az Ae. umbellulata-hoz képest nagyobb
fluoreszcencia intenzitasoknal jelent meg, ami arra utal, hogy az M genom kromoszémainak
atlagos mérete, és igy az M genom, nagyobb, mint az U genom (Molnar és mtsai, 2011b). Ezek
az eredmények Osszhangban allnak az Ae. umbellulata (5.05 pg) és Ae. comosa (6.18 pg)
esetében mért haploid genomméretét jelz6 1C értékekkel (Furuta, 1970).

Hasonlo osszefliggések voltak kimutathatok a hexaploid buza genomjainak diploid dsei
esetében is (Molnar és mtsai, 2014), ahol azt tapasztaltuk, hogy a T. urartu armlasi kariotipusa
nagyobb fluoreszcencia intenzitasoknal jelent meg az Ae. speltoides-hez és Ae. tauschii-hoz
képest. Ezzel Gsszefiiggésben a T. urartu nagyobb 1C értékkel (5.784 és 5.88 pg DNS)
rendelkezik az Ae. speltoides (5.15 pg DNS) és Ae. tauschii (5.08 és 5.1 pg DNS) értékeihez
képest (Ozkan és mtsai, 2003; Ozkan és mtsai, 2010; Furuta és mtsai, 1986; Rees és Walters,
1965). Szintén megallapithatd volt, hogy a C genomhoz tartozé kromoszémak kisebb méretiick
a D és U kromoszomaknal, ami az Ae. markgrafii (CC) aramlasi kariotipusanak, valamint
tetraploid hibridjei, az Ae. triuncialis (U'U'C'C') és Ae. cylindica (C°C°D°D) C
kromoszomainak Kisebb fluoreszcencia intenzitasu csticsokban vald megjelenésében nyilvanult
meg (Molnar és mtsai, 2015).
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Annak ellenére, hogy az Ae. biuncialis és Ae. geniculata egyarant az Ae. umbellulata és Ae.
comosa természetes hibridizacidjaval jott létre és hasonld genomdsszetétellel (UUMM)
rendelkeznek, genomjaik mégis kiilonb6z6é méretbeli valtozasokon mentek keresztiil, amint azt
1C értékeik is jelzik. Az Ae. biuncialis 1C értéke (11.3 pg) elég kozel van az Ae. umbellulata
és az Ae. comosa 1C értékeinek Osszegéhez (11.23 pg) (Furuta, 1970), mig az Ae. geniculata
gyakran genomatrendez6dések kisérik, melyek velejaroja lehet bizonyos DNS-szekvenciak
(példaul alacsony kopiaszamu kodold szekvencidk, illetve magas kdpiaszamu tandem repetitiv
DNS-osztalyok és transzpozabilis szekvenciak) eliminacidja vagy felszaporodasa is (Wendel,
2000; Feldman és Levy, 2005). Mindezek alapjan az Ae. biuncialis diploid &sokéhez
viszonyitott kdzel hasonlo 1C értéke arra utal, hogy esetében a fajképzodés nemrég zajlott le,
mig az Ae. geniculata kialakulasa korabbra tehet6. Ezt a feltevést latszik megerdsiteni Nagy és
munkatarsai (2006) munkaja, melyben S-SAP markerekkel vizsgaltak az U és M genommal
rendelkezé Aegilops fajok diverzitasat, és eredményeik szerint az Ae. biuncialis és a diploid
genomdonor fajok genomjai kozti hasonlosag nagyobb, mint az Ae. geniculata esetében.

Eredményeink azt jelzik, hogy ezek az evollicios valtozasok kimutathatok a kromoszomak
szintjén is. Példaul az aramlasikariotipus-csucsokban elfoglalt helyzete alapjan a 4U
kromoszoma mérete eltér a diploid ¢és tetraploid Aegilops fajokban oly moddon, hogy
legnagyobb méretli (a IV. cstcsban jelenik meg) a diploid Ae umbellulata-ban, kisebb (a
harmadik csucsban lokalizalt) az Ae. biuncialis-ban és legkisebb (a II. csticsban lokalizalt) az
Ae. geniculata esetében. Mindez arra utal, hogy a 4U kromoszoma esetében a
szekvenciaeliminacios események dominansak voltak az Ae. biuncialis és Ae. geniculata
fajképzddése soran.

A Kkariotipuscstucsok elemzése soran jelentds kiillonbségeket talaltunk a két poliploid faj (Ae.
biuncialis és Ae. geniculata) 2M, 3M és 6M kromoszomaja kozott. Az Ae. geniculata 6M9
kromoszoémaja kisebb, mint az Ae biuncialis 6MP, valamint a Ae. comosa ugyanezen
kromoszomaja, ami arra utal, hogy az Ae. geniculata 6M9 kromoszomajan delécid torténhetett.
E méretbeli kiilonbségekkel 0sszhangban megfigyelhetd, hogy a diploid Ae. comosa ¢és Ae.
biuncialis esetében a 6M kromoszoman szatellit talalhatd, mig ez a szatellit nincs jelen az Ae.
geniculata esetében, amit a 45S rDNS hibridizacidos jel hianya is jelez. Ezeket a
megfigyeléseket erdsiti meg az is, hogy a 3M kromoszéma kivételével ezen kromoszomak
esetében szintén jelentds kiilonbség van a szatellit szekvenciak, valamint a GAA ¢és ACG
mikroszatellit ismétlédések eloszlasaban (Molnar és mtsai, 2011a). Forditott sorrend figyelhetd
meg az 1M és 4M kromoszoma esetében, melyek mérete eltér a diploid és tertaploid Aegilops
fajokban. A legkisebb méretiick az Ae. comosa kromoszomai, ezt koveti az Ae. biuncialis-¢,
majd a legnagyobb az Ae. geniculata-ban. Feltételezhetd, hogy az ezen kromoszomak repetitiv
DNS-0sszetételében fennalld kiillonbségek megnyilvanulnak a kromoszomak méretbeli
eltéréseiben is, ami ezen kromoszomak parosodasanak gatlasan keresztiil hozzajarulhatott az
csoporthoz tartoz6 kromoszomak kozti stukturalis kiilonbségeket erdsiti meg az is, hogy a buza-
Ae. geniculata addicios vonalak és Ae. biuncialis F1 hibridek meidzisanak metafazisaban a 4U¢,
IM9, 3M9, 4M9 ¢és 6M9 addicid esetében nem volt megfigyelheté kor alakil bivalensek
kialakulasa (Friebe és mtsai, 1999).

Az egy- és kétparaméteres aramldsos citometriai vizsgéalatok lehetdveé tették a buza
rokonsagi korébe tartozo, tobbségében Aegilops fajokbdl torténd kromoszomaizolalast. A
DAPI fluoreszcencia intenzitds, azaz méret alapjan torténd aramlasi citometrids analizis
segitségével lehetdvé valt néhany kromoszoma nagy tisztasagban torténd szeparacioja.
Kimutattuk, hogy az Ae. umbellulata 1U, 3U és 6U, az Ae. biuncialis 1U° és 7M®, a hexaploid
buza diploid genomdonor fajaibol, az T. urartu-bol, Ae. speltoides-bél és Ae. tauschii-bol az
5AY, 58 és 5D kromoszoma, mig az Ae. markgrafii 4C, az Ae. cylindrica esetében pedig az 5D°
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kromoszomabol lehetett tiszta (75-95%) frakciokat izolalni (Molnar és mtsai 2011b, 2014,
2015). E kromoszémak izolalasat lehetévé tevé metodikai fejlesztéseket késobb sikerrel
alkalmaztak ezen fajok kromoszomainak szekvenaldsa soran, példaul az Ae. tauschii 5D
kromoszoémajanak szekvenalasakor (Akpinar és mtsai, 2015).

Bar az egy paraméter, azaz a kromoszomaméret, alapjan torténd kromoszomaizolalas
lehetdségei korlatozottak, és mint latni fogjuk a késébbiekben, a két paraméter alapjan térténd
aramlasi citometria tobb kromoszéma izoldladsara ad lehetdséget, néhany szempontbol az
egyparaméteres kromoszomaizolalasnak mégis nagy jelent6sége lehet. Néhany genomikai
modszer, példaul a kromoszomakonformacio-befogast (Hi-C) felhasznalo és hosszanukleotid-
leolvasasokat eredményezdé DNS-szekvendlasi eljarasok (pl. TACCA) 750 ng - 1-2 g
mennyiségii nagy molekulatomegli (~100 kb) DNS-t igényelnek (Thind és mtsai, 2017),
melyhez 10°-10° mennyiségii kromoszéma izolalasara van sziikség, ami napokig-hetekig tarto
izolalasi projekteket eredményez. Abban az esetben, ha a célkromoszdéma aramlasikariotipus-
csucsa jol elkiilonithetd és a kromoszoéma megfeleld tisztasagban (>80%) izoldlhatd, az egy
paraméter alapjan torténd kromoszémaizolalas is alkalmazhatd, ami egyébként nagyobb
izolalasi sebességet és kromoszomakihozatalt eredményez a kétparaméteres modszerhez
képest, igy jelentésen csokkentheti egy-egy project idOtartamat. Mas genomikai modszerek
kKizarjak a FISH segitségével jelolt kromoszomak, azaz a kétparaméteres aramlasi citometria
felhasznalasat. A nanocsatorna-alapi optikai térképezés (https://bionanogenomics.com/) a
nagy molekulatomegii kétszali DNS-minta egyik szdldnak egy specialis endonuklaz (pl. a buza
esetében Nt.BspQI) segitségével az enzim felismerdhelyére (GCTCTTC) specifikus
pozicidkban torténd hasitdsan és fluorokrommal jeldlt nukleotidanaloggal vald jelolésén alapul
(Keeble-Gagnére és mtsai, 2018). Ezt kovetden a DNS-szal nanocsatornakon keresztiil torténd
migraciodja soran a rendszer optikailag detektalja a felismerdhelyek mentén beépiilt fluorszcens
nukleotidok helyzetét és eldallitja az adott DNS-fragmentnek az endonukleaz felismeréhelyein
valo eloszlasan alapul6 optikai térképét. Tobb tizezer nagy molekulatomegii (50-100 kb) DNS-
fragment optikai ujjlenyomata lehetévé teheti nagyobb, tgynevezett szuperszkaffoldok
Osszerakdsat ¢és egyéb szekvenalasi eljarasokkal kapott szekvencidk felhasznalasat, melynek
kovetkeztében a modszer a jo mindségl referenciaszekvencidk eldallitdsanak szerves részéveé
valt az elmult években. Belathato, hogy az eldzetesen FISH segitségével jelolt kromoszoéma-
DNS kizarja az optikai térképezés alkalmazasat, melyre csak a méret alapjan izolalt
kromoszoémak esetében van lehetdség.

A kétparaméteres aramlasi citometria lehetévé tette, hogy a vizsgalt diploid Aegilops és
Triticum fajok genomjait a genom 12,0-15,8%-at reprezentald egyedi kromoszoémakra
bonthassuk. Igy sikeriilt az osszes kromoszomat (1-7) megfeleld tisztasagban izolalni a T.
uraltu (AA), Ae. speltoides (SS), Ae. sharonensis (S'S*"), Ae. tauschii (DD), Ae. markgrafii
(CC), Ae. umbellulata (UU) és Ae. comosa (MM) fajbol (Molnar és mtsai, 2016). A diploid
Aegilops fajok U, M, S, S* és C genomjanak izolalasa (amint azt a késébbiekben latni fogjuk)
elésegitette olyan tetrapoid genomok strukturalis analizisét és térképezését is, melyek 1C értéke
meghaladja a 4 Gbp-t (U: ~4938 Mbp, M: ~6044 Mbp, S: ~5036 Mbp, C: ~4528 Mbp),.

Eldzetesen torténtek mar kiillonbozo probalkozasok az egyes kromoszomakat reperezentald
frakciok izolalasara. Példaul Vrana és munkatarsai (2015) a tobb kromoszoémat reprezentald
Osszetett DAPI kariotipuscsuicsok kisebb, az egyes kromoszomdkban gazdagabb régidkra
torténd felbontasat javasolta, mig a Capal €s munkatarsai (2015) altal kifejlesztett modszer az
egy darab kromoszéma izolalasan, DNS-tartalmanak amplifikélasan és szekvenalasan alapul.
Annak ellenére, hogy bizonyos esetekben hasznosnak lehetnek a fenti eljarasok, ezek
hatékonysdga nem éri el a kétparaméteres dramlasos citometria hatékonysagat, mivel ezek a
modszerek nem teszik lehet6vé az egyes kromoszomak nagy tisztasagban és/vagy nagy
mennyiségben valo izolalasat.
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A DAPI-val valo festés mellett a specifikus DNS szekvencidk FISH segitségével torténd
jelolése (kétparaméteres kromoszdmaizolalasi technika) eldsegitheti az egyébként nem
elkiilonithetd kromoszomak megkiilonboztetését és nagy mennyiségben torténd izolalasat
(Lucretti és mtsai, 2014). Ez azért lehetséges, mert, ahogy kimutattuk, az egyes kromoszomak
GAA és ACG hibridizacios jeleinek eloszlasa az U, M, S, S és C genomban eltérd, igy
alkalmasak lehetnek az egyedi kromoszomak megkiilonboztetésére (Molnar és mtsai, 2011a,
2016). Mindez 6sszhangban all a korabbi megfigyelésekkel, ahol kiilonb6z6 (GAA, AAC,
ACG) mikroszatellit ismétlédéseket hasznaltak az egyes buza- (Kubalakova és mtsai, 2005),
arpa (Cuadrado és mtsai, 2008) ¢s rozs- (Szakacs ¢és Molnar-Lang 2010) kromoszémak
megkiilonboztetésére. Ezen mikroszatellit ismétlddések kromoszomaizoldlasra torténd
felhasznalasat az tette lehetdvé, hogy Giorgi és munkatarsai 2013-ban kidolgoztak az un.
FISHIS modszert, amivel lehetdvé valt a szuszpenzidban torténd jelolés. Mi az elsdk kozott
alkalmaztuk ezt a modszert az Ae. umbellulata, Ae. comosa, Ae. speltoides és Ae. markgrafii
kromoszoémak izolalasara (Molnar és mtsai 2016), majd késébb az Ae. sharonensis-ben. A
DAPI-mikroszatellit-FITC kétparaméteres aramlasi kariotipuson az egyes kromoszomakat
reprezentald populédciok relativ pozicidja Osszhangban allt a mitotikus kromoszomékon
korabban FISH segitségével megfigyelt GAA ¢és ACG hibridizacios savok szamaval és
intenzitasaval (Molnar és mtsai 2016).

Az Ae. comosa, Ae. speltoides és Ae. markgrafii esetében a GAA proba énmagaban nem
eredményezte a teljes kromoszdmaszerelvény megfeleld elkiilonitését. A GAA és ACG proba
egylittes alkalmazasaval novelheté volt az egyes kromoszémdk kozott a FITC szignal
diverzitdsa, ami a jobb elkiilonitésiiket eredményezte. Mindez azt jelzi, hogy egy megfeleld
mikroszatellit probakeverékkel végzett FISHIS jelentdsen javithatja az egyes kromoszomak
elkiilonitését €s novelheti az izolalhatd kromoszomak szamat a Triticeae és egyébb fajok
esetében is.

Az izolalt kromoszoémafrakcidok szennyezodése egyéb kromoszomak vagy kromoszoéma-
fragmentek altal altalanos jelenségnek tekinthetd ((Lysak és mtsai, 1999; Vitulo és mtsai, 2011,
Dolezel és mitsai, 2012). Eredményeink arra utalnak, hogy a FISHIS jeldlést kovetd
kétparaméteres aramlasi kariotipizalas nem csak az elkiilonithetd €s izolalhaté kromoszomak
szamat, hanem az izolalt kromoszomafrakcio tisztasagat is novelte. A tetraploid Ae. biuncialis
(UPUPMPMP) kétparaméteres aramléasi kariotipusa arra utal, hogy bizonyos esetekben, pl.
poliploid fajok esetében nem lehet még a FISHIS alkalmazéasaval sem megfeleld szeparaciot
elérni a teljes kromoszomaszerelvény tiszta frakcioinak izolalasahoz. A butza-Aegilops
diteloszomas €s diszomas addicids vonalakon kapott eredmények azonban jelzik, hogy a buza-
idegenfaju hibridszarmazékok (addiciok, szubsztiticiok, esetleg transzlokaciok) megfeleld
alternativaként szolgalhatnak a génforrasként szolgalod fajok kromoszémainak izolalasara. Az
erds GAA-FITC szignallal rendelkez6 Aegilops kromoszomak kisebbek voltak, mint a szintén
intenziv GAA mintéazattal jellemezhetd bliza B genom kromoszémai, ezért az 1U, 6U, 3U, 2M,
3M és 7TM kromoszoéma konnyen elkiilonithetd volt a GAA jelekkel egyaltaldan nem, vagy csak
kismértékben rendelkezé D- és A-genom kromoszomaitél. Igy az Ae. biuncialis kromoszomak
nagy (90-96%) tisztasagban voltak izolalhatok. Kivételt képez ez alol a 7M kromoszoma, ami
,»csak” 75%-os tisztasdgban volt kinyerhetd.

Az izolalt kromoszémak felhasznalasi teriilete folyamatosan névekszik. Példaként emlithetd
a mesterséges bakterialis kromoszoma-konyvtarak 1étrehozasa (Safar és mtsai, 2004), az optikai
térképezés (Stankova és mtsai, 2016), vagy a molekularis markerek 1étrehozasa (Barto§ és
mtsai, 2008). Az izolalt kromoszoémak kiilondsen fontos alkalmazasi teriilete az Gjgeneracios
szekvenalasi eljarasokkal torténd ‘shot-gun’ szekvenalas is, mely alapjat képezte legfontosabb
gabonaféléink, az arpa, a rozs és a hexaploid buza nagy genomszekvenalasi projektjeinek
(Mayer és mtsai, 2011; Martis és mtsai, 2013; IWGSC, 2014). Szintén felhasznalhatok a
legujabban kifejlesztett génklonozasi eljarasokban (TACCA, MutChromSeq), ami lehetové
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tette az azonositott és szekvenalt rezisztenciagének szdmanak gyors novekedését az elmult
néhany évben (Dracatos és mtsai, 2019, Hewitt és mtsai. 2021).

Azaltal, hogy a génforrasként hasznalt Aegilops fajok U, M, S, S és C genomjanak teljes
kromoszomaszerelvényét kromoszomanként izolalni tudtuk és ezekbdl mikrogrammnyi DNS-
mintakat alliottunk el8, lehetéséget teremtettiink a fenti kromoszémagenomikai modszerek
alkalmazasara annak érdekében, hogy az e fajokbol torténd génatvitel és introgresszids
nemesités hatékonyabba valhasson. A disszertacid kovetkezd fejezeteiben ezen izolalt
kromoszémak felhasznalasaval kapcsolatos kisérleteimrdl és elért eredményeimrdl szamolok

be.

4.2. Aramlasi citometriaval izolalt kromoszémak genomikai alkalmazasa

42.1. A buza és Aegilops fajok genomszerkezetének osszehasonlitaisa COS markerek
segitségével

4.2.1.1. COS markerek azonositasa Aegilops kromoszomakon buza-Aegilops addiciés
vonalak és az Aegilops fajok aramlasikariotipus-csucsainak

kromoszomapopulacidi segitségével

Ezekben a kisérletekben megvizsgaltuk annak a lehetdségét, hogy a buza ortolog génjeinek
szekvencidibol fejlesztett COS markerek alkalmasak lehetnek-e az Aegilops fajok U és M
kromoszémainak kimutatasara biza genetikai hattérben. Ezekkel a kisérletekkel ugyanakkor
azt is ellendrizni akartuk, hogy az egyes Aegilops fajok egyparaméteres (méret alapjan)
aramlasi citometria segitségével izolalt kromoszémainak DNS-mintéi alkalmasak lehetnek-e a
markerek kromoszomalis helyzetének meghatarozasara. Munkank soran 140 COS markert
teszteltlink buza-Aegilops (Chinese Spring/Ae. umbellulata, Chinese Spring/Ae. comosa,
Chinese Spring/Ae. geniculata és Mv9krl/Ae. biuncialis) addicios 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 olyan
szubgenomi DNS-mintain, melyeket a fajok egyparaméteres (azaz DAPI fluoreszcencia alapjan
meghatarozott) kariotipuscstcsaibol izolalt kromoszomakbol (lasd 4. abra, 2. tablazat)
allitottunk elo.

Eredményeink szerint a vizsgalt 140 COS markerbdl 133 volt miikodoképes, melyek a négy
Aegilops faj 8 genotipusan oszességében 822 PCR-terméket produkaltak. A vizsgalatok soran
kapott PCR-termékek adatait a dolgozat terjedelmi korlatai miatt nem volt lehetdségem
bemutatni, de szabadon hozzaférhetok az eredmények publikacidjanak (Molnar és mtsai, 2013)
kiegészitd adatai kozt az alabbi weboldalon
(https://doi.org/10.1371/journal.pone.0070844.5006). A 822 PCR termék koziil 492 (59.85%)
mutatott hosszpolimorfizmust az addicids vonalak biiza sziili genotipusaihoz (Chinese Spring,
Mv9krl és Mv25) képest, mig 330 (40.15%) DNS-amplikon nem bizonyult polimorfnak. A
492 polimorf PCR-termék kozil 89 marker 295 termékének (59.95%) kromoszomalis
lokalizaciojat nem lehetett egyértelmiien meghatarozni, mivel az adott kromoszoémat hordozo
szubgenomi DNS-minta tobb kromoszomat is reprezentalt, illetve a sziil6i genotipusok kozt
polimorf terméket hordozd Aegilops kromoszoma nem volt reprezentalt az adott addicios
sorozatban (a vizsgalt addicids sorozatok csak részlegesek voltak). Osszesen 197 (40.04%)
polimorf termék kromoszomalis elhelyezkedését sikeriilt meghatarozni (a markerek
termékeinek kromoszomalis és aramldsikariotipus-pozicidja szintén megtaldlhato az alabbi
weboldalon: https://doi.org/10.1371/journal.pone.0070844.s007). A 197 polimorf termék nagy
részét (mintegy 159 terméket) a buza-Aegilops addicios vonalak segitségével, mig a maradékot
az izolalt kromoszomék DNS-mintdin sikeriilt azonositani. Az izolalt kromoszéma-DNS
hasznalata soran figyelembe vettiik, hogy a kiilonb6z6 aramlésikariotipus-csucsokban az egyes
kromoszoémak részaranya valtozoé volt (2. tablazat). A markerek PCR-reakcioit kovetd
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fragmentanalizis sordn az egyes termékek koncentracidja meghatarozhatdo volt, igy a
legmagasabb termékkoncentracié azon dramlasikariotipus-csucs esetében volt megfigyelhetd,
ahol az adott lokuszt hordozo kromoszoma a legnagyobb aranyban fordult elé (17. abra).
Példaként emlithet6 a buza 1-es homeolog csoportjara specifikus XIN marker, melynek 173 bp
méretli terméke egyre csokkend koncentracioban volt jelen az Ae. umbellulata 1, II, IIT és IV
csucsban (a IV. csucs esetében gyakorlatilag nem kaptunk terméket), ahol az 1U kromoszéma
részaranya 98.9%, 25.8%, 4.32%, illetve 0% volt (2. tablazat). A cstcsokbol izolalt
kromoszémak DNS-mintain kapott koncentraciokiilonbségek alapjan 25 polimorf PCR-termék
Aegilops kromoszomakon elfoglalt helyzetét sikeriilt meghataroznunk. A 330 nem-polimorf
PCR-termék koziil 35-nek az elhelyezkedését szintén az izolalt kromoszomak DNS-mintai
segitségével hataroztunk meg.
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17. abra Az X1IN marker Aegilops umbellulata (MvGB470) teljes genomi DNS-ébél, valamint a DAPI flow
kariotipus I-IV. cstcsaibol izolalt kromoszomak szubgenomi DNS mintaibol felszaporitott 173bp PCR
termékének kihozatalbeli kiilonbségei. Molnar és munkatarsai (2013) nyoman.

Osszesen 100 COS marker 232 (197 polimorf és 35 nem polimorf) PCR-amplikonjat sikeriilt
Aegilops kromoszoémakon lokalizalni. Az allotetraploid Ae. biuncialis-ban és Ae. geniculata-
ban detektalt PCR-termékek jelentds része hasonldo mérettel rendelkezett, mint a diploid
6s0kbol, az Ae. umbellulata-bol és Ae. comosa-bol felszaporitott termékek. A diploid és
tetraploid Aegilops fajok kozt nem-polimorf termékek aranya az U genom esetében nagyobb
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
kromoszoman is kimutathaté volt, igy 156 lokuszt tudtunk egyértelmiien az U kromoszomakon
azonositani: 30 lokuszt (19,23%) az 1U, 8 lokuszt (5,12%) a 2U, 44-et (28,20%) a 3U, 21-et
(13,46%) a 4U, 10 lokuszt (6,41%) az 5U, 28 lokuszt (17,94%) a 6U és 15 lokuszt (9,61%) a
7U kromoszoman. Az M kromoszoémakhoz kotott 132 lokusz koziill négyet (3,03%)
azonositottunk az 1M, 27-et (20,45%) a 2M, 47 lokuszt (35,60%) a 3M, 3 lokuszt (2,27%) a
4M, 8 lokuszt (6,06%) az 5M, 19 lokuszt (14,39%) a 6M és 24 lokuszt (18,18%) a 7TM
kromoszoéman. Az Aegilops kromoszoémakra specifikus lokuszok koziil azokat tekintettiik
alkalmasnak 0j buza-Aegilops introgresszids vonalak szelekcidjara, amelyek az addicios
vonalakban legalabb 2 bp méretli polimorfizmust mutattak a bliza sziil61 genotipushoz képest.
Ebben a vizsgalatban 51 marker 169 PCR-amplikonja felelt meg ennek a kritériumnak (5.
tablazat).
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5. tablazat Az allotetraploid Ae. biuncialis és Ae. geniculata, valamint ezek diploid 6seinek, az Ae. umbellulata
(UU) és Ae. comosa (MM) U és M kromoszoémainak btiza genetikai hattérben torténé nyomonkdvetésére alkalmas
COS markerek. A markerek btzan és Aegilops fajokon adott amplikonjai k6z6tt legalabb 2 bp méretkiilonbség all
fenn. A markerek kromoszéma-specifikus termékeinek (bp-ban megadott) mérete zarojelben talalhat6. A termék
feltételezett kromoszomalis pozicidja (*-gal jelolve) egy adott fajon akkor volt meghatirozhatd, amikor a PCR-
amplikon az U vagy az M genomra speicifikus volt, legalabb az egyik Aegilops fajon biztosan meghatarozhato
volt a pozicio, valamint a PCR-termék menyisége a masik két faj esetében abban az izolalt kromoszémamintdban

volt a legmagasabb, ahol a jelzett kromoszoma megtalalhato volt. [Molnar és munkatarsai (2013) nyoman)]

Ae. umbellulata (UU)
Ae. comosa (MM)

Ae. biuncialis
(UPUPMPMP)

Ae. geniculata
(USUMEM9)

1U

X1B(224), X2B(162)

X1B(226), X2B(162), X tr248(208)

X1B(226), X2B(162)

2U

X2N*(558), X2P*(292), Xtr146(303),
Xtr451(192)

X2N*(558), Xtr146*(303), Xtr451*(262)

X2N(558), X2P(292), Xtr146(303),
Xtrd51(262)

3U

X3J(205), Xtr62(180), Xtr63(545),
Xtr80(429), Xtr83(360),

X3J(205), Xtr62(180), Xtr63(545),
Xtr77(364), Xtr80(429), Xtr83(360)

X3J(205), Xtr62(180), Xtr63(545),
Xtr80(429), Xtr83(360)

4U

X6J*(236), Xtr72(179), Xtr76(179),
Xtr92(231), Xtr102(318), Xtr103(270)

X6J*(236), Xtr72*(179), Xtr76*(179),
Xtro2*(231), Xtr103*(270),

X6(236), Xtr72(179), Xtr76(179),
Xtr92(231), Xtr102(318), Xtr103(270),
Xtr129(300),

s5U

X51%(270), X5Q*(311), Xtr128(214),
Xtr131(470), Xtr248*(208)

X51%(270), X5Q*(311), Xtr128*(214),
Xtr131*(470)

X51(270), X5M(199), X5Q(311), X55(443),
Xtr128(214), Xtr131(470), Xtr248(208)

6U

X21(226), X4C(385), X4G(239),
X6A(250), Xtr77(363), Xtr90(290),
Xtr91(287), Xtr400(127)

X2U(351), X21(230), X4C(385), X6A(250),

Xtr91(287)

X4C*(385), Xtr90*(290), Xtr91*(287)

7U

X3B*(234), X7C*(327), X71(248),
Xtr4(266)

X3B*(234), X7C*(327), X71%(248),
Xtrd*(266)

X3B(234), X6A(277), X7C(327), Xtrd(271,
281)

1M

X2B*(163)

X2B*(163)

X1J(207), X2B(163)

2M

X1J*(228), Xtr146(381),

X1J*(228), X2R*(267), Xtr72(168),
Xtr76(168), Xtr131(356), Xtr134(250),

X1J(228), X21(230), X2R(267),

3M

Xtr62(178), Xtr63(444), Xtr67(351),
Xtr73(473), Xtr80(487), Xtr83(356),
Xtr85*(226)

Xtr62*(178), Xtr63*(444), Xtr76(168),
Xtr72(168), Xir80*(487), Xtr83*(356),
Xtr85(226), Xtr131(356), Xtr134(250),
Xtrd71(263)

Xtr62*(178), Xtr63*(444), Xtr80*(487),
Xtr83*(356), Xtr85*(226), Xtr146(381),

4M

Xtr88(407)

Xtr88*(407),

Xtr88*(407),

5M

X5Q*(311), Xtr128(212),
Xtrd71(209), Xtr764(214)

X5Q*(311), Xtrd71*(209), Xtr764*(214)

X5A(245), X5Q(311), Xtr128(210),
Xtrd71*(209), Xtr764(214)

6M

X6J*(236), Xtro3(477), Xtrl03(261),
Xtr104(406), Xtr112(390)

X6J*(236), Xtr103*(261),

X6J(236), Xtra3(475), Xtr103(261),
Xtr104(406)

™

X7C*(328), X71(249, 312)

X6A(262), X7C(328), X71(249, 312)

X6A(250), X7C*(328), X71(249, 312)

*. PCR-termék feltételezett kromoszoémalis pozicioval.

Annak érdekében, hogy a buza és Aegilops genomok kozti homeolog kapcsolatokat
tanulmanyozni tudjuk, pontosan definidlnunk kell azt a genomi régiot, amit az adott COS
markerek reprezentalnak. Az alkalmazott COS markerek helyzetérdl csak kromoszomaszintii
informaciok alltak rendelkezésre mind a buza, mind az Aegilops fajok esetében és nem voltak
informacidink a szubkromoszémalis poziciokra vonatkozolag. A COS markerek fejlesztéséhez
hasznalt EST-szekvenciak helyzetét eldszor a B. distachyon kromoszoémain hataroztuk meg,
mely mar akkor is (2012-2013) j6 mindségl referencia-genomszekvencidkkal rendelkezett,
majd azt vizsgaltuk, hogy az adott marker altal reprezentat Brachypodium kromoszomarégio,
mely kromoszomakon talalhato a buza és az Aegilops genomokban.
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18. abra A Brachypodium distachyon, a buza és az Aegilops genomok ortolog régiodinak kapcsolata. A COS
markerek EST-szekvencidinak fizikai pozicidja (balra) a Brachypodium kromoszéméakon (1-5) vannak feltiintetve.
Ugyanezen markerek kromoszomalis helyzetét a buza D genomjaban, illetve az Ae. umbellulata (U), Ae. comosa
(M), Ae. biuncialis (U°, MP) és Ae. geniculata (U9, M9 genomijaiban az egyes homeolég csoportokat jelzd
szinkddokkal jeldltiik. Az [-V genomi régidk az U genom esetében evolucids atrendezddésen mentek keresztiil a
bluza D genomjahoz, illetve az M genomhoz képest. A duplikalodott lokuszokat tobb szinkoddal jeloltik. A
feltételezett kromoszomalis elhelyezkedéssel rendelkez6 lokuszokat *-gal jel6ltiik. [Molnar és munkatarsai (2013)
nyoman]
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Els6 1épésben a COS markerek EST-szekvenciainak helyzetét BLASTn segitségével
hataroztuk meg a Brachypodium kromoszoémakon (a markerek EST-azonositéit és a BLAST
taldlatok paramétereit a dolgozatban szintén nem tudom bemutatni, de megtalalhato az
eredmények  publikacidjanak  kiegészit0  adataként a  kovetkez6 — weboldalon:
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0070844.s005). A legjobb talalatok startpozicioit
felhasznalva elkészitettikk az Aegilops és buza kromoszoémakon azonositott COS markerek
fizikai térképét a Brachypodium-ban (18. abra; Molnar és mtsai, 2013), ahol a markerek
pozicioit szinkdédokkal jeloltiik annak megfeleléen, hogy mely homeoldg csoporthoz tartozo
kromoszoémakon helyezkednek el a bizaban, illetve az egyes Aegilops fajokban.

A markerek kromoszomalis elhelyezkedése hasonld strukturalis kapcsolatokat jelzett a
Brachypodium és a biiza D genomja kozott, amint arr6l korabban mar beszamoltak (Luo és
mtsai, 2009; IBI, 2010). Példaul az 1D kromoszéma homoldgiat mutatott a 2-es és 3-as
Brachypodium (Br) kromoszémak bizonyos régidival. A 2D az 1Br és 5Br kromoszomaval, a
3D a 2Br-rel, a 4D ¢s 5D az 1Br ¢s 4Br kromoszémaval, a 6D a 3Br, mig a 7D az 1Br és 3Br
kromoszomaval.

Az U és M genommal rendelkez6 fajokat dsszehasonlitva megallapithattuk, hogy a diploid
és tetraploid Aegilops fajok U és M kromoszomainak jelentds része hasonld homologiat
mutatott a Brachypodium kromoszomakkal, amint azt a blza esetében tapasztaltuk. Azaz, a 3-
as homeolog csoportba tartozo Aegilops kromoszomak féként a 2Br kromoszomaval, mig az 1-
es homeoldg csoport kromoszomai a 2Br és 3Br kromoszomaval mutattak homologiat.
Ugyanakkor 6t nagyobb méretii kromoszémaatrendezédés (I — V) volt kimutathato az Aegilops
genomok ¢és a buza D genomja kozt, valamint az U genom és az M genom kozt (18. abra). Az
els6 atrendezddés (1.) a 1Br kromoszéman az X4G és X4C marker altal hatarolt régiot érintette,
mely a biza 4. homeolodg csoportjahoz tartoz6 kromoszomakon talalhato, de vizsgalataink a 6U
kromoszéman, illetve szamos M kromoszéman (6M, 2MP-3MP és 1M9 az Ae. comosa, Ae.
biuncialis és Ae. geniculata esetében) mutattak ki. Az 1Br kromoszoma egy masik, az X2C és
Xtr372 marker altal hatarolt régidja (II. atrendezodés) a buza 2. (X2C marker alapjan) és 7.
homeoldg csoportjaval (X7T, Xtr383, Xtr372 markerek alapjan) mutat homologiat, de a
kecskebuzafajokban a 6U, valamint a 6M és 7M kromoszdémakon volt azonosithat6. Az 1Br

crer

crer

elhelyezked6 Xtr85-X3B régio (IV. atrendezddés) a buzaban és az Aegilops fajok M
genomjaban a 3. homeoldg csoporthoz tartoz6 kromoszémakon, mig az U genomban a 7.
homeolog csoport kromoszodmain talalhato. Végiil meg kell emliteni a 3Br kromoszdéma hossz
karjan 1év6 Xtr10-Xtr103 régiot (V. atrendez6dés), mely a buza, illetve az Aegilops fajok M
genomja esetében a 6. homeoldg csoport kromoszomain helyezkedik el, ugyanakkor ezt a régiot
a 4U kromoszdéman mutattuk ki mind a diploid, mind a tetraploid kecskebuzak esetében.

Mindezek alapjan elmondhatd, hogy buzan kifejlesztett COS markerek jelentds része
alkalmas az U és M genommal rendelkez6 Aegilops fajok kromoszomainak azonositasara. A
COS markerek segitségével szintén kimutathato volt néhany atrendezédés foként a diploid és
tetraploid fajok U genomjaban, a buza és a hozza nagyobb hasonlosagot mutatdé M genomhoz
képest. Vizsgalataink jelezték, hogy az 4ramlési citometridval izolalt kromoszoémak DNS-
mintai alkalmas templatként szolgalhatnak a PCR-alapt markerek kimutatdsahoz, ugyanakkor
ravilagitottak az egyparaméteres izoldlas hatranyaira is, miszerint a molekuldris markerek
azonositasara akkor hasznalhaté az adott kromoszoma-minta, ha annak tisztasaga eléri a 70-
80%-ot, amint az lathat6 volt az Ae. umbellulata 1U, 3U és 6U kromoszoémaja esetében, mig a
kevert kromoszoma frakciok nem nyujtottak egyértelmli eredményt a markerek
kromoszdémakon torténd azonositasahoz.
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4.2.1.2. COS markerek azonositasa Aegilops kromoszémakon kétparaméteres
aramlasi citometriaval izolalt egyedi Aegilops kromoszomak segitségével

Az U, M, S és C Aegilops genomok teljes kromoszoma szerelvényének nagy tisztasagban
torténd izolalasa kétparaméteres aramlasi citometria segitségével lehetdséget adott a COS
markerek kromoszomalis helyzetének pontosabb meghatarozasara az Aegilops fajokon.
Kisérleteink ezen id6szakaban (2014-2015) mar rendelkezésre allt a hexaploid buza
kromoszémaalapt genomosszeillesztése és virtudlis génsorrendje (GenomeZipper) (IWGSC
2014) is, mely lehetévé tette a buza-Aegilops homeolog kapcsolatok kdzvetlen vizsgalatat.

Ezekben a kisérletekben olyan COS markereket alkalmaztunk, ahol a markerfejlesztéshez
hasznalt EST-szekvencidkat elézetesen buza delécidos sorozat segitségével fizikailag
térképezték a buizakromoszoémakon (Quraishi és mtsai, 2009). A 123 tesztelt marker koziil 100
volt képes Osszesen 544 specifikus terméket produkalni legalabb az egyik Aegilops faj teljes
genomi DNS-mintajan. Az Ae. umbellulata-ban 137, az Ae. comosa-ban 131, az Ae. speltoides-
ben 127 és az Ae. markgrafii-ban 142 amplikont tudtunk kimutatni. (A markerek PCR-
termékeire vonatkozo informaciokat a disszertacio terjedelmi korlatai miatt itt sem tudom
bemutatni, de szabadon hozzaférheték a Molnar és munkatarsai (2016) publikacié kiegészitd
adatai kozt [Data S1] a kovetkez6 weboldalon:

https://onlinelibrary.wiley.com/action/downloadSupplement?doi=10.1111%2Ftpj.13266 &f
ile=tpj13266-sup-0013-DataS1.xlsx ). A markerek kromoszomalis lokalizacidjanak
meghatarozasdhoz a kétparaméteres dramldsi citometria segitségével eldallitott kromoszoma-
specifikus DNS-mintakat hasznaltuk (4. tablazat). Ezekben a mintakban az esetleges szennyez6
kromoszomak jelenléte téves pozitiv termékeket és kromoszomalis lokalizaciot eredményezhet.
Ennek elkeriilésére azokat a markereket, melyek termékeinek koncentracidja két vagy tobb
kromoszéma-specifikus mintdn 10%-4al kisebb volt, kizartuk a tovabbi vizsgélatokbol.
Osszesen 466 (a buzdhoz képest 225 polimorf és 241 nem-polimorf) PCR-termék helyzetét
sikeriilt meghatarozni az Aegilops kromoszémakon [(Data S1; Molnar és mtsai (2016)].

Az Ae. umbellulata U kromoszémain meghatarozott 118 lokusz koziil 63 (53,38%) bizonyult
polimorfnak a hexaploid buzagenotipushoz (GK Othalom) képest, mig az Ae. comosa M
kromoszoémain azonositott 114 lokusz koziil 53 (46,49%), az Ae. speltoides S kromoszomain
azonositott 120 lokusz koziil 56 (46,66%) volt polimorf. Végezetiil az Ae. markgrafii esetében
53 termék (46,49%) bizonyult polimorfnak a C genom kromoszémain lokalizalt 114 termék
koziil. Azokat a markereket, melyek termékei jelentds mértékii (>5bp) polimorfizmust mutattak
a buzagenotipushoz képest, alkalmasnak tekintettik az Aegilops kromoszomak
nyomonkdvetésére az idegenfaju keresztezési programok soran (6. tablazat).

A buza- és Aegilops kromoszomak kozt fennallo homeologia vizsgalata soran felhasznaltuk
azt az informaciot, hogy a markerfejlesztéshez hasznalt EST-k fizikai pozicioja a
buzakromoszémaékon a delécios toréspontok altal definialt régidkban ismert volt (Quraishi és
mtsai, 2009), tovabba a kromoszémakon beliili sorrendjiik és (cM-ban megadott) genetikai
pozicidjuk meghatdrozhatd volt az EST-szekvencidknak a buza kromoszoéma-specifikus és
sorbarendezett szekvencia-adatbazisahoz (GENOMEZIPPER v.5; IWGSC 2014) valo
illesztésével (BLASTn).

Az egyes markerekre vonatkoz6 BLASTn illesztések és Genomezipper-adatok szintén
megtalalhatd Molnar ¢és munkatarsai (2016) kiegészité adatai kozt (Data S2:
https://onlinelibrary.wiley.com/action/downloadSupplement?doi=10.1111%2Ftpj.13266&file
=tpj13266-sup-0014-DataS2.xlsx). Az adatok alapjan elkészitettik a buza A, B és D
genomjanak fizikai térképét, melyen feltiintettiik az Aegilops kromoszémakon azonositott 100
db COS marker helyzetét. Vizsgalatainkban szerepelt az Ae. speltoides is, mely a hexaploid
bluza B genomjanak feltételezett donorfaja, ezért a dolgozatban csak a buza B genomja alapjan
készitett Osszehasonlitdst mutatom be (19. abra). Az A és D genom alapjan készitett
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Osszehasonlitd abra szintén megtalalhatd Molndr és munkatarsai (2016) publikacidjaban

(Figure S5 és S6).

6. tablazat A buza és az Aegilops fajok kozt polimorf (=5 bp) PCR-terméket mutatd COS markerek. Az Aegilops

kromoszoémakra specifikus amplikon mérete (bp) zarojelben talalhato.

homeoldg csoport

Ae. umbellulata (UU)

Ae. comosa (MM)

Ae. speltoides (SS)

Ae. markgrafii (CC)

1 c757212 (244), €757212 (285), c757212 (280), c757212 (285),
¢735941 (238), ¢735941 (238), ¢735941 (227, 239), ¢735941 (237),
¢743018 (298, 310), 743346 (277), ¢743018 (305, 317), ¢743018 (298, 310),
¢726029 (418), ¢737520 (327), C743346 (278), C743346 (274),
C743346 (275), CT44747 (317), ¢737520 (330), c737520 (327),
¢737520 (327), C744747 (317), C744747 (320),
C744747 (320), ¢751053 (498),
¢758392 (379, 390), C765452 (357),
2 C740970 (207), C740970 (207), ¢720763 (323, 326), c756721 (307),
¢757237 (190, 194), ¢757237 (230, 233), ¢765220 (298, 302, 310),
C767104 (443), ¢762599 (267, 269), CT44766 (239),
€741435 (201), 747871 (655),
¢760549 (430), C724406 (628),
C742110 (194, 198), 741435 (588),
c742079 (374), 760549 (428),
¢753637 (442),
be496986 (629),
771657 (888),
C748987 (260),
754211 (288, 291),
3 ¢752137 (399, 410), 805553 (450), C757237 (228), c767104 (422),
c805553 (442, 451), 772427 (371), C746642 (654), 805553 (442, 451),
C772427 (371), ¢751053 (502), c805553 (450), 760830 (300, 305),
c757460 (633), ¢752685 (597), ¢751053 (595), hf484254 (556),
¢756279 (308), ¢771860 (374), c739776 (323), C747342 (655),
¢755305 (263) 740781 (413), C741435 (468), C745166 (243),
756279 (285), 740257 (280),
¢761505 (1374),
€750237 (517),
732202 (232),
740257 (280),
C748987 (260),
4 €759427 (557, 552), 743018 (298, 310), 770094 (432), €740970 (207),
c765452 (310, 322), 733078 (458), ¢742110 (561), 757237 (225, 228),
C724406 (633), ¢765452 (310, 322), C757460 (654),
be496986 (716), ¢760004 (697),
bf484254 (536)
5 €762599 (269), C743567 (585), C762599 (267, 269), ¢762599 (264, 269),
C743567 (588), c756721 (295), C743567 (585), C743567 (585),
¢758334 (630), 748436 (745), ¢758334 (630), 758334 (622),
C728956 (340), 749645 (316, 326), c756721 (311), C748436 (795),
c756721 (308), €765220 (297, 301, 309),  c744654 (328), C749645 (339, 348),
c771643 (370), 732202 (254), C748436 (810),
C748436 (873), C724685 (674),
C749645 (354, 362), C749645 (348, 356),
¢765220 (300, 304, 313), €765220 (299, 304, 312),
€732202 (322),
6 C746642 (673), CT44766 (254), C740781 (412), C743137 (514),
c771614 (286), 747871 (660), ¢765452 (304, 308),
¢760004 (690), 724406 (700), c760004 (177),

C744766 (238),
c747871 (657),
c753637 (424),
c760754 (430),
c771657 (836),
c754211 (281, 287),
743137 (478),

760549 (430),
c753637 (424),
be496986 (647),

c737067 (470),
C744766 (251),
C747871 (660),
C724406 (694),
¢760549 (428),
¢753637 (514),
be496986 (633),
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6. tablazat (folytatds)

homeoldg csoport Ae. umbellulata (UU) Ae. comosa (MM) Ae. speltoides (SS) Ae. markgrafii (CC)
7 €760830 (300, 305), €760830 (300, 305), €760830 (300, 305), €720763 (308, 311),
bf484254 (568), be494425 (531), bf484254 (568), 746642 (694),
€759439 (849), €759439 (851), €732202 (644), €744070 (215),
C747342 (663), C747342 (668), c771657 (819), €765452 (309, 313, 321),
745166 (243), 754211 (281, 287, 290), 741119 (760), 760004 (685),
€743137 (514), C747342 (696),
c745166 (243),
740257 (280),
€769080 (349),
c753911 (165)

c754211 (289, 292),
€743137 (515),

A buaza- és Aegilops genomok homeologiaviszonyainak Osszehasonlitasa érdekében a
buzakromoszoémak egyes régioit szinkddokkal lattuk el attol fiiggéen, hogy az ott talalhatd
markerek mely homeoldg csoport kromoszémain voltak azonositva a kiilonb6z6 fajok esetében
(19. abra).

Attol fiiggben, hogy egy adott marker ugyanazon a homeoldg csoporthoz tartozo
kromoszoéman volt-e megtalalhatd a biza- és az egyes Aegilops genomok esetében, a Jaccard
hasonlosagi egyiitthato segitségével (Kosman és Leonard, 2005) szamszer(sithet6 volt a blza-
¢és az Aegilops genomok kozti genetikai hasonlosag (Molnar és mtsai, 2016; Table S6). A teljes
genom szintjén az Ae. speltoides S (J=0,792) és az Ae. comosa M kromoszoémainak (J=0,762)
struktraja mutatta a legnagyobb hasonldsagot a buzakromoszoémakkal. Az el6z6ekhez képest
jelent6s atrendez6déseket mutatott az Ae. umbellulata U genomja (J=0,683), mig a legnagyobb
strukturalis kiilonbségek az Ae. markgrafii C genomja (J=0,297) esetében volt tapasztalhato.
Megallapitottuk, hogy az Aegilops fajok 1. és 5. homeoldg csoporthoz tartozé kromoszomai
altalaban nagyobb makroszinténiat mutattak a hasonlé homeoldg csoportba tartozod
buzakromoszomakkal, mint a tobbi csoport kromoszomai.

Megallapithato volt, hogy az Ae. umbellulata 1U, 3U és 5U, és kisebb mértékben a 2U és
7U kromoszomaja nagyobb makrohomologiat mutatott a hasonlé homeoldg csoportba tartozé
buzakromoszomakhoz (w) képest. Ugyanakkor, szamos atrendez6dés volt kimutathato az Ae.
umbellulata genomjaban a buzahoz képest. Példaul a c746642 marker, mely a biiza 2. homeolog
csoportjanak kromoszomaira (w2) volt specifikus a 6U kromoszoman volt kimutathatd, mig a
w3 kromoszoma-specifikus ¢755442 markert a 7U kromoszoman detektaltuk. A w4
kromoszomak rovid karja és a 6U kromoszoma kozti homoldgia 4 marker alapjan szintén
kimutathatd volt, csakigy, mint a w6 kromoszémak hosszl karjdnak tobb régidja és a 2U
kromoszoma kozti homoldgia (19. abra).

A COS markerek eloszlasa alapjan kimutattuk, hogy az Ae. umbellulata-val ellentétben, az
Ae. comosa minden kromoszomaja jelentdés hasonldésagot mutatott az azonos homeolog
csoportba tartozé buzakromoszomakkal. A COS markerek helyzete alapjan azonban néhany
atrendez6dés létrejotte valosziniisithetd. fgy a w5 kromoszomaval homolog (c762599 marker
altal jelzett) régi6 a 2M kromoszoman talalhato, valamint 4 marker pozicidja szerint a w7 és a
3M kromoszomak bizonyos régioi kozti hasonlosag mutathatd ki (19. abra). Ahogyan az
varhat6 volt, az Ae. speltoides S genomja kozeli hasonldsagot mutatott a buzaval. Ugyanakkor
két marker alapjan atrendezddést taldltunk: egy w2 kromoszomakkal homolog régio
atépiilhetett a 3S kromoszomara. Tobb marker pozicidja azt mutaja, hogy lokalis homologia
van a w4 kromoszémak és a 6S, valamint a w6 kromoszémak és a 4S illetve 3S kromoszoma
kozott (19. abra).
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19. abra Buza-Aegilops ortolog kapcsolatok a buza B kromoszomainak alapjan abrazolva. A COS markerekhez
tartozo EST-k genetikai pozicioja a bal oldalon talalhatd genetikai térképen, mig fizikai pozicidjuk a delécids
citogenetikai térképen a jobb oldalon lathatd. Az Ae. umbellulata (U), Ae. comosa (M), Ae. speltoides (S) és Ae.
markgrafii (C) kromoszomain azonositott markerecket a biuza B kromoszomakon elfoglalt helyzetiitknek
megfelelden az egyes delécios régiokban abrazoltuk. Az egyes delécios régiokon beliil a markerek sorrendjét a
hexaploid buza GenomZipperben talalhatd, EST-t tartalmazo kontig cM értéke alapjan hataroztuk meg. Az egyes
btza delécids régidkat az ott talalhatdé markerek alapjan megfelelé szamu ablakra osztottuk fel, majd az egyes
markerspecifikus ablakokat szinkddokkal jeloltiik annak megfelelden, hogy az adott marker mely homeolog
csoport kromoszomajan talalhato a kiilonb6z6 Aegilops genomokban. Dupla szinnel jeleztiik, ha egy marker tobb
kromoszoéman volt megtalalhaté egy adott genomon beliil. A markerek nélkiili ablakokat, illetve delécios régiokat
fehér szinnel jeldltiik. [Molnar és munkatarsai (2016) nyoman]

Az Ae. markgrafii esetében az 1C és 5C kromoszoma mutatta a legnagyobb hasonlosagot a
megfelel6 (1B illetve 5B) buzakromoszomakkal, bar 3 marker alapjan valdsziniisitheté egy w5-
specifikus régio jelenléte a 2C kromoszoéman. Kimutathat6 volt, hogy a 2B és a 3B kromoszéma
hosszu karjanak, valamint a 4B kromoszoma rovid karjanak bizonyos régioi és a 7C
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kromoszoma kozott homologia allhat fenn. Tovabbi genomatrendezddésekre utalhat, hogy 5
darab 4B-specifikus markert és 4 db 2B-specifikus markert a 4C kromoszoman lokalizaltunk,
valamint a 11 marker alapjan homologia volt detektalhaté a 7B és a 3C kromoszoma kozott.

COS markerekkel végzett kisérleteink Osszefoglalasaként elmondhato, hogy a legnagyobb
homologia az Ae. speltoides, a hexaploid buza B genomjanak feltételezett 6se, és az azonos
homeoldg csoportba tartozé buzakromoszomak kozott talalhatd. Kimutattuk, hogy az Ae.
umbellulata kromoszémai jelentés atrendez6déseken mentek keresztiil a buzakromoszomakhoz
képest. Eloszor igazoltuk, hogy az Ae. comosa M genomjanak kromoszomai szintén jelentds
homologiat mutatnak a megfelelé biza homeolég kromoszomakkal, mig az Ae. markgrafii
izolalt kromoszomain azonositott COS markerek eredményei arra utalnak, hogy az Ae.
markgrafii C genomja jelentdsen atrendez6dott az evolucid soran.

4.2.1.3. A COS markerekkel végzett vizsgalatok eredményeinek megvitatasa

A COS markerekkel kapott eredmények azt jelzik, hogy az izolalt kromoszomak DNS-
mintai alkalmasak lehetnek buza molekularis markerek Aegilops kromoszomakon torténd
azonositasara, igy megfelel0 alternativaként szolgalhatnak a térképezési vizsgalatokhoz abban
az esetben, ha az adott Aegilops kromoszomara vonatkozéan nem all rendelkezésre buza-
Aegilops addicios vagy szubsztitiicios vonal. Ugyanakkor az is vilagossa valt, hogy az izolalt
kromoszémak DNS-mintdi csak abban az esetben hasznédlhatok érdemben molekularis
markerek térképezésére, ha az adott minta nagyrészt (>70-80%) csak egy-egy adott
kromoszémat reprezentdl. Mindez jelzi az egyparaméteres aramlési citometridval (azaz méret
alapjan) szeparalt kromoszoémamintak korlatait is, hiszen egy fajon belill az egyes
kromoszémak méretbeli kiilonbségei csak néhény esetben teszik lehetdvé kromoszoma-
specifikus mintak eldallitasat.

Els6é kisérleteink (Molndr és mtsai, 2013) kivitelezésekor (2011-12) még nem volt
hozzaférhet6 sem a hexaploid buza referencia-genomszekvenciaja (IWGSC, 2018), sem az
egyes kromoszomakra specifikus és sorba rendezett kontigok gylijteménye [lasd
GenomeZipper (IWGSC 2014)]. Annak érdekében, hogy definialni tudjuk a COS markerek
altal reprezentalt genomi régiokat és dssze tudjuk hasonlitani ezek kromoszdmalis pozicidit a
buzaban, valamint a diploid és tetraploid kecskebtizafajok U és M genomjaban, a B. distachyon
genomi szekvencidit hasznaltuk referenciaként.

Vizsgalataink soran az alkalmazott COS markerek 94.3%-a produkalt PCR-terméket
legalabb az egyik Aegilops fajon (Molnar és mtsai 2013), mely megerésiti az eredetileg buzara
kifejlesztett COS markerek kiilonboz6 fajokon, pl. az Ae. peregrina-n, vagy Ae. ventricosa-n
korabban megfigyelt jo alkalmazhatosagat (Howard és mtsai, 2011; Burt és Nicholson, 2011).
A COS markerek fajok kozt valo atvihetdségét tamasztottak ala a kés6bbiekben az Agropyron
cristatum-on és Thynopyrum elongatum-on végzett vizsgalataink is, melyek informaciot adtak
a P, illetve E genom és a buza kozti homeoldg kapcsolatokrol (Said és mtsai, 2019; Gaal és
mtsai, 2018; ). A COS markerek kiilonb6z6 fajokon torténé nagyfokt alkalmazhatosaga
Osszefiiggésben allhat a primertervezésnél alkalmazott célszekvencidk konzervaltsagaval, mely
kevésbé tlinik varidbilisnak, mint példdul a genomi mikroszatellit ismétlddések alapjan
fejlesztett (SSR) markerek primerszekvenciai.

A COS markerek fizikai térképe lehetdvé tette az U és M genomok, valamint a blza és az
Aegilops fajok kozti homeoldgiaviszonyoknak a Brachypodium genom perspekivajabol torténd
tanulmanyozasat. A homeoldg Brachypodium genomi régiok kromoszomalis lokalizacioja a
buzaban és az Aegilops fajokban 6t genomatrendez6dést mutatott ki az U genomban a buza D
genomjahoz és az M genomokhoz képest (18. abra). Nagy valdszinliséggel mind az Gt
atrendez6dés még diploid szinten kialakult, majd eltér6en modosult a poliploid Ae. biuncialis-
ban ¢és Ae. genicultata-ban. Harom atrendezédés (I, II és III) a 6U kromoszémahoz
kapcsolodott, mig egy atrendez6dés (IV) a 7U-hoz, egy masik pedig (V) a 4U kromoszomahoz
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volt kothetd. Megfigyelhetd volt, hogy az atrendez6dott genomi régidok kromoszomalis helyzete
a diploid és tetraploid Aegilops fajok U genomjaban eltéré volt a bizahoz és az M genomhoz
képest. A buza D genomjaban, valamint az Aegilops fajok M genomjaban az atrendez6dott
régiok egy része (IV és V) azonos homeoldg csoporthoz tartozd kromoszémakon volt
kimutathat6. Mindezek az eredmények arra utalnak, hogy makrokromoszémalis 1éptékben a
hasonlosag nagyobb a buza €s az M genom kozott, mint a buza és az U genom kozott.

Az U és M genom, valamint a buza genomjai kozti homeoldgia pontosabb vizsgalatat tette
lehetévé az U, M, S és C genom kromoszémainak egyenként torténd izolaldsa a diploid
Aegilops fajokbol, valamint ezen DNS-mintak PCR-templatként val6 alkalmazasa olyan COS
markerekkel, melyek genetikai és citogenetikai pozicidja ismert volt a biizakromoszémakon
(Molnar és mtsai, 2016). Az Ae. umbellulata U genomja és a biza D genomja kozti
homeoldgiaviszonyokat korabban Zhang és munkatarsai (1998) tanulmanyoztak, akik Chinese
Spring-Ae. umbellulata addiciés vonalak segitségéve 179 buza RFLP markert azonositottak U
kromoszomakon, melyekb6l 68 marker (atlagos markerlefedettség: 9,7 marker/kromoszoéma)
kromoszoéman beliili helyzetét sikeriilt meghatarozniuk egy Ae. umbellulata kétsziil6s
szegregald térképezési populacid felhasznalasaval. Ezek az eredmények legalabb 11
atrendezddést mutattak ki az U genomban a buzahoz képest. Hasonl6 markerlefedettség (~14,2
marker/kromoszoma) mellett eredményeink altalaban hasonlé U-D homeolégiakapcsolatokat
tartak fel és elsdként adtak informéciot az M genom és a buza (W) kromoszémai kozt fennalld
homeologiaviszonyokrol. Kimutathatd volt, hogy az 1U és 1M kromoszoma féként az 1D
kromoszémaval, a 2U és 2M kromoszéma a 2D-vel, mig a 3U és 3M kromoszoma foként a 3D
kromoszoémaval mutatott homeologiat. Ugyanakkor egy marker (c755442), mely a btaza 3D
rovid karjan volt lokalizalt, az Ae. umbellulata 7U kromoszomajan volt kimutathato, ami arra
utal, hogy az Ae. umbellulata-ban a 3DS buzakromoszémakar disztalis részének megfeleld
régi6 a 7U kromoszOmara transzlokalodott. Ez a megfigyelés Osszhangban van Yang és
munkatarsai (1996) korabbi eredményeivel, akik egy atrendez6dést mutattak ki az Ae.
umbellulata 3U és 7U kromoszomaja kozott a buzahoz képest. Szoros homoldgia volt
megfigyelheté az SU/SM ¢és a w5 kromoszomak, valamint kisebb mértékben a 7U/7M és a w7
kromoszomak kozott is (19. abra). COS markerrel kapott eredményeink megerdésitették a 4U és
a 6U kromoszoma erésen atrendezOdott szerkezetét a megfeleldé buza homeolog
kromoszémakhoz képest. Vizsgalataink alapjan a 4U kromoszéma homolég régidkat hordozhat
a buza w4 kromoszomak hosszl karjaval és a w6 kromoszomak rovid karjaval. A 6U
kromoszéman szamos kromoszomarégio volt talalhatd, mely homoldgiat mutatott a buza w2L,
a waS, w6S és wW7L kromoszomakarokkal, megerdsitve ezzel Zhang és munkatarsai (1998)
korabbi eredményeit.

Az Ae. speltoides, a hexaploid buza B genomjanak feltételezett 6se mutatta a legnagyobb
homologiat a bluzakromoszomakkal (19. abra). Bar a w6 hosszi karjanak megfeleld régiod
atrendez6dott a vizsgalt genotipusban, az Ae. speltoides tobbi kromoszoémaja kozvetleniil
megfeleltethetd volt a buza azonos homeolog csoporthoz tartoz6 kromoszomainak.

Az Ae. comosa és az Ae. markgrafii izolalt kromozomain végzett COS markeres
vizsgalataink eldszor tartak fel a buza és az Aegilops fajok M, illetve C genomjai kozti
kapcsolatokat (Molnar és mtsai 2016) ¢és adtak szubkromoszémalis szintli betekintést arra
vonatkozoan, hogy az egyes kromoszomarégiok helyzete hogyan valtozott ezen fajok
evolucidja sordn a buzahoz viszonyitva. Meglepetésiinkre az M genom kromoszomai, az Ae.
umbellulata esetében tapasztaltakkal ellentétben, a homeoldg csoportra specifikus markerek
hasonl6 elhelyezkedése alapjan (19. ébra) jelentds homoldgiat mutattak a megfelelé buza
homeolog kromoszémakhoz képest. Eredményeink azt sugalljak, hogy nagyobb mértéki
interkromoszomalis atrendezddések nem jottek 1étre a diploid Ae. comosa fajképzddése soran.
Az M és a buzakromoszomak kozti nagyfokti homologiat latszanak megerdsiteni azok a
korabbi, buza-Aegilops addicidés vonalak meiotikus kromoszoémaparosodasra vonatkozo
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eredményeink is, ahol csokkent Phl kopiaszam mellett az Ae. biuncialis 3MP-btizakromoszéma
asszociaciok gyakorisdga nagyobb volt mint a 3UP-buiza asszociacioké (Molnar és Molnar-
Lang, 2010).

Az Ae. markgrafii izolalt kromoszoémain azonositott COS markerek eredményei (19. abra)
alapjan szintén el6szor szolgaltattunk konkrét bizonyitékokat arra vonatkozodan, hogy az
evolucio soran az Ae. markgrafii C genomja jelentsen atrendez6dott a buzakromoszomakhoz
képest. Erre a Parisod és Badaeva (2020) altal megfigyelt aszimmetrikus
kromoszémastruktarajuk (az akrocentrikus és erésen szubmetacentrikus kromoszomak nagy
aranya) is utal. A COS markerek altal feltart homolodgiaviszonyok kimutattak, hogy néhany
eddig leirt C kromoszoma (pl. 2C és 3C) egyaltalan nem a megfeleld bizakromoszdémakkal
mutat, tobb marker alapjan egyébként konzekvens, hasonlésagot. Mindebbdl azt a
kovetkeztetést kellett levonnunk, hogy a kisérleteink soran az Ae. markgrafii kromoszémainak
azonositasahoz referenciaként hasznalt FISH kariotipus (Badaeva és mtsai 1996a,b)
nevezéktana pontositasra/modositasra szorul. Javasoltuk a 2C kromoszoma atnevezését 6C-re,
a 3C atnevezését 7C-re, a 7C atnevezését 2C-re, végiil a 6C kromoszoma atnevezését 3C-re
(Molnar és mtsai 2016). Ezen modositasok nyoman az 1C, 5C, 6C és 7C kromoszoma jelentds
homologiat mutat a buiza megfeleld homeolog kromoszomakkal (w). A 2C homolog régiokat
tartalmaz a biiza 2wL, 3wL ¢és 4wS szegmentumaval, a 3C a 3wS és 7wS, mig a 4C homolog a
4wL és tovabbi 2w régiokkal. A C genom azonositasahoz hasznalt FISH kariotipus modositasat
Danilova és munkatarsai (2017) vizsgalatai a késObbiekben alatamasztottak. A szerzék
egykopids ortolog gének cDNS-klonjait hibridizacids probaként hasznalva elkészitették a
hexaploid buza Un. single-gene FISH citogenetikai térképét (Danilova és mtsai, 2014) majd
hasonld probakkal meghataroztak e gének citogenetikai pozicidjat az Ae. markgrafii
kromoszomain is (Danilova és mtsai, 2017). A Molnar és munkatarsai (2016) és Danilova és
munkatarsai (2017) nomenklatiraja kozott egyetértés van az 1C, 3C, 5C és 7C kromoszoémakat
illetéen. Meg kell azonban jegyezniink, hogy a két cikk eltéréen azonositja a 2C, 4C és 6C
kromoszomat. Ennek oka, hogy a kromoszoémanként alkalmazott alacsony markerdenzitas
mindkét esetben megneheziti a részletes buza-Aegilops genomkapcsolatok tisztazasat.

Osszességében elmondhatd, hogy a diploid Aegilops fajok S és M genomja jelentés
homologiat mutat a megfelelé buza homeologokkal, mig az U genom és kiilondsen a C genom
jelentds atrendez6déseken ment keresztiil. Mindez 6sszhangban all azzal a korabbi vizsgalattal,
ami 2 gén szekvenciaja alapjan tanulmanyozta a Triticeae fajok filogenetikai kapcsolatat,
melynek alapjan kimutattak hogy az Ae. umbellulata és Ae. markgrafii 6nnallo leszarmazasi
agat alkot az Aegilops-Triticum kladon beliil (Petersen és mtsai, 2006; Mahelka és mtsai, 2011).
A legutdbbi években a teljestranszkriptom-szekvenalason alapuld filogenomikai analizisek
szintén hasonlé kovetkeztetésre jutottak (Glémin és mtsai, 2019; Tanaka és mtsai, 2020).

A COS markerek altal jelzett genomatrendezddések valdsziniileg lényeges szerepet
jatszhattak az U és C genom 6sének kialakulasaban és az Ae. umbellulata és Ae. markgrafii

Osszefoglalasképpen elmondhatd, hogy COS markerek segitségével és izolalt
kromoszomak, valamint btiza-Aegilops addicios vonalak felhasznalasaval igazoltuk a korabbi
kisfelbontastt RFLP-alapt genetikai térkép segitségével kapott eredményeket, miszerint az Ae.
umbellulata genomja jelent6s atrendezddéseken ment keresztiil a blizagenomhoz képest.

Vizsgalatainkkal eldszor mutattuk ki, hogy az Ae. markgrafii C genomjaban szintén jelentds
atrendezOdések torténtek, valamint azt hogy az Ae. comosa M genomjanak kromoszomai
nagymértékii homoldgiat mutatnak a buzakromoszomakkal. Mindezek a kromoszomaszinti
strukturdlis informaciok Osszhangban éllnak a korabbi és késdbbi génszintli filogenetikai
vizsgalatokkal, ugyanakkor ramutatnak arra, hogy a kromoszomak strukturalis valtozasai
szintén jelentds szerepet jatszhattak az U és C genommal rendelkez6 Aegilops fajok evolucios
kiilonvalasaban az M és N genommal rendelkezd fajoktol.
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Vizsgalataink azonban nem tették lehetové az azonositott markerek Aegilops
kromoszomakon elfoglalt sorrendjének meghatarozasat, igy nem tudtak pontos informaciot
adni a buza- és az Aegilops kromoszomak kozti kolinearitasrol, illetve az Aegilops
kromoszoémakon beliil bekovetkez6 strukturalis valtozasokrdl (pl. para-, vagy pericentrikus
inverziokrol). Tovabbi gondot jelentett, hogy a COS markerek alacsony denzitasa miatt csak
makroszintli 0sszehasonlitasokat végezhettiink, ami nem tette lehetévé annak eldontését, hogy
az egy-egy marker altal jelzett atrendez6dés pusztan egy véletlenszer lokalis szinténiazavar,
vagy egy nagyobb régiora kiterjedé genomi atrendezddés. Ezért a keresztezésekhez hasznalt U
és M genomra fokuszalva a bliza-Aegilops homologia még nagyobb felbontasban torténd
vizsgalatdhoz sziikségesnek tartottuk egy nagy felbontasi ¢&s ateresztoképességl
markerrendszer alkalmazasat. Az U és M kromoszomak DNS-ének szekvenaldsa ¢és
génosszetételiik Osszehasonlitasa a buzaéval (IWGSC, 2014) szintén részletes informaciokkal
szolgalhat a buza és az Aegilops fajok genomjai kozti szinténiarol és lehetdvé teheti specifikus
génalapi markerek fejlesztését az Aegilops kromoszoma-szegmentumok nyomonkovetésének
céljaval. A kovetkezo fejezetekben ezekrdl a vizsgalatokrol igyekszem részletes képet adni.

4.2.2. Az U és M Aegilops genomok szerkezetének nagy felbontasu vizsgalata
4.2.2.1. Az Ae. biuncialis genomszervezodésének vizsgalata F2 szegregalo genetikai
térkép létrehozasaval

A génforrasként hasznalt Ae. biuncialis kétsziilds szegregald genetikai térképe szamos
ponton segitheti a fajkeresztezéses génatvitel folyamatat. A kromoszémakon elfoglalt
poziciojuk és sorrendjiik révén a térképezett markerek alapjaul szolgalhatnak az Aegilops
kromatin nyomonkdvetését biztosito markerkapcsolt szelekcios rendszernek. Az agrondmiai
jelentdséggel bird gének és kvantitativ tulajdonsagokért felelés genomi régiok (QTL-ek)
térképezése mar a vad fajban megtorténhet, igy az introgresszids folyamat a kapcsolt markerek
segitségével célzottan torténhet. Nem utolsdé sorban, a genetikai térkép segitségével
vizsgalhatova valnak az egyes Aegilops kromoszomakon beliil esetlegesen bekovetkezett
atrendezddések, melyre a COS markerekkel végzett vizsgélataink nem adtak lehetdséget.
Hosszabb tdvon a szegregdld genetikai térkép vazként szolgalhat a genomi szekvencidk
0sszerakasahoz, sorba rendezéséhez is.

Mindezek alapjan elhataroztuk az Ae. biuncialis kétsziilés F2 szegregald genetikai
térképének létrehozasat. Sziildi genotipusokként azt az MvGB382 ¢s MvGB642 génbanki
tételeket valasztottuk, melyeket évek Ota keresztezési partnerként hasznéltunk a buza-
eldnemesitési programokban. A két sziild igen eltéré okogeografiai élohelyrdl szarmazik
(MvGB382: Iran, 320m tengerszint feletti magassag és 500 mm/év csapadék; MvGB642:
Sziria, 1160 m tengerszint feletti magassag €s 1143 mm/év csapadék). Koztik szamos
tulajdonsagban jelentds kiilonbséget tapasztaltunk. Az MvGB382 genotipus jO szarazsag- és
sotliréssel rendelkezik, és 1-1,5 héttel korabban viragzik, mint az MvGB642 genotipus (Molnar
¢s mtsai 2004, Ivanizs és mtsai 2019). Az MvGB642 viszont j6 levélrozsda-rezisztenciat mutat.

A keresztezések soran az MvGB382 genotipust apaként hasznalva 91 F1 egyedet, majd ezek
ontermékenyitésével 262 MvGB642 x MvGB382 F: genotipust allitottunk eld. A
térképszerkesztéshez - a mindségi paraméterek alapjan tortént sziirési 1€pések eredményeként -
224 F, genotipust hasznaltunk fel, melyeken 5893 SNP-DArT ¢és 22180 Silico-DArT markert
teszteltiink.
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6. tablazat Az Ae. biuncialis F, szegregalo genetikai térképét jellemz6 f6bb statisztikai mutatok.

Kr. LG Térképezett Egyedi Markerek kozti  Markerek kozti Teljes
markerek (db) lokuszok atlagos tavolsag legnagyobb tavolsdg  térképtavolsig
szama (cM) (cM) (cM)
Y LG16 636 50 0.67 2.04 33.58
1U LG13 538 62 2.41 7.92 149.78
2M LG7 982 85 2.02 11.73 172.44
2U LG6 584 66 3.43 17.9 226.82
3M LG4 1466 84 2.48 13.54 209.13
3U LG5 518 58 2.51 14.64 145.59
4M LGl 662 59 2.39 11.6 141.03
4U LG11 454 43 3.67 23.94 158.13
5M LG14 1292 88 2.56 12.02 225.49
5U_1 LG3 500 55 2.16 10.26 118.88
5U_ 2 LG9 257 48 2.94 17.26 138.59
6M LG2 1023 66 2.26 9.2 149.61
6U_1 LG10 554 53 4.88 68.6 258.88
6U_2 LG12 353 51 3.22 8.21 164.62
™ LG8 988 50 2.55 10.79 125.39
7U LG15 510 57 3.51 10.72 200.3
Total: 11317 975 2.72 23.94 2618.26

A genetikai térkép (a disszertacidé megirasakor elkészitett) legfrissebb verzidja 16 kapcsoltsagi
csoportot tiintet fel, melynek a teljes térképtavolsaga 2618,26 cM. A térkép 975 egyedi lokuszt
tartalmaz, a lokuszok kozti atlagos tavolsag 2.72 c¢cM, mig a legnagyobb tavolsag két lokusz
kozott 23.94 ¢cM. A térkép Osszesen 11317 markert tartalmaz (6. tablazat). A térkép Aegilops
kromoszoémakhoz (1U-7U, 1M-7M) rendelt kapcsoltsagi csoportjait (LG1-LG16), a
kapcsoltsagi csoportokat alkotd 0sszes térképezett DArTseq markert genetikai pozicidik cM-
ban megadott értékeivel az MTA REAL publikus repozitoriumba feltoltott 1. On-line melléklet
tartalmazza (URI: http://real.mtak.hu/127748/).

A kapcsoltsagi csoportok (LG: Linkage Group) kromoszémakhoz valé hozzarendelése soran
a legmegbizhatobb kodomindns SNP-DArT markerekbdl allo vaztérkép kapcesoltsagi
csoportjait alkoté markerek eredményeit 6sszehasonlitottuk a diploid genomdonorfajok, az Ae.
umbellulata (UU) és Ae. comosa (MM) izolalt kromoszomain és teljes genomi DNS-én adott
eredményeivel. Megallapitottuk, hogy 7 kapcsoltsagi csoport (LG16, LG7, LG4, LG1, LG14,
LG2, LG8) markerei az M genommal rendelkezd 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, http://real.mtak.hu/id/eprint/127752). A kapcsoltsagi csoportok azonositasa
soran szintén figyelembe vettiik a diploid Ae. umbellulata U kromoszomai és a
buzakromoszomak kozti kolinearitasra vonatkozé informaciokat, melyeket kordbban az Ae.
umbellulata szegregald genetikai térképének segitségével tartak fel (Zhang és mtsai, 1998;
Edae és mtsai, 2017). Annak érdekében, hogy informaciot kapjunk a tetraploid Ae. biuncialis
kapcsoltsagi csoportjai és a blzakromoszoémak kozt fennalld szinténikus kapcsolatokrol
(kolinearitasrol), BLASTn segitségével hasonldsagi keresést végeztiink a vaztérképet alkoto
legmegbizhatobb Aegilops markerek szekvenciai és a buzakromoszomak pszeudomolekulai
(IWGSC, 2018) kozott (2. On-line melléklet). A markerszekvenciak buzakromoszomakon adott
legjobb talalatainak startpozicidit Osszehasonlitottuk ugyanezen markerek Aegilops
kromoszomakon (cM-ban) megadott genetikai pozicidival, melynek révén meghataroztuk az
Ae. biuncialis és a buzakromoszomak kozt mutatkozo homoldgiat, illetve kolinearitast (20-21.
abrak).
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20. abra. Az Ae. biuncialis és a hexaploid biiza D genomjanak kromoszomai kozti szinténia vizsgalata a 4-es
homeolog csoporthoz tartozd kromoszomak példajan bemutatva. A vaztérképet alkoté markerek (cM-ban

s

helyzetével. Kimutathatd, hogy a 4M kromoszoma markerei csaknem teljes egészében a 4D kromoszoéman
talalhatok, mindkét kromoszoman hasonld sorrendben, ami a két kromoszoéma kozti nagyfoku homoldgiara utal.
Ezzel ellentétben a 4U kromoszéma markerei foként a 6D, 4D €s 5D kromoszoémara térképezddtek. A 6D hosszu
karjan lokalizalt markerek a 4U kromoszo6an forditott sorrendben helyezkedtek el, ami a genomatrendezédés soran
bekdvetkezd inverziora utal.

Mindezek alapjan az egyes kapcsoltsagi csoportokat hozzarendeltiik az Ae. biuncialis 1UP-
7UP és IMP-7TMP kromoszoémaihoz. Eredményeink megerdsitették a COS markerekkel
korabban feltart buza-Aegilops homeologiakapcsolatokat, miszerint az M genom kromoszomai
nagyobb mértékii hasonlésagot mutatnak az azonos homeoldg csoportba tartozd
bluzakromoszomakkal, mint az U genom kromoszomai. Ugyanakkor a tobb szaz térképezett
DATrT marker pozicidja alapjan a szegregald genetikai térkép arra is bizonyitékot szolgaltatott,
hogy az M genomban nagyobb mértékii atrendezédés a kromoszomakon beliil sem volt
kimutathatdé a buzdhoz képest, igy az M ¢és ugyanazon homeoldg csoportba tartozo
bluzakromoszomak kozt nagymértékli kolinearitas all fenn. Ez al6l csak a 2M kromoszéma
kivétel, ahol egy intrakromoszoémalis atrendezddés (pericentrikus inverzid) soran a révid kar
Hasonlo atrendez6dést talaltunk az Ae. biuncialis 2U kromoszoémajan is, amibdl arra
kovetkeztethetiink, hogy ez az atrendezddés valdszintileg mar az M és U genom diploid dseinek
(Ae. comosa és Ae. umbellulata) kialakulasa el6tt megtortént.

Az M genommal ellentétben az U genom nagymértékii atrendez6déseken ment keresztiil a
buzahoz képest (21. abra). Megerdsitve a diploid Ae. umbellulata-n kapott COS markeres
eredményeinket (19. &bra), jelentds mértékli kolinearitdst mutattunk ki a tetraploid Ae.
biuncialis 1U, 2U, és 3U, valamint kisebb mértékben az 5U kromoszomaja és a bliza hasonld
homeoldg csoportokba tartozé6 kromoszomai kozott. Az 5U kromoszoma hosszu karjan
térképeztiink egy a mab2981 és a mab5041 marker altal hatarolt régiot, mely a 4D kromoszéma
hosszu karjanak disztalis szegmentumaval mutatott homologiat. Kimutattuk tovabba, hogy a
4U, 6U ¢és 7U kromoszoma esetében diploid szinten tapasztalt atrendezddések szintén
megtalalhatok az allotetraploid Ae. biuncialis esetében is. Ugyanakkor a DArTseq markerek
buza- és Aegilops kromoszémakon meghatarozott sorrendje alapjan kimutathat6 volt, hogy a
4U, 6U ¢és 7U kromoszdma esetében tapasztalt genomatrendezddések gyakran egyiitt jartak a
transzlokalodott szegmentumok inverzigjaval.
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21. abra Az Ae. biuncialis vaztérképe valamint az egyes Aegilops kromoszémak homeoldgia kapcsolata a biza D
genomjanak kromoszomaival. A buzakromoszomaknak megfelel6 homeolog genomi régiokat a hatarold markerek
mellett szinkodokkal is jeloltik. A kettés nyilak a megfeleld buzakromoszomakhoz képest inverziot mutatd
Aegilops genomi régiokat jelzik. A szinkddokkal nem jelolt régiok homeoldgiakapcsolata nem volt egyértelmiien
meghatarozhatd. Az 5U és 6U kromoszomakat 2-2 kapcsoltsagi csoport (5U: LG3+LGY; 6U: LG12+LG10)
reprezentalja.
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fgy a 4U kromoszéman azonositott 6DL, 4DL és S5DL buzakarral homolog
kromoszoémarégiok koziil a mab1011 és mab1779 marker altal hatarolt 6DL homolog régid
invertalddott az atrendezddés soran. A nagymértékben atrendezddott 6U kromoszoma egyes
régioi homologiat mutattak a 4DS, 6DS, 7DL, 2DL és 1DL btiza-kromoszémakarral, ahol a
4DS, valamint a 6DS és 2DS karral homolog régiok egy része szintén invertalodott a buzahoz
képest. A 7U kromoszoman, melynek nagyrésze forditottan kolinedris a buza 7D rovid karjaval,
szintén kimutathatd volt egy disztalisan elhelyezkedd, ugyancsak invertalodott, 3DS karral
homolég régid (21. abra).

A késObbiek soran megkezdtikk az Ae. biuncialis MvGB382 x MvGB642 F, populacio
egyedeibdl torténd Fs RIL (Recombinant Inbreed Line) populacié 1étrehozasat, melynek 166 Fs
ontermékenyitett vonala jelenleg felszaporitas alatt all, alkalmazasuk a kozeljovében varhato.

Szandékunk szerint az Fg RIL populécio segitségével a sziiléi genotipusok kozt jelentésen
eltéré tulajdonsagokért (levélrozsda-rezisztencia, szarazsag- és sotiirés, gyokérstruktura,
étkezésirost-tartalom) felelds gének és QTL régiok térképezhetdk lesznek az Ae. biuncialis-
ban, majd a térképezett kromoszomarégiok ismeretében, azok nyomon kovetésével, az adott
tulajdonsagokért felelés gének célzottan atvihetok a buzaba. Mindezekhez azonban
szekvenciaszinti informaciokkal kell rendelkezniink az egyes Aegilops kromoszomak
génosszetételérdl, a gének allélvaltozatairol, melyek segitségével specialis markereket
fejleszthetiink a génatviteli folyamat elGsegitése érdekében. A kovetkezd fejezetekben az
Aegilops U és M kromoszomak géndsszetételének feltérképezése és szekvenciaik segitségével
tortént markerfejlesztés terén tortént eredményekrdl adok attekintést.

4.2.2.2. A diploid Aegilops fajok izolalt kromoszomainak szekvenalasa

Az Ae. comosa ¢és Ae. umbellulata kromoszomak izolalasa utat nyitott e génforrasként
hasznalt fajok M ¢és U genomjanak ‘shot-gun’ szekvenalasahoz, kromoszomaszintii
genomosszeillesztések elkészitésé¢hez, majd ezen keresztiil a kromoszémak géndsszetételének
feltérképezésehez.

A két genom szekvenalasa idoben elkiiloniilt egymastol. Az Ae. umbellulata kromoszomait
2013-14-ben szekvenaltuk. Abban az idoben a standard protokol szerint az aramlasi
citometriaval izolalt kromoszomak 20-60 ng tisztitott DNS-ét MDA (Multiple Displacement
Amplification) segitségével 1-3 pg mennyiségre szaporitottuk fel, majd hasznéltuk a
szekvenalasi konyvtarak eldallitasahoz. 2018-19-ben, tovabbfejlesztve a technologiat, a
szekvenalasi konyvtarak eldallitdséhoz mar 20-30 ng tisztitott kromoszomalis DNS is
megfeleld mennyiségnek bizonyult. Mindez azt eredményezte, hogy az Ae. comosa
kromoszoma-specifikus genomdsszeillesztésel jobb mindségliek, kevésbé fragmentaltak, amit
a genomosszeillesztések jobb statisztikai mutatol (kisebb szkaffoldszam, nagyobb teljes
assembly méret, nagyobb maximalis szkaffoldméret, altaldban kisebb N50 és nagyobb N50
hossz értékek) is jeleznek (7. tablazat). Mivel az Ae. umbellulata kromoszomak szekvenalasa
korabban tortént meg, a gének annotacidja és a génmodellek meghatarozasa eldszor ezeken a
kromoszomakon késziilt el, mig az Ae. comosa kromoszémaszekvenciain ezek az analizisek
még folyamatban vannak. Az Ae. umbellulata génstruktirdk meghatarozasa hasonlosagi
keresés (BLASTx) segitségével tortént, melynek soran hat j6  mindségl
genomdosszeillesztésekkel rendelkezé novényfaj [B. distachyon (v1.2, IBI 2010), Sorghum
bicolor (v1.4, Paterson és mtsai, 2009), Oryza sativa (MSU7, Kawahara és mtsai, 2013), H.
vulgare (IBGSC, 2012), T. urartu (Ling és mtsai, 2013), Ae. tauschii (Jia és mtsai, 2013)]
protein szekvencidit hasznaltuk templatként. Mindezek eredményeként 25225 nagy
megbizhatosaggal rendelkezé gént azonositottunk az Ae. umbellulata kromoszomain:
1U=2880, 2U=4722, 3U=3198, 4U=2814, 5U=2982, 6U=4196, 7U=4433. Az azonositott
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gének  szekvencidi  megtalalhatok az  értekezés 3.  On-line  mellékleteként
(http://real.mtak.hu/id/eprint/127765).

7. tablazat Az Ae. comosa és Ae. umbellulata kromoszomainak szekvenalasat és genomdsszeillesztéseit
(“Assembly”) jellemz6 fobb statisztikai paraméterek

g 2 —= 28 =379 g B &2 =3 % =
ERC = s 2 ¢ z2& §¢ 7 Z
» =) =3 0Q > N
g = < é x % =2 E
=z» 1M 14986 65680 437.1 792.36 0.55 309.7 8494 14.4
SS 2M 21001 186366 813.7 920.08 0.88 139.6 35199 6.4
WS 3M 12304 61390 534.4 944.26 0.57 1745 8478 18.3
S 3 4M 12238 157754 736.7 823.98 0.89 309.5 27 632 7.1
©® 5M 11244 63499 481.6 931.24 0.52 179.4 9611 14.5
6M 15727 49989 463.2 854.36 0.54 221.6 6 584 20.2
7M 13235 59000 531.4 933.10 0.57 309.7 8192 18.9

>» 1U 1998 136919 300.0 649.23 0.46 44.6 24762 3.2
M 2u 4683 190616 382.9 718.08 0.53 50.8 38 317 2.9
&3 38U 2857 15779 352.7 700.74 0.50 43.7 27182 3.4
S2 44U 2683 115777 264.5 814.47 0.32 485 23 092 3.2
S 5U 3050 101001 234.7 789.99 0.3 46.8 19 505 33
8 6U 1979 130057 324.5 679.83 0.48 56.4 21333 4.0
7U  26.67 145222 388.7 747.66 0.52 63.7 29 764 35

*A kromoszomak méretét a Said és munkatarsai (2021) altal megadott um adatok (Supplementary Tables 1-2)
felhasznalasaval szamitottuk ki. Roviden: A haploid kromoszémagarnitira (1-7M; 1-7U) teljes hossza
reprezentalja a genom 100%-4at, ami megfelel a faj 1C értékének [a haploid genom pg-ban kifejezett DNS-tomege,
mely az Ae. comosa esetében 5.53 pg, mig az Ae. umbellulata esetében 5.05 pg; [Furuta (1970); Eilam és
munkatarsai (2007)]. Az egyes kromoszomak relativ hossza (azaz a teljes genomhossz %-aban kifejezett
mennyisége) atkonvertalhato Mb-ban kifejezett értékekké a kovetkezd egyenldség alapjan: 1pg DNA = 978Mbp
(Dolezel és mtsai, 2003).

**A Teljes assembly és a kromoszéma méret hanyadosa.

*** Egy sulyozott median érték, amely azt a szkaffoldhosszisagot adja meg, aminél hosszabb szkaffoldok az

Osszes assembly felét teszik ki.
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22. abra A hexaploid buza és az Ae. umbellulata kromoszémak kozt kimutatott konzervalt homolog régiok. Az
egyes Ae. umbellulata kromoszémak génmodelljeit a a biza D genomjara térképezve kimutathatoak voltak a két
genom kozt fennalld homolog régiok (zold-sarga-vords szinii régiok) a kromoszomak hétérképein (kék: nem-,

s

84


http://real.mtak.hu/id/eprint/127765

dc_1953 21

A prediktalt gének helyzetét a buza D genomjanak kromoszémain meghatarozva
Osszehasonlithattuk az Ae. umbellulata és a buzakromoszomak kozti homeoldgia kapcsolatokat
(22. abra). Kimutathaté volt, hogy az 1U, 2U ¢és 3U kromoszéma tobbé-kevésbé homolog a
megfeleld buzakromoszomakkal. Mindazonaltal, a 4U kromoszéma homeoldg régidkat
tartalmaz a btiza 4D, 5D ¢és 6D kromoszomajaval, az 5U kromoszoma az SD-n kiviil tartalmaz
A legnagyobb atrendezdédésen a 6U kromoszoma ment keresztiil az evolicid soran, melynek
eredményeként homeolog régiokat tartalmaz az 1D, 2D, 4D, 6D és 7D kromoszdémaval. Végiil
a 7U kromoszoman szintén kimutathatd volt egy, a 3D kromoszoma révid karjaval homeolog
régi6. Fontosnak tartom megjegyezni, hogy a fenti, génodsszetétel alapjan kapott kromoszéma
szintii buza-Ae. umbellulata homeolog 6sszefiiggések jo egyezést mutatnak az Ae. biuncialis U
kromoszoémakon térképezett DArTseq markerek 4ltal kimutatott Osszefiiggésekkel. A
szekvenalasi adatok validaljak a kapcsoltsagi térkép adatait. Az Ae. comosa kromoszoma
szekvenciain ezek az analizisek még folyamatban vannak.

4.2.2.3. Az Ae. biuncialis genetikai térképének és az izolalt kromoszomak szekvenalasaval
kapott eredmények megvitatasa

Az Aegilops fajok M ¢és U genomjanak a buzakromoszomakkal mutatott
homeoldgiaviszonyir6l, kiilonosen az M és a buzakromoszomak kozoti kolinearitasrol
mostanaig korlatozott mennyiségli informacio allt rendelkezésre. Az Ae. biuncialis genetikai
térképének elkészitésével, valamint a diploid Aegilops fajok U és M kromoszomainak
szekvenalasaval a buza- és Aegilops kromoszomak kozti szinténia minden eddiginél nagyobb
felbontasban volt, illetve lesz vizsgalhato. Az Ae. biuncialis genetikai térképe és az Aegilops
kromoszémak szekvenciadsszerakasai szintén hasznosak lehetnek a jovOben agrondmiailag
fontos gének és QTL régiok térképezéséhez, és gének térképalapt klénozasahoz.

Az altalunk Iétrehozott Ae. biuncialis genetikai térkép teljes térképtavolsaga 2618.26 cM,
ami Osszevethetd az ugyancsak allotetraploid durumbuza (T. turgidum ssp. durum; BBAA) x
vad tonke (T. turgidum ssp. dicoccoides) SSR- és DarT-alapt genetikai térképének méretével
(2317-3169,4 cM) (Peng és mtsai, 2000; Peleg és mtsai, 2008).

Az Ae. umbellulata els6 kétsziilds F2 szegregald genetikai térképét Zhang és munkatarsai
hataroztak meg, ahol a kapcsoltsagi csoportok kromoszomakhoz valé hozzarendelése Chinese
Spring-Ae. umbellulata addiciés vonalak segitségével tortént. Sokkal késobb Edae és
munkatarsai (2016) szamoltak be egy 140 vonalbol allo F2 térképezési populacio eldallitasarol,
melyek sziildi allélosszetételét GBS technologia segitségével generalt SNP markerekkel
hataroztak meg. Az 1933 SNP markerbdl allo genetikai térkép teljes térképtavolsaga 932,47
cM volt, ami lehetdvé tette egy hatékony szarrozsda-rezisztenciagén térképezését az Ae.
umbellulata 2U kromoszomajan. Nem sokkal késébb ugyanezen csoport két kétsziilés F»
térképezési populacio segitségével elkészitette az Ae. umbellulata konszenzus genetikai
térképét, mely 3009 GBS SNP markert tartalmazott és 948,72 cM teljes térképtavolsaggal
rendelkezett (Edae és mtsai 2017). Ismereteink szerint az altalunk el6allitott Ae. biuncialis
genetikai térképen kiviil az Aegilops fajok M genomjara vonatkozd genetikai térkép sem a
diploid Ae. comosa, sem az U és M genomot tartalmazé allotetraploid fajok esetében (Ae.
biuncialis, Ae. geniculata, Aegilaps columnaris, Aegilops neglecta) nem késziilt.

Ezek a korabban készitett genetikai térképek lehetévé tették a hexaploid buza és az Ae.
umbellulata U genomja kozti szinténia szubkromoszoémalis szintii vizsgalatat. Mind az RFLP-
alapt (Zhang és mtsai 1998), mind a GBS SNP-alapu térkép (Edae és mtsai 2017) igazolta az
erdsen szubmetacentrikus kromoszoémamorfologia, valamint buza RFLP markerek buza-Ae.
umbellulata addiciés vonalakon tortént vizsgalata alapjan tett korabbi feltevéseket (Yang é€s
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mtsai 1996), miszerint az evolicio soran az U genom jelentés atrendez6déseken ment keresztiil
a buza genomjaihoz képest. Az emlitett kozlemények eredményei megegyeztek abban a
tekintetben, hogy az 1U, 2U ¢és 3U kromoszoma csaknem teljesen kolinedris a megfeleld buza
homeolodg csoportokkal, pl. az 1D, 2D illetve 3D kromoszémaval. (Zhang és mtsai 1998, Edae
és mtsai 2017). Mindkét tanulmany kimutatta, hogy az 1DL, a 2DL, valamint a 3DS
U kromoszoémara, ami a 3DS fragment esetében a 7U kromoszéma hosszu karja volt.
Ugyanakkor eredményeik eltértek abban a tekintetben, hogy mely Ae. umbellulata
kromoszoéman talalhaté a masik két régid. Zhang és munkatarsai (1998) kisebb felbontasu
genetikai térképe szerint az 1DL és 2DL régioknak megfeleld fragment a 6U kromoszéman
talalhat6, mely e mellett hordoz még homeolog fragmenteket a buza 6DS, 4DS és 7DL régidival
IS. A szerzdk szerint a szintén atrendez6dott 4U kromoszoéma homeoldg régiokat hordoz a bliza
6DL, 6DS, 4DL és 5DL kromoszomakarjaval. Edae és munkatarsai (2017) szerint a 6U és 4U
kromoszoma struktiraja az eldbbivel pont ellentétes. Az allotetraploid Ae. biuncialis altalunk
készitett DarTseg-alapu genetikai térképe és a térkép kapcsoltsagi csoportjai alapjan levezetett
buza-Aegilops szinténia a Zhang és munkatarsai (1998) altal publikalt homologiaviszonyokat
erdsitette meg. Ennek hatterében az allhat, hogy mindkét esetben a kapcsoltsagi csoportok
kromoszémakhoz torténé hozzarendelésében citogenetikai informéciok is szerepet jatszottak.
Zhang és munkatarsai (1998) esetében a markereket buza-Ae. umbellulata addiciés vonalakon
is tesztelték, az Ae. biuncialis esetében a DArTseq genotipizalas a molekularis citogenetikali
(mikroszkdpos) analizisen atment Ae. umbellulata és Ae. comosa aramlasi citometriaval izolalt
kromoszoémain is megtortént, igy az akrocentrikus 6U ¢és a kozel metacentrikus morfologidval
rendelkez6 4U kromoszoma egyértelmiien megkiilonboztethetd volt. Ezzel szemben Edae és
munkatarsai (2017) a kapcsoltsagi csoportok azonositasat pusztan csak a buza-Aegilops
homoldgiaviszonyok alapjan végezte el. Az Ae. biuncialis genetikai térképének adatai egyben
arra is ramutattak, hogy az U genomban (a buza D genomjahoz képest) bekovetkezett evolucios
atrendez6dések a diploid fajok kialakulasakor végbementek, mig tovabbi atrendez6dések az
allotetraploid Ae. biuncialis fajképzédése soran a vizsgalt leszarmazasi vonal (accession)
esetében nem torténtek. Ugyanakkor nem zarhato ki, hogy az eltéré 6kogeografiai kornyezethez
torténd adaptacio eredményeként az Ae. biuncialis kiilonb6z6 populéacidiban bekovetkezhetnek
az U és M genomot érintd intra- €s intergenomikus kromoszoémaatrendezédések, amint arrol
korabbi publikacionkban beszamoltunk (Molnar és mtsai 2011b).

Térképezéssel kapott buza-Aegilops szinténiaval kapcsolatos eredményeinket tovabb
erdsitik az izolalt kromoszomak szekvenalasaval kapott adatok is. Bar az Ae. umbellulata és
Ae. comosa kromoszoémak szekvenalasa utan eldallitott genomosszeillesztések még
meglehetdsen fragmentaltak és csak un. vazlatos (draft) genomdsszeillesztéseknek tekinthetdk,
eredményeink lehetdvé tették, hogy az Ae. umbellulata esetében 25225 nagy megbizhatosaggal
(HC; High Confidence) rendelkezé gént prediktaljunk. Ez a szam kozel all a rozs és az arpa
vazlatos genomosszeillesztések segitségével annotalt génjeinek szamihoz (rozs: 27784 HC
génmodell, arpa: 26159 HC génmodell) (Bauer és mtsai 2017; IBGSC, 2012). A mintegy 25
ezer nagy megbizhatosaggal rendelkezd prediktalt gén alapjan tortént 6sszehasonlitd analizis
eredményeként kapott buza-Ae. umbellulata homeologiakapcsolatok 6sszhangban allnak az
allotetraploid Ae. biuncialis U genomjanak térképadataival.

Az Ae. Dbiuncialis M genomjara vonatkozo térképadatok, melyek az M ¢és a
buzakromoszomak kozti szoros szinténikus kapcsolatot bizonyitjak, 6sszhangban allnak Tiwari
¢és mtsai. (2015) eredményeivel, akik az Ae. geniculata, (az Ae. comosa ¢és Ae. umbellulata
hibridizacidjaval 1étrejott masik allotetraploid Aegilops faj) 5M? kromoszémajanak
szekvenalasaval kapott eredmények alapjan szintén nem talaltak nagyobb struktaralis
atrendez6dést az 5MY kromoszomaban a blza 5D kromoszomajahoz képest. Azon kisérleti
adatok, melyek konzervalt ortolog gének alapjan fejlesztett molekularis (COS, illetve PLUG)
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markereket azonositottak az Ae. comosa kromoszomain aramldsi citometridval izolalt
kromoszoémak (Molnar és mtsai 2016), illetve biza-Ae. comosa addiciés vonalak segitségével
(Liu és mtsai 2019), szintén Gsszhangban allnak az Ae. biuncialis genetikai térképe alapjan
levonhat6 szoros buiza-M genom homoldgiaval. Bar egy-egy marker elhelyezkedése alapjan
nem zarhato ki bizonyos mértékii genomatrendezddés valoszinlisége, a kromoszomak
markerosszetétele altalaban az M-genom és buzakromoszoémak hasonld szervezddésére utalt.
A 2M és 2U kromoszoman kimutatott inverzid 6sszhangban all a Nasuda és munkatarsai (1998)
altal publikalt eredményekkel, akik biiza-Ae. comosa aneuploid és transzlokacids vonalakat
buza RFLP markerek segitségével vizsgalva kimutattak, hogy a 2M kromoszoma atrendez0dott
a buza 2-es homeolog csoportjanak (W2) kromoszoémaihoz képest egy pericentrikus inverzid
vagy intrakromoszomalis transzlokacié kovetkeztében.

Az Ae. biuncialis MvGB382 x MvGB642 F, térképezési populacid egyedeibdl kiindulva
SSD (‘single-seed descent’) modszerrel az elmult években 1étrehoztunk egy 166 rekombinans
beltenyésztett vonalbol allo Fs RIL populaciot, mely Fs egyedeinek felszaporitasa folyamatban
van. Figyelembe véve, hogy a sziildi genotipusok szamos tulajdonsag (pl. levélrozsda-
rezisztencia, szarazsag-, ho- és sotiirés, B-gliikan-tartalom) tekintetében kontrasztos fenotipust
mutatnak, ez a populacié mar a kozeljovoben lehetévé fogja tenni néhany mezdgazdasagi
szempontbol fontos gén, illetve QTL régid térképezését és talan azonositasat is az Aegilops
keresztezési partnerben, majd pedig ezen kulcsfontossagu genomi régiok célzott,
markerkapcsolt szelekcioval tdmogatott atvitelét a buzaba.

Az Aegilops kromoszomak szekvenciadsszeillesztései kulcsszerepet jatszhatnak a fajidegen
génatvitelt segité genomikai kutatasokban. Ezek a genomikai adatbazisok mar az elmult
években is szamos ponton segitették néhany agronémiailag, vagy taplalkozas-élettanilag fontos
gén  Aegilops  homologjanak  feltérképezését.  Példaul az  Ae.  umbellulata
kromoszémaszekvencidinak segitségével sikerrel hatdroztunk meg tartalékfehérje (HMW
gluteninek, LMW gluteninek, y-gliadinok), valamint étkezési rost (B-gliikan és arabinoxilan)
bioszintézisében szerepetjatszd gének kromoszomalis elhelyezkedését (Rakszegi és mtsai,
2017). Szintén az Ae. umbellulata &aramlasi citometriaval izolalt kromoszomainak
szekvenciadsszeillesztéseivel sikeriilt meghataroznunk a buza-Ae. umbellulata TSDL.5DS-5U
introgresszios vonal 5U fragmentjén egy 9.47- Mb genomi régiot, mely az Lr76 és Yr70 levél-
illetve sargarozsda-rezisztenciagéneket hordozza (Bansal és mtsai 2020).

Az Ae. biuncialis F2 populacio segitségével térképezett DArTseq markerek genetikai
pozicidja és az aramlési citometriaval izolalt kromoszomak szekvenciadsszerakasai lehetove
teszik a kromoszoma-specifikus kontigok sorba rendezését az egyes Aegilops kromoszomak
mentén. Az Gin. Genome Zipper mddszer (Mayer és mtsai, 2011) segitségével a markereket
tartalmazé kontigok kozvetleniil elhelyezheték a térképpozicidknak megfeleléen, mig a
markerszekvenciakat nem tartalmazo6 kontigok sorba rendezésénél a buzaval, vagy egyéb rokon
fajokkal (B. distachyon, S. bicolor, O. sativa, stb.) mutatott homologiat veszik figyelembe.
Fontos, hogy ezen rokon fajok esetében j6 mindségii referencia- genomdsszeillesztések alljanak
rendelkezésre. E genomosszeillesztések segitségével, az egyes homolog régiok lokalis
génsorrendjének megfelelden lehet az Aegilops géneket hordoz6 kontigokat sorba rendezni. Ezt
a modszert korabban sikerrel alkalmaztak az arpa, a buza vagy a rozs esetében (Mayer €s mtsai
2011; IWGSC 2014, Bauer és mtsai, 2017).

A diploid Ae. umbellulata és Ae. comosa U, illetve M kromoszoémainak sorba rendezett
kontiggyiijteménye (Genome Zipper-e) szamos ponton segitheti a Martonvasaron folytatott
fajkeresztezések révén torténd génatvitel folyamatat. Tobbek kozott lehetdséget ad a GBS
markerrendszerek (pl. DArTseq) hatékony alkalmazéisara. E markerek eldénye, hogy tobb
szazezer marker elézetes szekvenciaismeret nélkiili generalasaval ad lehetOséget az egyes
populacidk allélosszetételének nagyfelbontdsi meghatarozasara. Hatranya viszont a gyenge
(60-70%-0s) ismételhetdség. Az egyes generaciok ismételt genotipizalasi kisérletei utan a
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markerek kromoszomalis helyzetét ujra és ujra meg kell hatarozni, melyhez minden esetben
mellékelni kellene a térképezési populacid egyedeit is, ami nem realisztikus megoldas. A
Genome Zipper segitségével a markerek pozicidja egy hasonlosagi keresés (BLASTn)
segitségével kdnnyen meghatarozhat6, amint azt korabban tettilk a buza x rozs keresztezési
programunkban (Szakéacs és mtsai, 2020).

A aramlasi citometriaval izolalt kromoszomak genomdsszeillesztései hatékonyan
alkalmazhatok kromoszoma-specifikus PCR-alapi molekularis markerek fejlesztésére is
(Fluch és mtsai, 2012). A kovetkezo fejezetben az U, illetve M kromoszoémara specifikus
markerek fejlesztésével kapcsolatos eredményeinket igyekszem 6sszefoglalni.

4.3. Kromoszoma alapu genomikaval tamogatott fajidegen génatvitel az
Ae.biuncialis-bol a hexaploid buzaba
4.3.1. Molekularismarker-fejlesztés

Az Aegilops umbellulata és Ae. comosa kromoszoémainak szekvenciadsszerakasai
lehetdséget adtak 1) génspecifikus markerek 1étrehozasara, melyekkel a génatviteli folyamat
soran az Aegilops kromoszomak és kromoszoma-szegmentumok nyomon kovethetévé valnak.
Munkank soran harom markerfejlesztési stratégiat alkalmaztunk. Az elsé (1) esetben az un.
,»EST-alap’” markerek fejlesztése soran (23. abra) a hexaploid buza I-VII homeolog csoportjain
térképezett EST- (Expressed Sequence Tag) szekvenciakat illesztettiink az Ae. umbellulata
kromoszomaszekvencidkhoz ~ (Osszes  illesztett ~ EST-szekvencia:  4456;  atlagos
EST/kromoszoma: 636,5). Paronkénti illesztés segitségével 399 olyan taldlatot azonositottunk
az Ae. umbellulata szekvenciakon (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. A
talalatok alapjan 204 EST-szekvencia polimorf régioira 313 primerpart terveztiink, melyekbdl
124-et teszteltink PCR segitségével a keresztezési partnerként hasznalt buza (Mv9krl),
valamint Ae. biuncialis (MvGB642, MvGB382, MvGB1112, MvGB470) és Ae. umbellulata
(AE740/03) genotipusokon. Ezek koziil 50 marker (40.3%) produkalt polimorf amplikont a
buza és az Aegilops genotipusok kozott. A polimorf markereket a késébbiekben az 1U-7U és
1IM-7M kromoszomakat hordozo buza-Aegilops addiciés vonalakon teszteltilk, hogy
megerdsitsitk a markerek kromoszomalis lokalizacidjat. A Chinese Spring-Ae. geniculata és
MvOkrl-Ae. biuncialis addiciokon végzett PCR-reakciok segiségével (24. abra) az egyes
Aegilops kromoszomakon a kovetkez6é szamu markert sikeriilt azonositani: 1U: 10, 2U:1, 3U:
2, 4U:4, 5U:7, 6U:4, 7U:8, 1M:2, 5M:2, 7TM:2). Ezek koziil harom markert az U és az M
genomon is azonositottunk (LU/1M: BE497808, 7U/7M: BF483072, BE423703). Az Aegilops
kromoszomakon azonositott markerek primer szekvenciai, valamint a sziil6i genotipusokon és
addicios vonalakon kapott PCR amplikonok mérete megtalalhaté az értekezés 4. On-line
mellékletében (http://real.mtak.hu/id/eprint/127766). E markerek egy részét sikerrel
alkalmaztukaz Aegilops kromoszomakat hordoz6 buizavonalak szelekcidjara az elonemesitési
programok soran (1asd késébb).

Mivel az elsd stratégia meglehetdsen iddigényesnek bizonyult, egy masodik (2) stratégia
alkalmazasa mellett dontottiink annak érdekében, hogy Aegilops kromoszoma-specifikus un.
,IT” (Intron-targeting) markereket fejlessziink. E modszer soran elészor az Ae. umbellulata
prediktalt génjeit (génmodelleket) térképeztiik a hexaploid buza referenciaszekvencidjara
[(buza-pseudomolekulékra; RefSeq v1.0, IWGSC (2018)], majd dsszehasonlitottuk a buza ¢és
Aegilops szekvenciakat az elsé exon és intron régiokban. Amikor megfelelé (>10bp) buza-

crcr

crer

kontigot felhasznalva 15475 primerpart terveztiink (5 primerpar/kontig) (5. On-line melléklet;
http://real.mtak.hu/id/eprint/129506).
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23. abra Gén-alapu molekularis markerek fejlesztése az Ae. umbellulata és Ae. comosa kromoszoma szekvenciak
segitségével. (A) Az EST-alapi markerek fejlesztéséhez a hexaploid bliza kromoszémain delécidés vonalak
segitségével térképezett EST szekvencidkat illesztettiink az Ae. umbellulata kromoszéma szekvenciakhoz, majd
az illeszked6 szakaszok polimorf régidira primereket terveztiink. (B) Az Intron-targeting (1T) markerek tervezése
soran az Ae. umbellulata prediktalt génjeinek szekvencidit térképeztilk a hexaploid buza kromoszomak
pszeudomolekulaira, majd megfelelé (>10bp) blza-Aegilops polimorfizmus esetén primer part terveztiink az elsé
exon utols6 100 bp régidjara €s az els6 intron elsé 500bp régiodjara. (C) A cDNS-alapt markerek fejlesztése soran
buza ortolog gének cDNS szekvenciait hibridizacios probaként alkalmazva single-gene FISH segitségével
meghataroztuk a gének citogenetikai pozicidjat az Ae. comosa és Ae. umbellulata kromoszomain (Said et al. 2021),
majd a biza cDNS szekvencidkkal végzett BLASTn keresésekkel megkerestiik az ortolog gének szekvencidit az
Ae. comosa, illetve Ae. umbellulata kromoszomain és a paronkénti illesztéssel meghatarozott polimorf (>2bp
INDEL) exon és intron régiokra PCR primereket terveztiink. Az abran az Aegilops kromoszoéma szekvenciakat
zo6lddel, a buza szekvencidkat okkersargaval, mig a polimorf régiokat fehérrel jeldltik. F: forward primer, R:
reverse primer.
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24. abra Az EST-alapii molekularis markerek tesztelése az U és M kromoszomakat hordozd biiza-Aegilops
addicios vonalakon és a keresztezési programban alkalmazott biiza (Mv9kr1) és Ae. biuncialis (MvGB642) sziil6i
genotipusokon (reprezentativ példak). A digitalis kapillariselektroforézis-abrakon lathatd, hogy az egyes markerek
specifikus PCR-terméket produkaltak az Ae. biuncialis genotipuson, valamint a buza-Aegilops addicios vonalakon,
mely termékek a buza esetében nem jelentek meg. A fragmentanalizis soran a PCR-termékek méretének
meghatarozasahoz egy 35-500 bp DNS-1étrat alkalmaztunk.
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Size
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200 bp
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100 bp
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35 bp
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A82U33079.1* Aedu1g.a* AE3UITT0.1 AB3U4580.1 Ae3UT5137.1%  AeBU1T130.3%  As3U19488.2 AedU9445.2 AedUT14263%  AcaU16448.1%  AedlU20523.1%

25. abra Az IT markerek tesztelése a keresztezési programban hasznalt biza (Mv9krl) és Ae. biuncialis
(MvGB642) sziiléi genotipusokon (reprezentativ példak). A digitalis kapillaris elektroforézis abrakon lathato,
hogy egyes markerek (*-gal jelélve) specifikus PCR-terméket produkaltak az Ae. biuncialis genotipuson, mely
termékek a buza esetében nem jelentek meg. A fragmentanalizis sordn a PCR-termékek méretének
meghatarozasahoz egy 35-500 bp DNS-1étrat alkalmaztunk.

S U 2Uu 3U 4U 50 6U 7U M 2M 3M 4M 5M BM 7M CS Amf

500 bp marker

400 bp

AedU205231

300 bp

250 bp Ae5U8072.1

300 bp

 —— — Ac4U11426.3

250 bp —_— — Ac4U15448.1

26. abra Az IT markerek tesztelése az U és M kromoszémakat hordozo buza cv. Chinese Spring (CS)-Ae.
umbellulata (1U-7U) és Chinese Spring-Ae. comosa (1M-7M) addicids sorozatokon, a blizasziilén (CS), valamint
a keresztezési programban hasznalt buza (Mv9kr1)-Ae. biuncialis (MvGB642) amfiploidon (Amf.) (reprezentativ
példak). A digitalis kapillaris elektroforézis abrakon lathat6, hogy az egyes markerek specifikus PCR-terméket
produkaltak az Mv9kr1-Ae. biuncialis amfiploidon, valamint a biza-Aegilops addici6s vonalakon, mely termékek
a buza esetében nem jelentek meg. A fragmentanalizis soran a PCR-termékek méretének meghatarozasahoz egy
35-500 bp DNS-létrat alkalmaztunk.

A markereket PCR segitségével teszteltiik a buza-Aegilops keresztezési populaciéd sziiléi
genotipusain (Mv9krl, Ae. biuncialis MvGB642), melynek soran a 84 véletlenszeriien
kivalasztott primerparbdl (12 marker/kromoszéma) 29 (34.5%) mutatott jelentOs
polimorfizmust (21 produkalt igen/nem eredményt az Aegilops és a buzasziilé kozott; mig 8
marker mutatott hosszpolimorfizmust). A kés6bbiekben a 29 polimorf markerbdl 24-et
teszteltiink Chinese Spring-Ae. umbellulata és Chinese Spring-Ae. comosa addiciésvonal-
sorozatokon annak érdekében, hogy a markerek kromoszomalis lokalizaciojat PCR
segitségével is igazolni tudjuk. A 24 tesztelt markerbdl 20 marker helyzetét sikeriilt azonositani
az egyes addicids vonalak segitségével (1U:2, 2U:2, 3U:3, 4U:4, 5U:3, 6U:2, 7U:3, 1M:1, 2M:
2,4M:1, TM: 1), melyek koziil 3 markert az U és az M genom kromoszdmain is azonositottunk
(2QU/2M: Ae2U14986.1, 7TU/TM: Ae7U16619.2, 5U/4M: Ae5U23507.1), mig egy marker
(Aed4U242236.1) a 4U és a 6U addicios vonalon is kimutathato volt (4. On-line melléklet).

Kidolgoztunk egy 1j markerfejlesztési stratégiat (3), hogy az Aegilops U és M
markereket, és ennek érdekében a vilagon eldszor kombinaltan alkalmaztuk az egyedi gének
vizualis kimutatasara alkalmazott ‘single-gene FISH’ technikat és az aramlasi citometriaval
izolalt kromoszomak szekvenciadsszeillesztéseit (Said és mtsai, 2021). A markerfejlesztés elsé
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1épéseként 44 buza ortolog gén cDNS-szekvenciait hibridizacios probaként alkalmazva (4-8
CDNS-proba/kromoszoma lefedettségben) FISH segitségével meghataroztuk a gének
kromoszomainak ‘single-gene FISH’ térképét (Said és mtsai, 2021). Az Ae. comosa esetében
43 cDNS-proba pozicidjat 47 lokuszon hataroztuk meg, mig az Ae. umbellulata esetében 43
proba 52 lokuszon mutatott hibridizacios jelet. Terjedelmi korlatok miatt a hibridizacios
kisérletek részletes eredményeit a dolgozat nem tartalmazza, de ezek az eredmények, valamint
az alkalmazott ortolog gének cDNS-szekvencidi, a probaeldallitas és hibridizéacio, valamint a
kromoszomalis poziciok meghatarozasara vonatkozé adatok szabadon hozzaférhetok a kutatés
publikaciojanak (Said és mtsai, 2021) részeként.

8. tablazat A génalapu (EST-, IT és cDNS-alaptl) markerek fejlesztésével, a sziiléi genotipusokon és addicios
vonalakon tortént validalasaval, valamint a markerkapcsolt szelekcio keretében tortént alkalmazéasaval kapcsolatos
eredmények Osszefoglalasa.

EST-alapu IT cDNS-alapu Bsszes
markerek markerek | markerek
Tervezett primerpdarok szama 313 15475 274 16062
PCR-validalt markerek a sziil6koén 124 84 274 482
) igen/nem | 21 22 52 95
Polimorf markerek méret 29 9 31 122
Addicids von’alakon tesztelt 48 24 62 134
markerek szdma
Aegilops kromoszémakon
. ) 1U 10 2 5 16
azonositott markerek szama
2U 1 2 - 5
3U 2 3 9 14
4U 4 4 2 10
5U 7 3 4 13
6U 4 2 5 13
7U 8 3 3 13
1M 2 1 - 2
2M - 2 1 3
3M - - 6 6
aM - 1 3 3
5M 2 - - 3
6M - - 3 3
7™M 2 1 3 5
Markerkapcsolt szelekcm’hoz 3 10 24 37
alkalmazott markerek szama

Masodik 1épésben a FISH segitségével meghatarozott fizikai poziciok in silico validalasa
céljabol a gének cDNS-szekvencidinak segitségével hasonldsagi keresést végeztiink az Ae.
comosa és Ae. umbellulata kromoszomainak vazlatos genomosszeillesztésein, valamint
referenciaként a buza A, B és D genomjanak referencia-genomszekvencidin. A BLASTN
keresések eredményei szintén hozzaférhetok Said és munkatarsai (2021) publikédciojanak
kiegészitd adatai kozt. Az Ae. comosa kromoszémain FISH segitségével meghatarozott 47
génpoziciobol 44-et (93,6%-ot) sikeriilt BLASTn segitségével validalnunk ugyanazon
kromoszomak szekvencidin, mint amelyeket az in situ hibridizacios kisérletek eredményeként
kaptunk. Az Ae. umbellulata esetében az 52 ‘single-gene FISH’ poziciobol 40-et (76,9%)
sikeriilt in silico megerdsiteni.
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A markerfejlesztés 3. 1épéseként a buza CDNS-szekvencidk és a BLASTn keresések
eredményeként kapott Ae. comosa, illetve Ae. umbellulata kromoszomaszekvenciak paronkénti
illesztésével meghataroztuk a polimorfizmust (>2 bp INDEL) mutatdo régiokat, melyek
ismeretében PCR-primereket terveztiink. A tervezett primereket azutan PCR segitségével
validaltuk buzan (Mv9kr1), Ae. biuncialis-on (MvGB642) és Mv9kr1-Ae. biuncialis MvGB642
amfiploidokon, valamint az egyes M ¢és U kromoszomakat hordozé Chinese Spring-Ae.
comosa, Chinese Spring -Ae. umbellulata és Chinese Spring -Ae. geniculata addicés vonalakon
(4. On-line melléklet). A primertervezés és az azt kovetd PCR-es validalas részletei részét
eredményekrol a tovabbiakban részletesen nem irok, azonban a tervezett primerek szekvenciai,
az alkalmazott PCR-reakciok eredményeként kapott termékméretek szintén megtalalhatok az
értekezés alapjaul szolgald publikacié (Said és mtasi. 2021) mellékleteként. Osszességében
elmondhato, hogy 274 primerpart terveztiink (136 primerpart az M és 138 primerpart az U
kromoszomaszekvenciak alapjan). A buza és az Aegilops sziilok kozt polimorfnak bizonyult
markerek koziil 62-t teszteltiink az addicios vonalakon, melyek koziil 39 marker helyzetét
sikeriilt azonositani az Aegilops kromoszomakon (4. On-line melléklet, 8. tablazat).

Oszefoglalva a markerfejlesztés terén kapott eredményeket elmondhat6, hogy az Aegilops
kromoszoémak genomdosszeillesztéseinek segitségével mintegy 16062 primerpart terveztiink a
harom markerfejlesztési stratégia eredményeként. A keresztezési partnerként szolgdlo bliza- és
Aegilops genotipusokon tesztelt 482 marker koziil 217 mutatott polimorfizmust, melybdl 109
marker esetében tudtuk buza-Aegilops addiciés vonalakon végzett PCR segitségével
meghatarozni a markerek kromoszémalis lokalizacidjat. Ezen markerek egy részét (37 markert)
a késobbiekben részletezett modon felhasznaltuk az Aegilops U és M kromoszoémak nyomon
kovetésére alkalmas markerkapcsolt szelekcids rendszer kialakitasahoz.

4.3.2. Génatvitel az Aegilops biuncialis-bél a buzaba

Az ATK MGI Génmegoérzési Osztalyan a buza (T. aestivum) x Ae. biuncialis keresztezések
1995-ben kezdédtek Dr. Langné Molnar Marta iranyitasaval. A késdbbiekben az Ae. biuncialis
MvGB642, MvGB382, MvGB1112 és MvGB470-es génbanki szamu genotipusaval sikeresen
hoztak létre amfiploidokat, majd az MvGB642-es genotipussal addicios vonalakat (1U, 2U, 3U,
1U/6U, 2M, 3M, 7M) (Schneider és mtsai., 2005; Schneider és Molnar-Lang, 2012). Az Ae.
biuncialis-bol torténd fajidegen génatviteli kisérletekbe 2001-ben kapcsolodtam be. A PhD
fokozat megszerzését (2009) kovetéen célom elsédlegesen olyan buza-Aegilops
rekombinansok, transzlokaciok eldallitisa volt, melyek az Ae. biuncialis kiilonboz6
genotipusainak mar csak egy kromoszomaszakaszat hordozzak. Célunk volt tovabbi buza
(Mv9krl) x Ae. biuncialis addicidés vonalak eldallitasa is. Az Ae. biuncialis MvGB642-es
genotipusanak levélrozsda-rezisztenciajat, valamint magas mikroelem- ¢és étkezésirost-
tartalmat (Farkas és mtsai, 2014; Rakszegi és mtsai, 2017), az MvGB382-es genotipus so- és
szarazsagtlirését (Molnar és mtsai, 2004) mig az MvGB1112 és MvGB470 genotipus
széarazsagtlirését (Dulai és mtsai, 2014) szeretnénk a nemesitok szdmara felhasznalhatova tenni
az 0j addicios és transzlokacios vonalak létrehozasan keresztiil.

Az 1995-6s keresztezésekbdl eldallitott Mv9krl x Ae. biuncialis MvGB642 amfiploidokat
nem sikeriilt fenntartani, és a 2000-es évek végére vildgossa valt, hogy az eredeti
keresztezésekbdl szarmazd visszakeresztezett (BC) vonalak szdrmazékai mar nem tartalmaztak
tovabbi, addicids vonalak formajaban még nem fixalodott Aegilops kromoszomakat. Ezért tigy
dontottiink, hogy az MvGB642-es és MvGB382-es génbanki tétellel ujra eldallitjuk az Mv9krl
X Ae. biuncialis F1 hibrideket, majd azok kolchicinkezelésével az amfiploidokat. 2012-ben
szantofoldi koriilmények kozott (Martonvasar, Tiikrs) az Mv9krl x Ae. biuncialis MvGB642,
MvGB1112 ¢és MvGB382-es amfiploidot visszakereszteztik az MvIOkrl sziil6i
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buzagenotipussal. A kés6bbi években a visszakeresztezett BC, és BC3 nemzedékeket tobbszinii
(multicolor) genomi in situ hibridizaciéval (mcGISH) (eltéréen jelolt U és M genomi DNS-
probat alkalmazva), valamint fluoreszcens in situ hibridizacioval (FISH) vizsgaltuk (Afa
family, pSc119.2 és 45S rDNS proba segitségével) annak érdekében, hogy ki tudjuk mutatni az
atéptlt kromoszomakat, ill. pontosan azonositani tudjuk azokat.

T1DL.1DS-U

\

«— T1DL.1DSH

27. abra Az 1DL.1DS-U transzlokacié kimutatasa egymast kovetd genomi in situ hibridizacié (GISH) (A) és
fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH) (B) segitségével a baza (Mv9krl)-Ae. biuncialis MvGB642 191922
citologiai szami BCsF3 vonaldban, valamint a novény fotdja (C). A GISH eredményeként az 1DL.1DS-U
transzlokaciokon az Aegilops U kromoszéma-szegmentumok z6ld szinnel, mig az addicionalt SM kromoszoéma
(*-gal jelolve) voros szinnel jelolt. A kép jobb felsé sarkaban balrdl jobbra a transzlokacios kromoszoma GISH
¢és FISH fotoja, valamint egy normalis 1D kromoszéma FISH fotdja lathato. A kromoszémak azonositasat FISH-
sel, pSc119.2 (z61d), Afa family (vorés) és 45S rDNS probaval végeztiik (B). Skala =10 um.

E citogenetikai vizsgalatok segitségével az uj BC populacidkban szamos tovabbi, a kordbban
eléallitott addicios vonalakban nem reprezentalt Aegilops kromoszoma jelenlétét igazoltuk. Az
MvGB642 genotipus 4U, 5U, és 6M; az MvGB382-es genotipus 1U-4U, valamint 2M-4M, 6M
¢és 7M kromoszomait, végiil az MvGB1112 genotipus 5U, 7U valamint 1M-7M kromoszomait
azonositottuk. A vizsgalatok azt is jelezték, hogy a korabbiaktol eltéréen az jonnan eldallitott
Mv9krl x Ae. biuncialis BC populaciokban a buza-Aegilops intergenomikus
kromoszoémaatrendez6dések nagy szamban, de tobbnyire monoszomas formaban jelentek meg.
Az Mv9krl x Ae. biuncialis MvGB1112 BC populaciéban azonositottunk egy monoszomas
3DS.3DL-M terminalis transzlokaciot (a 144399 azonositasi szamu BCz genotipusban). Az
MvGB642-es Ae. biuncialis-sal eléallitott BC populacioban kimutattunk egy monoszomas
5DS.5DL-M transzlokaciot (a 144352-es citoldgiai szamu BCz ndvényben), egy masik
(144366-0s citologiai szam1) BC3 genotipusban pedig egy 3DS.3DL-M diszoémas transzlokacio
mellett egy monoszomas 4DS.4DL-M transzlokaciot is azonositottunk. Végiil egy monoszomas
1DL.1DS-U transzlokaciot is detektaltunk (a 144343 citologiai szamu BCz novényben),
melynek ontermékenyitett utdodjaiban (154107 sz. BC3F1 vonalban) megtalaltuk a transzlokéacio
diszomas formajat is, amit sikeriilt a késobbi években is fenntartani (27. abra). Ezen kezdeti,
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2015-ig kapott eredmények részét képezték Farkas Andrés iranyitdisommal 2018-ban elkészitett
PhD dolgozatanak.

2015 utan szamos, korabban azonositott monoszémas, ezaltal genetikailag instabil btza
(Mv9krl)-Ae. biuncialis MvGB642 introgresszidés vonalat sikeriilt diszomas formaban
eldallitani, megteremteve ezaltal a lehetdségét annak, hogy genetikailag stabilabb forméaban
Orizzlik meg a blizagenomba integralodott kromoszéma-szegmentumokat.

»

28. abra Egymast kovetd genomi in situ hibridizacio (GISH) (A) és fluoreszcens in situ hibridizacio (FISH) (B)
a buza (Mv9kr1)-Ae. biuncialis MvGB642 191977 citologiai szamt BC3F3 vonalanak szomatikus kromoszomain
mitdzisban, valamint a novény fotdja (C). A GISH eredményeként a buza-Ae. biuncialis 4DS.4DL-M
transzlokacion az Aegilops M kromoszoma-szegmentumok, valamint az addicionalt SM kromoszéma (*-gal
jelélve) voros szinnel jeldltek. A kép bal alsé sarkaban balrdl jobbra a transzlokacios kromoszoma GISH és FISH
fotdja, valamint egy normalis 4D kromoszoma FISH fotdja lathatd. A kromoszomak azonositasat FISH-sel,
pSc119.2 (z6ld), Afa family (voros) és 45S rDNS probaval végeztiik (B). Skala =10 pm.

Ennek megfeleléen a 191977-es BCsF3 vonalban a 4DS.4DL-M transzlokaciot (28. abra), mig
a 191891-es vonalban az 5DS.5DL-M transzlokaciot (29. abra) sikeriilt diszomas formaban
kimutatnunk. A Kkorabban talalt transzlokaciok mellett sikeriilt w0jabb btiza-Aegilops
kromoszomaatrendezddéseket is detektalnunk. gy a 181604-es BCsF, genotipusban
azonositottunk egy diszomés 2DS.2DL-U transzlokaciét, mely ndvény szintén tartalmazott egy
4U kromoszoémat monoszémds forméaban (30. dbra). Mindez lehetdveé tette, hogy az
utddnemzedékben sikerrel izoldljuk a mar csak a diszomas transzlokacidt hordoz6 vonalat
(191957 BCasF3 genotipus) (31. abra), valamint a 4U kromoszomat szintén diszomas forméaban
hordozo6 191948 BCsF3 genotipust (32. dbra).
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29. abra Az 5DS.5DL-M transzlokacié kimutatisa egymast koveté genomi in situ hibridizacio (GISH) (A) és
fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH) (B) segitségével a buza (Mv9krl)-Ae. biuncialis MvGB642 191891
citologiai szamti BC3F3 vonalanak szomatikus kromoszémain mit6zisban, valamint a névény fotodja (C). A GISH
eredményeként az 5DS.5DL-M transzlokacios kromoszoman az Aegilops M kromoszoma-szegmentumok voros
szinnel jeldltek. A kép jobb alsé sarkaban balrol jobbra a transzlokacidos kromoszoéma GISH és FISH fotoja,
valamint egy normalis 5D kromoszéma FISH fotdja lathat6. A kromoszomak azonositasat FISH-sel, pSc119.2
(z01d), Afa family (vords) és 45S rDNS probaval végeztiik (B). Skala =10 pm.

T2DS.2DL-U
> 2

o
T2DS.2DL-U

30. abra Egymast kovetd genomi in Situ hibridizaci6é (GISH) (A) és fluoreszcens in situ hibridizacio (FISH) (B)
a buza (Mv9kr1)-Ae. biuncialis MvGB642 181604 citologiai szami BC3F, vonalanak szomatikus kromoszémain
mit6zisban, valamint a novény fotdja (C). A GISH soran az Ae. umbellulata U genomjanak DNS-ét biotinnal
jeloltiik és streptavidin-Alexa Fluor® 488-cal detektaltuk, igy az Aegilops U kromoszomak z6ldek, mig az Ae.
comosa M genomi DNS-ét digoxigeninnel jeloltiik és anti-digoxigenin-rhodamin-nal detektaltuk, ami az M
kromoszémak vords szinét eredményezte (ebben a vonalban nem lathatd). A 2DS.2DL-U transzlokacios
kromoszémak mellett egy addicionalt 4U kromoszoma (*-gal jel6lve) is lathato (A). A kromoszdémak azonositasat
FISH-sel, pSc119.2 (z61d), Afa family (vords) és 45S rDNS probaval végeztiik (B). Skala =10 um.

95



dc_1953 21

N
T2DS.2DL-U

31. abra Egymast kovet6 genomi in situ hibridizacié (GISH) (A) és fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH) (B)
a buza (Mv9kr1)-Ae. biuncialis MvGB642 191957 citologiai szamt BC3F3 vonalanak szomatikus kromoszomain
mitdzisban, valamint a novény fotéja (C). A GISH eredményeként a buza-Ae. biuncialis 2DS.2DL-U
transzlokacios kromoszomain az Aegilops U kromoszéma-szegmentumok z61d szinnel jeloltek. A kromoszéméak
azonositasat FISH-sel, pSc119.2 (z61d), Afa family (vor6s) és 45S rDNS préobaval végeztiik (B). Skala= 10 um.

32. abra Egymast kovet6 genomi in situ hibridizaci6é (GISH) (A) és fluoreszcens in situ hibridizacio (FISH) (B)
a buza (Mv9kr1)-Ae. biuncialis MvGB642 191948 citologiai szami BC3F3 vonalanak szomatikus kromoszomain
mitdzisban, valamint a névény fotdja (C). A GISH eredményeként az Ae. biuncialis 4U kromoszomai z61d szinnel
jeloltek. A kromoszomak azonositasat FISH-sel, pSc119.2 (z6ld), Afa family (vords) és 45S rDNS probaval
veégeztiik (B). Skala =10 pm.

Egy masik (181658 szamu) BCsF2 genotipusban a diszomas 2DS.2DL-U transzlokacié mellett
egy monoszoémas SM kromoszomat mutattunk ki (33. dbra), mely lehet6vé tette a késébbiekben
az 5M kromoszémat diszomas formaban hordozé vonalak eldallitasat (1asd késobb).
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33. abra Egymast kovetd genomi in situ hibridizacio (GISH) (A) és fluoreszcens in situ hibridizacio (FISH) (B)
a buza (Mv9krl)-Ae. biuncialis MvGB642 181658 citologiai szamii BC3F. vonalanak szomatikus kromoszémain
mitdzisban, valamint a névény fotdja (C). A GISH soran az Ae. umbellulata U genomjanak DNS-ét biotinnal
jeloltiik és streptavidin-Alexa Fluor488-cal detektaltuk, igy az Aegilops U kromoszoémak zoldek, mig az Ae.
comosa M genomi DNS-ét digoxigeninnel jeloltikk és anti-digoxigenin-rodamin-nal detektaltuk, ami az M
kromoszomak vords szinét eredményezte. A 2DS.2DL-U transzlokacios kromoszomak mellett lathatd az
addicionalt 5M kromoszoma (*-gal jelolve) (A). A kép jobb alsé sarkaban balrdl jobbra a transzlokacios
kromoszoéma GISH és FISH fotdja, valamint egy tipikus 2D kromoszéma FISH fotdja lathato. A kromoszomak
azonositasat FISH-sel, pSc119.2 (z61d), Afa family (voros) és 45S rDNS probaval végeztiik (B). Skala= 10 pm.

.

T4DL.4DS-M

34. abra Egymast kovetd genomi in situ hibridizacio (GISH) (A) és fluoreszcens in situ hibridizacio (FISH) (B)
a buza (Mv9kr1)-Ae. biuncialis MvGB642 181663 citologiai szami BC3F, vonalanak szomatikus kromoszomain
mitdzisban, valamint a novény fotdja (C). A GISH eredményeként a buza-Ae. biuncialis 4DL.4ADS-M és
5MS.5ML-D transzlokaciokon az Aegilops M kromoszéma-szegmentumok vorés szinnel jeloltek. A
kromoszémak azonositasat FISH-sel, pSc119.2 (zold), Afa family (vords) és 45S rDNS préobaval végeztiik (B).
Skala =10 pm.

Ezeken kiviil egy tovabbi (181663 citologiai szam) BC3F2 genotipusban egy monoszomas
ADL.ADS-M ¢és egy SMS.SML-D transzlokaciot mutattunk ki (34. abra). Egy masik (192003
szamu) BCsF3 genotipusban 2 db nem azonosithato M kromoszoéma mellett kimutattunk két, a
buza- és az U kromoszomak kozt 1étrejott centrikus fazidt (35. abra). A 45S rDNS-proba
fluoreszcens jele €s a szatellit jelenléte alapjan arra kovetkeztettiink, hogy az egyik centrikus

97



dc_1953 21

fazié az 1US ¢és a 2BL kromoszomakarok kozt alakult ki, mig a masik valoszintileg az 1U
kromoszoma hosszu karjat és egy A kromoszomakart tartalmazé centrikus fizio lehet.

T1US.2BL ——

35. abra Egymast kovetd genomi in situ hibridizaci6é (GISH) (A) és fluoreszcens in situ hibridizacio (FISH) (B)
a buza (Mv9kr1)-Ae. biuncialis MvGB642 192003 citologiai szamti BC3F3 vonalanak szomatikus kromoszomain
mitdzisban, valamint a ndvény fotdja (C). A GISH eredményeként az 1US.2BL és 1UL.A centrikus fuzidban az
Aegilops U kromoszoémakarok zold, mig az addiciondlt M kromoszéomak (*) vords szinnel jeloltek.
Buzakromoszoma-aberraciok: 6B delécié (x), 1BL.1IBS-6BS (#) transzlokacio, B kromoszomakar (T). A
kromoszémak azonositasat FISH-sel, pSc119.2 (zold), Afa family (vords) és 45S rDNS préobaval végeztiik (B).
Skala =10 pm.

-— . -—

TML.MS-6BL . TML.MS-6BL

L

T6BS.6BL-MS ' T6BS.6BL-MS
«— -—

36. abra Egymast kovet6 genomi in situ hibridizaci6é (GISH) (A) és fluoreszcens in situ hibridizacio (FISH) (B)
a buza (Mv9kr1)-Ae. biuncialis MvGB642 192048 citologiai szam BC3F3 vonalanak szomatikus kromoszémain
mitdzisban, valamint a ndvény fotdja (C). A GISH és FISH eredményeként megfigyelhetd volt egy 6B/M reciprok
transzlokacio (T6BS.6BL-MS és TML.MS-6BL), valamint egy addicionalt M kromoszéma (pirosan jelolédve, *-
gal jelezve). A kép bal alsé sarkaban balrol jobbra a T6BS.6BL-MS transzlokaciés kromoszéma GISH és FISH
fotdja, egy tipikus 6B kromoszéma FISH fotdja, valamint a TML.MS-6BL transzlokacié FISH és GISH fotdja
lathat6. Az atrendez6dott biiza B kromoszomakat # és x jeloli. A kromoszémak azonositasat FISH-sel, pSc119.2
(z61d), Afa family (v6rds) és 45S rDNS probaval végeztiik (B). Skala =10 pm.
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Ebben a genotipusban szintén megfigyelhetd volt egy 6B delécids kromoszoma, ahol a delécios
hidnyzo szegmentuma (ami a szatellit és a rovid kar disztalis felét hordozza) és az 1B
kromoszoma kozt 1étrejott transzlokacid, melynek eredményeként az 1B rovid karon dupla 45S
rDNS mintézat alakult ki (35. 4bra).

Szintén a 6B buzakromoszoma ¢és egy nem azonosithaté M kromoszéma kozt alakult ki egy
reciprok terminalis transzlokacié a 192048 szamu vonalban (36. abra), ahol a transzlokacios
toréspont a 6B hosszu karjan talalhatd két diagnosztikus pSc119.2 sav kozott volt talalhato.
Ennek révén egy T6BS.6BL-MS és egy TML.MS-6BL kromoszoma jott 1étre. A pSc119.2
hibridizaciés szignal alapjan ebben a genotipusban is detektalhatok voltak a
buzakromoszémakat érintd atrendezOdések, valamint egy addicionalt M kromoszéma.
Altalanossagban is kijelenthetd, hogy a vizsgalt Mv9krl-Ae. biuncialis MvGB642 BC
populaciéban  gyakran  volt  megfigyelhet6 a buza  kromoszomakat  érintd
kromoszémaatrendezddések és egyéb strukturdlis aberraciok (pl. teloszomak, deléciok)
képzddése.

4.3.3. Az Aegilops kromoszéomak nyomon kiovetése markerkapcsolt szelekciéval

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. Igyekeztiink egy hasznalhatdo markerkapcsolt szelekcids rendszer alapjait lerakni.
Véleményiink szerint a szelekcids rendszer akkor lehet hatékony, ha egy minta t6bb marker
segitségével torténd vizsgalata (genotipizaslasa) minél kevesebb 1épésben torténik. Ez azt
jelenti, hogy az eltéré6 markerekkel végzett PCR-reakciokat, csakiigy mint a PCR-termékek
kiértékeléséhez sziikséges fragmentanalizist 6sszevonva (multiplexelten) érdemes végezni. Az
altalunk alkalmazott laboratoriumi rendszerben a fragmentanalizishez egy kapillaris
gélelektroforézis rendszert hasznalunk. Tobb PCR-reakcié termékének futtatisa akkor
szolgaltathat egyértelmii eredményeket, ha a kapillarisok nem terhelddnek tal és a kiilonb6z6
markerek kisszami PCR-termékeinek gélmintazata nem komplikalt, ezaltal egyértelmiien
azonosithatok. Ennek érdekében elsédlegesen olyan markereket valasztottunk, melyek csak az
Aegilops kromoszomakon adnak PCR-terméket, a buzakromoszémakon nem.

Osszesen 37 markert (3 EST-, 10 IT- és 24 ¢cDNS-alapu markert) teszteltiink egy olyan
populécion, mely 44 BCs Ontermékenyitett utdédvonalat, valamint a buza (Mv9krl) és Ae.
biuncialis (MvGB642) keresztezési partnert, illetve ezek amfiploidjat tartalmazta (37. abra). A
BCs populacio osszeallitasakor igyekeztiink a vonalakat ugy kivalogatni, hogy azok az ¢l6z6
évek soran kapott citogenetikai eredmények alapjan a lehetd legjobban reprezentaljak a
populécidban jelenlévé Ae. biuncialis kromoszomakat, illetve buza-Aegilops transzlokaciokat.
A PCR-reakciok eredményeként az egyes markerek hasonld méretli amplikonokat generaltak
az Mvakrl-Ae. biuncialis MvGB642 BC3 dntermékenyitett populacion, mint azt korabban a
buza- és Aegilops sziilokon, illetve a buza-Aegilops addicidés vonalakon tortént PCR-tesztek
soran tapasztaltuk. A tesztelt markerek primerszekvencidira, valamint a sziil6kon és addicios
vonalakon kapott PCR-termékek méreteire vonatkozé informaciokat terjedelmi korlatok miatt
a Doktori értekezéshez csatolt 4. on-line mellékletben adtam meg. A cDNS-alapi markerekre
vonatkozo ugyanezen informdciok megtalalhatok az értekezés alapjaul szolgald Said és
munkatarsai (2021) publikacidban. A populacio markerekkel torténd tesztelését kiegészitettiik
U és M genomi probaval végzett in situ hibridizacioval is. A tesztek eredményeként végiil 32
markert talaltunk alkalmasnak az egyes Aegilops kromoszomak nyomon kovetésére. A buza-
Ae. biuncialis BC3z dntermékenyitett populacio 32 génalalapu markerrel és GISH segitségével
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tortént genomanalizisének eredményeit grafikus formaban 6sszegezve a 38. dbra mutatja be.
Megallapithaté volt, hogy a lehetséges 14 Aegilops kromoszémabol 6 kromoszoma volt
kimutathat6 a vizsgalt populacioban (38. abra). Kis gyakorisaggal volt jelen az 1U (1 vonal), a
2U (3 vonal) és a 4U (8 vonal) kromoszéma, mig ez elébbiektdl jelentésen nagyobb
gyakorisaggal fordult el6 a 4M (20 vonal) és az SM (19 vonal) kromoszoma.

A GISH segitségével 7 vonalban kimutathat6 volt egy szatellittel rendelkezé M kromoszoma
is, melyet kordbban 6M kromoszémaként azonositottunk, ugyanakkor a 6M kromoszomara
specifikus molekularis markerek nem erdsitették meg a citogenetikai megfigyeléseket. Ez
Osszefiiggésben allhat a 6M kromoszomat esetlegesen érinté, a populacido korabbi
generacioiban mas kromoszomakon gyakran megfigyelt szerkezeti valtozasokkal.
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37. abra Molekularis markerek tesztelése az U és M kromoszomakat hordozo btiza-Aegilops BCs 6ntermékenyitett
utédpopulacion, valamint a buza (Mv9krl) és Ae. biuncialis (MvGB642) sziil6i vonalon, illetve ezek amfiploidjan.
A digitalis kapillaris elektroforézis dbrakon lathato, hogy a 4U kromoszéman lokalizalt markerek specifikus PCR-
terméket produkaltak az Ae. biuncialis genotipuson, a buza-Aegilops amfiploidon és néhany BCs 6ntermékenyitett
vonalon, mely termékek a bliza esetében nem jelentek meg. A fragmentanalizis soran a PCR-termékek méretének
meghatarozasahoz egy 35-500 bp DNS-1étrat hasznaltunk.

A GISH ¢és a 4U-specifikus molekularis markerek (Ae4U11426.3, Ae4U20523.1,
Aed4U15448.1) segitségével megallapithatd volt az is, hogy a 8 darab 4U kromatint tartalmazo
vonal koziil 2 (201106 és 201107 nyilvantartasi szamu) genotipus diszomas 4U addicios vonal
(38. abra). A 4U kromoszoma jelenlétét FISH-sel is megerdsitettiik az addicios vonalakban (39.
abra). GISH és a 4S-4_M_4 marker segitségével igazoltuk, hogy a 4M kromoszomat tartalmazo
20 vonal koziil 6 genotipus (201027, 201028, 201045, 201061, 201174 és 201182) szintén
diszomas. Emellett egy vonal (201027) kromoszémaszama 42-nek bizonyult, noha tartalmazott
2 db 4M Aegilops kromoszomat. A repetitiv DNS-probakkal tortént ujrahibridizacidé utan
kideriilt, hogy a 4M kromoszoma valdban diszomas formaban van jelen, azonban a 4D buza-
kromoszémapéar hianyzik ebbél a vonalbdl. fgy ez a genotipus egy 4M(4D) diszomaés
szubsztitiicios vonalnak bizonyult (40. abra).
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Az 5M kromoszomara specifikus BE499071 marker segitségével tovabbi két genotipust
(201195, 201196) valogattunk ki, melyek a GISH alapjan 2db 5M kromoszoémat hordoztak, de
szintén 42 kromoszoémaval rendelkeztek. A repetitiv DNS-probakkal (pSc119.2, Afa family,
45S rDNS) megismételt FISH igazolta, hogy ezekben a vonalakban az 5M kromoszoma
diszomas formaban van jelen, viszont hianyzik az 5D kromoszoma, igy ennek megfelelden
ezeket a vonalakat SM(5D) diszomas szubsztitucios vonalként azonositottuk (41. abra). Meg
kell jegyezniink, hogy ezen vonalakban a 7B kromoszdma helyett csak egy 7BL teloszoma volt

jelen.
Genotipus | Eredmény (citogenetika) Eredmény (markerek) Konkluzio (citogenetika+markerek)
Nv“gﬁ“""“§§§ﬁa"\"‘.""‘%'ﬂ".gﬁg‘"ovNlﬁ'lp‘:"‘"’l‘_\wl
e m R R HHE R R R E R R R
B AN EIEIR IR HEIEI N E R HEEEEENE] 2|t |
Kr (db) | Transzlokacié e M I R I E I B | lala =
U [m U 20 | 30 au U 5U 7U 5U
om| [ru [rmfim[zna| 3m Sam| sM | M (7m
201008 0. T6D5.5DL-M d. T5DS.50L-M
201012 d. T50S.5DL-M d. T5DS.50L-M
201019 d. T5DS.5DL-M d. T5DS.60L-M
201020 d. T5DS.5DL-M d. T5DS.60L-M
201027 2 d.am
201028 2 d.4M
201044 1 [d.T5MS.5ML-2DL m.4M, d.T5MS.5ML-2DL
201045 2 dam
201049 1_|m.Rob.M, m.T5MS.5ML-2DL m.4M, m.Rob.M, d.T5MS.SML-2DL
201051 1_|m.Rob.M, m.T5MS.5ML-2DL m.4M, m.Rob.M, m.T6MS.SML-2DL
201053 1 _|m.Rob.M, m.T5MS.5ML-2DL m.4M, m.Rob.M, d.T5MS.SML-2DL
201061 2 dam
201065 1_|m.T5MS.5ML-2DL, m.MTel, m.4M, m.MTel., m.T6MS.6ML-2DL
201077 1 [m.TADLADSU m.5M, m.T1DL.1DS4U
201079 d.T1DLADS-U d.T1DL.1D5-4U
201081 1 [d.T1DLADSU m.5M, d.T1DL.1DS-4U
201082 1 [d.T1DLADSU m.5M, d.T1DL.1DS-4U
201087 2 d.5M, T1DL.1DS-4U
201088 2 d.5M, T1DL.1DS-4U
201096
201097
201106 | 2 d.4u
201107 |2 d.4u
201114 d.72D5.2DL-U d.T208.2DL-U
201118
201122 a d.4M, d.5M
201127 1 | d.TaDS.4DLM m.5M, d.T4DS 4DLM
201133 2 [ d.T4DS.4DLM 0.5M, d.T4D5.4DL-M
201137 1 | d.TaDS.4DLM m.5M, d.T4DS 4DL-M
201139 5 4.4M, d.5M, m.6M
201143 1 |d.T4DS.4DLM m.5M, d.T4DS.4DL-M
201146 2 | d.TaDS.4DLM d.5M, 0.T4DS.4DL-M
201151 3 [dTwu m.4M, d.6M, dTw-U
201152 3 m.aM, d.6M
201154 3 0.4M, m.6M
201164 3 [m.Tw-U, mTw-m 0.4M, m.6M, m.T208.2DL-U, m.Tw-M
201170 3 d.4M, d.6M
201171 3 m.aM, d.6M
201174 2 d.am
201179 2 [ d.Rob.1US .4M, d.Rob.1US
201182 2 a.4M
201195 2 d.5M
201196 2 d.5M
201201 m.T4DL.4DS-M m.T4DL.4DS-M
642Amfi
Ae.biu42
Mvakel

38. abra A buza-Aegilops BCs ontermékenyitett utodpopulacié molekularis markerekkel és GISH-sel torténd
genomanalizisébdl szarmaz6 eredmények Osszegzése. A citogenetikai vizsgéalatok eredményeinek (balrol a 2-4
oszlop) leirasakor alkalmazott roviditések: m=monoszoémas, d=diszémas, T=transzlokacid, Rob=Robertsoni
transzlokacio=centrikus fizio, Tel.=teloszéma, w(wheat)=nem azonositott buzakromoszéma. Az U (1U-7U) és M
(IM-7M) kromoszoémakra specifikus molekularis markerek egyes genotipusokon adott eredményeinek

bemutatasakor zold szinnel jel6ltiik a specifikus PCR-amplikon jelenlétét, vordssel pedig azok hianyat.

A populacidoban szamos, az €l6z6 években mar azonositott buza-Ae. biuncialis transzlokaciot
mutattunk ki diszomas vagy monoszomas formaban ugy, hogy egyéb idegen kromoszomat mar
nem tartalmazott az adott egyed. Diszomdas forméban sikeriilt kimutatnunk a T5DS.5DL-M
transzlokaciot 4 vonalban, az T1DL.1DS-U transzlokaciot egy vonalban, a T2DS.2DL-U
transzlokaciot egy vonalban, valamint monoszémas forméban a T4DL.4DS-M transzlokéaciot

egy vonalban (38. abra).

Néhany transzlokacio esetében a molekularis markerek segitségével lehetévé valt az
Aegilops kromoszoma-szegmentum azonositasa is. Példaul a 201114 szamu vonalban, mely
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diszomas formaban hordozta a T2DS.2DL-U transzlokaciot és nem tartalmazott M genombol
szarmazd kromatint, a 2U és 2M kromoszomara specifikus Ae2U14996 marker segitségével
igazolast nyert, hogy a transzlokacios kromoszoman 1évé Aegilops fragment a 2U
kromoszomaboél szarmazott. Tovabbi példa a TIDL.1DS-U transzlokacié. Ot olyan marker
kozil, mely kizarolag a 4U kromoszomara volt specifikus 2 (AedU15443 és Ae4U20523)
jelezte, hogy az U genomu fragment a 4U kromoszoémardl szarmazott. Erdemes megemliteni,
hogy ezt a transzlokaciot el6zéleg 4 vonalban mutattuk Ki GISH segitségével, ugyanakkor a
markerek tovabbi két vonalban is (201087, 201088) jelezték a transzlokécio jelenlétét.

39. abra Biza (Mv9krl)-Ae. biuncialis MvGB642 4U diszomas addicidés vonal azonositdsa egymast kovetd
fluoreszcens in situ hibridizacio (FISH) (A) és genomi in situ hibridizacié (GISH) (B) segitségével. A 44
kromoszémas 201107 szamu vonal 2 db 4U kromoszémaval rendelkezik. A kromoszomak azonositasat FISH-sel,
pSc119.2 (z6ld), Afa family (vords) és 45S rDNS probaval végeztiik (A). A GISH eredményeként az addicionalt
4U kromoszoémak z6ld, mig a buzakromoszomak kék szinnel (DAPI) jeldltek. Skala =10 pm.

40. abra Egymast kovet6 fluoreszceens in situ hibridizacio (FISH) (A) és genomi in situ hibridizacié (GISH) (B)
a buza (Mv9krl)-Ae. biuncialis MvGB642 4M(4D) diszomas szubsztiticios vonal (201027 citologiai szamu
genotipus) szomatikus kromoszomain mitézisban. A GISH eredményeként a 2 db 4M Aegilops kromoszoma
voros, mig a 40 db buzakromoszéma kék szinnel jelolddott. A kromoszomak azonositasat FISH-sel, pSc119.2
(z0ld), Afa family (vords) és 45S rDNS probaval végeztik (A). A hianyzdé 4D buzakromoszoéma FISH
hibridizaciés mintazata kinagyitva lathat6. Skala = 10 um.
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41. abra Egymast kovet6 fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH) (A) és genomi in situ hibridizaci6é (GISH) (B) a
buza (Mv9krl)-Ae. biuncialis MvGB642 5M(5D) diszomas szubsztiticidos vonal (201195 citoldgiai szamu
genotipus) szomatikus kromoszémain mitozisban. A GISH eredményeként a 2 db 5M Aegilops kromoszoma
voros, mig a 40 db buzakromoszoéma kék szinnel jelolt. A kromoszémak azonositasat FISH-sel, pSc119.2 (z61d),
Afa family (voros) és 45S rDNS probaval végeztiik (A). A hianyzo 5D buzakromoszoma FISH hibridizacios
mintazata kinagyitva lathato. Skala= 10 pm.

A markerek alkalmazéasanak elénye kiilondsen azokban az esetekben mutatkozott meg
eredményesen, ahol a GISH eredménye nem volt eléggé megbizhato (a hibridizacié nem volt
tul j6 mindségli), igy a markerek hasznalatdval megbizhatébbnak bizonyult a transzlokaciok
jelenlétének igazoldsa. Mindez jelezi, hogy a molekulédris citogenetikai moddszereket
molekularis markerekkel kombinalva novelhetd a szelekcid hatékonysaga és megbizhatdsaga.
Ugyanakkor az eddigi eredményeink arra is ramutattak, hogy tovabbi markerek bevondsara van
szlikség pl. az 5DS.5DL-M transzlokaciok, illetve az eddig még nem azonositott buza-U
(201151 sz. vonalban) és buza-M (201164 sz. vonalban) transzlokaciok azonositasahoz.

A buza-Ae. biuncialis (MvGB642) BCs dntermékenyitett utodpopulacié egyedeit 2020-21-
ben kontrollalt koriilmények kozt tiveghazban neveltiik fel a buza sziiléi partner egyedeivel
egyiitt. A citogenetikai analizis eredményeként a 4U addiciés vonalbol és az SM(5D)
szubsztitlicios vonalbdl 3-3 egyed, mig az Mv9krl buzasziildbdl és a 4M(4D) szubsztitucidbol
5-5 egyed allt rendelkezésre, ami lehetdve tette e vonalak morfoldgiai tulajdonsagainak elézetes
Osszehasonlitasat. A tobbi transzlokacios vonalbol 1-1 egyed allt rendelkezésre, igy ezek
morfologiai tulajdonsagait csak leiro jelleggel kozlom, a buzasziildvel tortént statisztikai
Osszehasonlitas nélkiil.

A 4U addiciés vonalak kaldszai tomor szerkezetliek, de szignifikansan rovidebbek a buza

sziil6i partner (Mv9krl) kalaszainal (42. abra, 9. tablazat). A rovid kalaszok kevesebb
kalaszkaval rendelkeznek, melynek kovetkeztében a kaldszonkénti és a ndvényenkénti
szemszam szignifikansan kisebb, mint az Mv9krl1 esetében.
A 4M(4D) szubsztitucios vonalak szignifikdnsan alacsonyabbak, mint a buzasziild. Kaldszai
valamelyest kisebbek, de szignifikdns eltérés csak a kaldszonkénti kaldszkaszamban volt
tapasztalhatdé a buzahoz képest. Ugyanakkor az Mv9krl sziiléhoz hasonlé kaldszonkénti és
novényenkénti szemszam jo termékenyliloképességet jelez.
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42. abra A T. aestivum (Mv9kr1)-Ae. biuncialis MvGB642 4U addicios (4U), a 4M(4D) és SM(5D) szubsztitucios,
és transzlokacios vonalak valamint a buza sziildpartner (Mv9krl) kalaszainak morfologiaja (2020, Martonvasar,
iiveghaz.)

Az S5M(5D) szubsztiticidos vonal morfologiai paraméterei tiikroztek bizonyos pozitiv
tendencidkat a buzasziil6hoz képest, az alacsony mintaszdm (3 novény) miatt ezek nem érték
el a statisztikai szignifikancia szintjét (42. abra, 9. tdblazat). Az adatok alapjan mégis ugy tlnik,
hogy a szubsztitlicios vonal alacsonyabb, mint a blzasziild. Tomor, kissé hosszabb tar kaldszai
hasonld vagy jobb fertilitast mutatnak mint a buzakalaszok, ami ennek a genotipusnak a
kalaszonkénti és ndvényenkénti szemszamban kifejez6do jo termékenyiiloképességét jelzi.

A transzlokacids vonalak esetében csak egy-egy novény allt rendelkezésre, ezért a kozolt
morfologiai adatok csak tajékoztato jellegliek lehetnek. A btiza (Mv9krl)-Ae. biuncialis
MvGB642 transzlokéaciok koziil két genotipust emelnék ki. Az TIUS.2BL centrikus fuzid a
buzanal alacsonyabb. Rovidebb kaldszaiban kevesebb kaldszka foglal helyet, melyek a buzahoz
hasonlo fertilitast és szemkotést mutatnak. A T2DS.2DL-2U transzlokécid szintén alacsonyabb
a buzasziilonél. Kalaszai kissé rovidebbek, felfelé keskenyeddk, benniik kevesebb kaldszka
talalhato. Ennek ellenére fertilitasa jelentésen meghaladja a buzanal hasonl6 koriilmények kozt
tapasztalt értéket, ami mind a fékaldsz, mind a teljes novény szintjén mért kiemelkedd
szemkotésben megnyilvanul.

A tobbi transzlokacids vonallal kapcsolatban altaldnosan elmondhatd, hogy morfologiai
paramétereik és terméselemeik tekintetében (a T4DS.4DL-M ¢és TSMS.SML-2DL
transzlokacio jo bokrosodasi képességét leszamitva) nem érik el a buiza esetében tapasztaltakat.
Ugyanakkor fertilitdsuk elég utodszemet biztosit ahhoz, hogy ezeket a transzlokdciokat a
jovében fenntartsuk és visszakeresztezésekkel a buza genetikai hatteret stabilizaljuk.

Az addicios, szubsztitucids ¢€s transzlokaciés vonalak iiveghdzi ¢és tenyészkerti
felszaporitasat kovetden részletesen vizsgalhatd lesz az atvitt Aegilops kromoszomak és
kromoszdma-szegmentumok hatdsa a buiza abiotikus és biotikus stressztlirésére €s agronomiai
tulajdonsagaira.
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9. tablazat A T. aestivum (Mv9krl)-Ae. biuncialis MvGB642 4U addicids, a 4M(4D) és SM(5D) szubsztiticios,
¢és kiilonbozo transzlokacioés vonalak, valamint a buza sziilépartner (Mv9krl) fertilitasa és morfologiai
tulajdonsagai (2020, Martonvasar, iiveghaz.)

Genotipus Novény-  Bokrosodas Fokalasz Kalaszka Szem/ Fertilitas Szem/ 1000-
magassag  (kalasz/ hossza  /kalasz  fékalasz  (szem/ névény  szemtdomeg
(cm) noévény) (cm) (db) kalaszka) (9)

(db)

Mv9kr1# 58,2 3,4 9,6 22,9 44 1,8 133,8 34,4
+4,7 +0,8 +0,7 +0,7 13,2 +0,1 1227 +4.,5

4U# 51,3 4,3 75" 18,3 27,7 1,5% 71 40,2
+1,2 +0,5 +0,4 +0,9 13,1 +0,1 +13,4 +2,7

4M(4D)* 48,8 4,2 8,8 19,8" 41,2 2,1 130,8 28,0
+3,7 +0,7 +1 +1,9 +4.,8 +0,3 +14,7 +3,2

5M(5D)# 50,3 3,7 10,5 247 51,7 2,1 1343 26,6
+3,3 +0,5 +0,8 +0,9 +9,3 +0,4 +5,8 +5,7

T4DS.4DL-M 51 7 8,5 21 24 1,1 66 39,2

(201137)

T5DS.5DL-M 41 3 9 16 11 0,7 30 37

(201020)

T5MS.5ML-2DL 62 6 9,5 20 26 1,3 83 37,7

(201049)

T1US.2BL 47 4 8,5 18 38 2,1 150 27,9

(201179)

T2DS.2DL-2U 48 4 8 17 60 3,5 168 25

(201114)

T1DL.1DS-4U 37 3 9,5 20 5 0,25 9 42

(201081)

# Ot ndvény atlagat szoras
# Harom ndvény 4atlaga + szorés
“** Szignifikansan kiilonbdzik az Mv9krl blzasziilétél P<0,05 és P<0,01 szignifikanciaszinten.

4.3.4. Az Ae. biuncialis-bol torténé idegenfaji génatvitel eredményeinek megvitatasa

Uj biiza-Ae. biuncialis genetikai alapanyagok létrehozdsa

A korabbi években az Ae. biuncialis-bol torténé idegenfajii génatviteli program
eredményeként Martonvasaron hat diszomas 6szi buza (Mv9krl)-Ae. biuncialis (MvGB642)
addicios vonalat (1U®, 2UP, 3UP, 2MP, 3MP és 7MP) (Logojan és Molnar-Lang, 2000; Schneider
és mtsai., 2005; 2008 ), egy 1U/6UP dupla diszomas addicios vonalat, valamint egy 3MP(4B)
szubsztitlicios és egy 3MP.4BS centrikus fuziot allitottak elé (Farkas és mtsai. 2014). Kinai
szerzok szintén beszamoltak hexaploid buza-Ae. biuncilais 6UP (Zhao és mtsai, 2013), 1uPb
(Zhou és mtsai. 2014), 2MP® (Li és mtsai 2019) és SMP addiciés vonalak (Song és mtsai 2020)
eldallitasarol.

Munkank eredményeként a vilagon eldszor sikeriilt eldallitanunk hexaploid buza-Ae.
biuncialis 4UP diszomas addicios, valamint 4MP(4D) és SMP(5D) diszomas szubsztiticios
vonalakat. Szintén sikeriilt el6allitanunk 10 buza-Ae. biuncialis transzlokaciot, melyek koziil
hat transzlokacios kromoszomat (T4DS.4DL-M, T5DS.5DL-M, TSMS.5ML-2DL, T1US.2BL,
T2DS.2DL-2U, T1DL.1DS-4U) kiilon-kiilon vonalakban diszémas formaban is sikeriilt
létrehoznunk. Ezek az addicids, szubsztiticids és transzlokacids vonalak korabban nem
1éteztek, ezért jelentdsen novelhetik a biza genetikai variabilitasat.

Az Ae. biuncialis szegregald genetikai térképe altal mutatott szinténiaadatok, valamint az Ae.
comosa M genomjanak és a hexaploid buza D genomjanak 6sszehasonlito ‘single-gene FISH’
térképe (Said és mtsai 2021) azt jelezték, hogy a 4M és SM kromoszoma jelentés homologiat
¢s kolinearitast mutat a megfeleld 4-es és 5-0s buza homeolog csoport kromoszémaival (20. és
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21. abra), melyek alapjan feltételezheté, hogy ezen Aegilops és buzakromoszomak
génosszetétele és sorrendje nagyon hasonld. Ezt a szoros homeoldg kapcsolatot latszik
alatdmasztani a 4M(4D) és SM(5D) szubsztitucios vonalnak a buzasziilohéz (Mv9kr1) hasonlo
kalaszstrukturaja és fertilitasa (9. tablazat), ami azt jelzi, hogy a 4M, illetve 5M kromoszdéma
jol kompenzalja a kies6 4D illetve 5D kromoszoman lokalizalt gének hatasat. A buza 4-es €s 5-
0s homeoldg csoportjanak kromoszomadin tobb jelentds QTL-régiot térképeztek, melyek
meghatarozo szerepet jatszhatnak a termésmennyiség kialakitasaban (Guan és mtsai, 2018), a
kornyezeti adaptacioban (Galiba és mtsai, 1995; Snape és mtsai, 1997; Toth és mtsai, 2003) és
az abiotikus stressztoleranciaban (Cattivelli és mtsai, 2002). A legfontosabb
terméskomponensek koziil a bokrosodasi képesség kialakitasaban résztvevé QTL-eket mintegy
14 buzakromoszoman térképeztek, koztiik a 4D és 5D kromoszoéman (Liu és mtsai, 2014; Wang
¢s mtsai, 2016). Egy masik fontos terméskomponens a kalaszonkénti szemszam, melynek
meghatarozasaban eddig tobb mint 100 QTL-t azonositottak a biza 21 kromoszémajan, koztiik
néhanyat a 4A, valamint az 5B és 5D kromoszéméan (Borner és mtsai, 2002; Gao és mtsai, 2015;
Guo ¢és mtsai, 2015). A termés mennyiségére 1ényeges hatassal lehet a nGvény magassaga is.
Az ezért felelés Rht (Reduced height), mas néven torpésit6 lokuszok szerepének felismerése és
kiaknazasa eredményezte a modern ndvénynemesités egyik legnagyobb attorését a XX. szazadi
7061d forradalom soran (Hedden, 2003). A buiza esetében mostanaig koriilbelil 20 Rht génrél
szamoltak be, melyek koziil az Rhtl és Rht2 a legaltalanosabban alkalmazott torpésitd gén,
melyek a 4BS, illetve 4DS kromoszomakaron talalhatd (Peng és mtsai, 2000; Achard és mtsai,
2006). Elézetes eredményeink azt sugalljak, hogy a 4D kromoszoma kicserélése a 4M
kromoszémara mintegy 10 cm-rel csokkentette a szubsztitlicios vonal ndvénymagassagat, ami
jelezheti egy, a 4M kromoszoéman jelenlévé Aegilops Rht génvaltozat hatasat. A bulza
kiilonb6z6  Okogeografiai  kornyezetekhez valdo adpatalodasanak egyik legfontosabb
komponense a viragzasi id6 szabalyozasa (Kiss és mtsai, 2014; Kiss és mtsai, 2017). A
viragzasi 1d6 meghatarozasaban kulcsfontossagiiak a vernalizacids igényt (gabonafélékben
annak a hideg periddusnak az igénye, mely kivaltja a vegetativ fazisbol a generativ fazisba
torténd atmenetet) szabalyozo gének (VRN gének). Biizaban a legnagyobb hatasti VRN gének a
VRN-A1, VRN-B1 és VRN-D1, melyek az 5A, 5B és 5D kromoszoma hosszu karjan lokalizaltak
(Law és mtsai, 1976; Galiba és mtsai, 1995; Barrett és mtsai, 2002). Mindez csak néhany példa
arra, hogy a 4D és 5D kromoszomaval jelentds kolinearitdst mutatd 4M és SM kromoszdéma
behelyettesitésével mezdgazdasagi szempontbol nagy jelentdéségli QTL-ek és gének Uj
allélvaltozatait vihetjiik be a buzaba. Ezzel Osszefiiggésben, korabbi bliza-Ae. geniculata
addicios vonalakon végzett vizsgalataink arra utalnak, hogy az 6t6s homeoldg csoporthoz
tartozd6 kromoszomak (SUY ¢és 5MY) pozitivan befolyasoljak a hexaploid buza
vizoldhatopentozan-tartalmat és étkezésirost-Osszetételét (Rakszegi és mtsai  2017).
Amennyiben igazolast nyer az Mv9krl-Ae. biuncialis 5MP szubsztitiicios vonal kedvezd
beltartalmi tulajdonsaga, Gigy hasznos génforras lehet a funkcionalis élelmiszerek eldallitasat
célz6 nemesitési programok szamara.

Természetesen, az atvitt Aegilops kromoszomak és azok szegmentumai tényleges hatasanak
felderitése érdekében az eldallitott vonalakat, felszaporitasukat kovetden, a jovOben részletes
agrondmiai, ¢lettani és biokémiai elemzéseknek kell alavetni.

Az MvGB642-es genotipussal folytatott keresztezési programunk egyik legfontosabb célja a
levélrozsda-rezisztencia atvitele a buzaba. Szant6foldi megfigyeléseink és csirandvénykorban
végzett mesterséges fertézések alapjan az Mv9krl-Ae. biuncialis MvGB642 amfiploid éveken
keresztiil rezisztens volt a martonvasari levélrozsda-rasszpopulacioval szemben. Mindez arra
utal, hogy az MvGB642-es genotipusban talalhaté rezisztenciagén a btiza genetikai hattérben
is megnyilvanul, ezaltal hatékony védelmet tud biztositani a levélrozsdaval szemben.
Ugyanakkor a korabban eléallitott addicidos vonalak (1UP, 1UP/6UP, 2UP, 3UP, 2MP, 3MP és
7MP), valamint a jelenleg vizsgalt elénemesitési populacio egyedei (melyekben kimutattuk az
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1UP, 2UP, 4UP, 4MP, 5MP és 6MP kromoszoma jelenlétét) fogékonynak bizonyultak a
levélrozsdaval szemben. Mindez arra utal, hogy a rezisztenciagén a hidnyzé kromoszomak
valamelyikén (5UP, 7U°, 1MP) talalhat6. Ezzel 6sszhangban all az a tény, hogy az Ae. biuncialis
diploid 6sében, az Ae. umbellulata-ban a 6U kromoszoma mellett, melyb6l az Lr9 rezisztencia
gént mutattak ki (Sears 1956), az 5U kromoszdéman szintén térképeztek hatékony levélrozsda-
¢és sargarozsda-rezisztenciagéneket (Lr76 és Yr70) (Bansal és mtsai 2020). A hianyzo Ae.
biuncialis kromoszoémak addicids, szubsztiticidés vagy transzlokacidos vonalak formajaban
torténd atvitelével reményeink szerint egy a martonvasari levélrozsda-rasszpopulacio ellen
hatékony védelmet biztosito rezisztenciagént épithetiink be a buzagenomba.

A keresztezési program soran a kromoszomaaberraciok (telocentrikus kromoszomak,
deléciok, transzlokaciok), koztiik buza-Ae. biuncialis transzlokaciok gyakori megjelenését
tapasztaltuk. Kimutattuk azt is, hogy a vizsgalt keresztezési populaciéban a 4MP és SMP
kromoszoma a tobbi Aegilops kromoszomahoz képest nagyobb gyakorisaggal (40-50%) fordul
el6. A kromoszomatorések, illetve -atrendezddések gyakorisaga, valamint az emlitett
kromoszoémak nagyaranyu jelenléte felveti annak a lehetdségét, hogy az Ae. biuncialis
MvGB642 genotipusdban egy gametocid (Gc) gén van jelen, mely a 4MP vagy az 5MP
kromoszoman lokalizalt. Ismert, hogy a gametocid kromoszomak jelenléte az Aegilops
fajokban gyakori jelenség. Példaul Aegilops-specifikus Gec géneket mutattak ki az S, C és M
genommal rendelkezd fajokban. Ezek a Gc gének a 2-es, 3-as, 4-es vagy 6-os homeolog
csoporthoz tartozé kromoszoémakon voltak megtalalhatok (Endo 2007). Az Ae. biuncialis-hoz
hasonl6 genomdosszetételi Ae. geniculata (USUSMIMY) esetében Kynast és munkatarsai (2000)
igazoltak egy Gc gén jelenlétét buza (Chinese Spring) monoszomas 4M9 addicios vonal
segitségével. Ismeretes, hogy a Gec gének a kovetkezd generacioba vald atadodasukat azaltal
biztositjak, hogy kromoszomatoréseket indukalnak a fejlodé pollen meidzist kovetd elsod
¢és/vagy masodik mitotikus osztdddsa soran azokban az ivarsejtekben, melyekbdl hidnyoznak
(Nasuda ¢és mtsai, 2005). Abban az esetben, ha ezek a kromoszomatorések nem letalisak, a
képzddd kromoszémaaberraciok megjelenhetnek a kovetkezd generacidban. Ezt a jelenséget
kihasznalva a gametocid rendszer segitségével szamos citogenetikai alapanyagot, példaul
hexaploid buza (Chinese Spring) delécios sorozatot (Endo ¢és Gill, 1996), illetve buza-
idegenfaju introgresszids vonalakat hoztak létre (Shi és Endo, 1997, 1999, 2000). Az Ae.
geniculata 4M9 kromoszomajat monoszomas allapotban tartalmazo triticalé vonalak
alkalmazasaval Kwiatek és munkatarsai (2017) buza-rozs transzlokaciokat hoztak létre. A
gametocid gén jelenlétét a biiza-Ae. biuncialis 4MP(4D) és/vagy SMP(5D) szubsztitiicios
vonalban a kozeljovoben igazolnunk kell. A gametocid gén hatasat bizonyithatjuk tovabba
egy¢b blza-idegenfaju addicids vonalakkal valo keresztezésekkel, ahol az utdédokban
monoszoémas allapotban varhatd mind az Aegilops, mind pedig az idegen kromoszoma
megjelenése. Ezen dupla monoszomas addicids vonalak utddjaiban gametocid hatas esetén
varhat6 a kiilonb6z6 kromoszomaaberraciok, koztiik idegenfaju transzlokaciok megjelenése.

Molekularis markerek fejlesztése és alkalmazdsa buza-Aegilops introgresszios vonalak
szelekciojara

Az Aegilops U és M kromoszomak kimutatasanak valamint a biza -Ae. biuncialis inrogressziok
szelekcidjanak felgyorsitdsa érdekében 0j génalapi molekularis markereket fejlesztettiink,
melyeket PCR segitségével validaltunk a keresztezési programok sziil6i genotipusain,
kromoszomalis pozicioikat addiciés vonalak segitségével igazoltuk, majd a legalkalmasabb
markerek segitségével megkezdtiik egy markerkapcsolt szelekcids rendszer kifejlesztését €s
alkalmazasat az elénemesitési programunkban.

Az a tény, hogy az addiciés vonalakon tesztelt 48 EST-alapt marker 6,2%-a (3 marker) volt
hasznalhat6 az introgresszios vonalak szelekcidjara, mig ez az arany az intron-targeting (IT)
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markerek esetében 41,6% (10 marker), a cDNS-alapt markerek esetében pedig 35,8%-volt (24
marker) (8. tablazat), igazoltdk azt a kordbbi tapasztalatot, miszerint a gének intron régioi
megfelel6 mértékl polimorfizmust (SNP-k, INDEL) biztositanak ahhoz, hogy kromoszéma-
specifikus markereket hozzunk létre, melyek t6bb hasonld genommal rendelkez6 fajon is
alkalmazhatok (Poczai és mtsai 2013). Konzervalt ortolog gének intron régioira specifikus COS
(Conserved Ortholog Set), illetve PLUG (PCR-based Landmark Unique Gene) markereket mar
korabban is hasznaltak buza-Aegilops introgressziés vonalak azonositisihoz (Burt és
Nicholson, 2011; Howard és mtsai, 2011; Gong és mtsai, 2017). Az U és M kromoszomakkal
rendelkez6 Aegilops fajok esetében szintén sikerrel hasznaltak ezen markereket az idegen
kromoszémak azonositasara, nyomonkovetésére, vagy 0sszehasonlitd genomikai vizsgéalatokra
(Molnar és mtsai, 2013, 2016; Liu és mtsai, 2019).

Kisérleteink szerint a molekularis markereket a genomi in situ hibridizaciéval (GISH)
kombinaltan alkalmazd szelekcios rendszer felgyorsitotta az idegen kromoszomakat hordozé
citogenetikai alapanyagok kivéalogatasat. Az atvitt kromoszoméak azonositdsa molekularis
markerekkel torténik, igy a GISH utan nincs sziikség minden (esetenként néhany szaz)
kromoszdmapreparatum repetitiv DNS-prébak segitségével torténd ismételt hibridizaciojara,
mely egyébként jelentGsen lassitana a szelekcios folyamatot. Ezek az eredmények 6sszhangban
allnak tobb nemzetkozi kutatocsoport altal folytatott szelekcids gyakorlattal. Példaul az Ian
King altal vezetett kutatocsoport (University of Nothingam, UK) szintén rutinszeriien
alkalmazza a fajkeresztezéses nemesitési programok soran az idegen kromoszoémak buza
specifikus KASP (Kompetitive Allele Specific PCR) markerek (Grewal és mtsai 2020), illetve
a tobbszinli GISH és egy 35K SNP chip (Axiom® Wheat-Relative Genotyping Array)
kombinaciojat (Grewal és mtsai 2018).

Az altalunk hasznalt modszer lehetéséget ad korabban azonositott genetikai anyagok gyors
tesztelésére, valamint indokolt esetben, pl. egy 0 transzlokéacié megjelenésekor az adott vonal
FISH segitségével torténd ellendrzésére is. A kromoszomaspecifikus markerek lehetdvé tették
néhany transzlokacié esetében az Aegilops kromoszoémafragment azonositasat, mint ahogyan
azt a T2DS.2DL-2U, vagy a T1DL.1DS-4U transzlokacio esetében tapasztaltuk. Mas esetben
azonban az alkalmazott markerek nem tudtdk kimutatni a citogenetikai modszerekkel igazolt
transzlokaciok (pl. az SDS.5DL-M) jelenlétét, ami arra utal, hogy a létrehozott markerek nem
az adott M genomi fragmenten helyezkednek el. Célunk egy olyan szelekcios rendszer
kifejlesztése, ahol az egyes kromoszodmak kimutatasahoz legalabb négy marker sziikséges, 1-1

crcr

crer

teljesiil, ezért tovabbi, az egyes kromoszomak fent emlitett régidira specifikus markerek
fejlesztésére lesz sziikség. A kromoszomak ezen régidinak markerekkel valo telitésére ad
lehetdséget a jovoben az Ae. umbellulata és az Ae. comosa kromoszomak
genomosszeillesztéseit alkotd kontigok sorba rendezése az Ae. biuncialis genetikai térképe
alapjan, azaz az U és M genom virtualis génsorrendjének (GenomZipper) elkészitése, amint az
az arpa, a buiza vagy a rozs esetében lathaté volt (Mayer és mtsai, 2011; IWGSC, 2014; Bauer
¢és mtsai, 2017). A virtudlis génsorrend alapjan kivalaszthatok olyan gének, melyek az egyes
kromoszomak teloméra- illetve pericentroméras régioin lokalizaltak, majd ¢ gének intron

Tovabbi lehetdséget adhat a kromoszéméak meghatarozott régidinak markerekkel valo
telitésére az egyes gének ‘single-gene FISH’ segitségével torténd vizualizacidja az Aegilops
kromoszémakon. Danilova és munkatarsai (2014; 2017) ortolég gének cDNS-klonjait
probaként alkalmazva elkészitették a hexaploid buza ‘single-gene FISH’ térképét. A 6-10
proba/kromoszoma felbontas mellett a térkép lehetévé teszi a genomszerkezet makroszintii
Osszehasonlitod vizsgalatat a hexaploid bliza és rokon fajai esetén, amint az megtortént az Ae.
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caudata (Danilova és mtsai, 2017) és az A. cristatum (Said és mtsai, 2018) esetében is. Az Ae.
comosa ¢és Ae. umbellulata kozelmultban elkészitett ‘single-gene FISH’ térképe szintén
lehetéséget ad az ortolog gének citogenetikai pozicidja alapjan torténd Osszehasonlito
vizsgalatokra, valamint a térképezett gének és az Aegilops kromoszomak szekvencidinak
segitségével torténd markerfejlesztésre, ahogyan azt kisérleteinkkel igazoltuk (Said és mitsai,
2021).

Fontosnak tartom megjegyezni, hogy a markerkapcsolt szelekcids rendszer mar a jelenlegi
verzigjaban is alkalmas az egyes Aegilops U és M kromoszomak kimutatasara ¢és
nyomonkovetésére. Ennek az adhat jelentséget, hogy az agronomiailag fontos gének, QTL-
beliil elvégezhetd, amire modot ad az altalunk 1étrehozott Ae. biuncialis Fs RIL populacid, vagy
a szintén altalunk Osszedllitott, kiillonbozd oOkogeografiai élohelyekrdl szarmazo, az Ae.
biuncialis genetikai diverzitasat és allélosszetételét reprezentald populacio létrehozasa (Ivanizs
¢s mtsai 2019). Mindez lehetévé teheti a legfontosabb agronémiai tulajdonsagokért (szarazsag-
és hotlrés, levél-, szar- és sargarozsda-rezisztencia, étkezésirost-tartalom stb.) felelés QTL-ek
asszociacios térképezését. Az eredmények ismeretében a legjobb tulajdonsagokat hordozo
genotipusokbol markerkapcsolt szelekcidval mar relative rovid id6 alatt (3-4 év), célzottan lehet
a kivant kromoszomat atvinni a buzaba.

Az eldallitott buza-Ae. biuncialis transzlokaciok agronomiai tulajdonsagai felszaporitasukat
kovetden értékelhetok és adott esetben felhasznalhatok lesznek a martonvasari fajtaeléallitd
nemesitési programokban, melyek mar eddig is szdmos idegen kromoszoma-szegmentum
(rozs: 1RS.1BL; Agropyron elongatum Lr19/Lr24; Ae. ventricosa: Lr37) genetikai potencialjat
igyekeznek kiaknazni (Bed6 és mtsai, 1993; Uhrin és mtsai, 2008; Uhrin és mtsai, 2006). Az
Aegilops fajok U genomjabol szarmazoé genomi fragmentek szintén megtalalhatok a
koztermesztésben 1év0 buzafajtakban. Ismeretes, hogy az Ae. umbellulata Lr76-Yr70
rezisztenciagén-komplexumait hordoz6 5U kromoszoma-szegmentum (Bansal és mtsai, 2020)
megtalalhato a ’Unnat PBW343” hexaploid buzafajtdban, ahol az atvitt kromoszoéma-
szegmentum a tapasztalatok szerint nem okozott kimutathatd negativ pleiotrép hatast a buza
egy¢b agronomiai tulajdonsagaira. Ennek a fajtdnak a vetésteriilete India Punjab allamaban
elérte a buza-vetésteriilet 10%-at (~300 000 ha).

Abban az esetben, ha az altalunk létrehozott transzlokaciok valamelyike a késObbiekben
egy egyértelmiien fenotipizalhatd, hasznos tulajdonsagot (példaul betegségrezisztenciat)
hordoz, akkor a transzlokacidk nem csak a nemesitési programokban vehetnek majd részt,
hanem alapjat képezhetik a gének azonositasat, klonozasat szolgal6 kutatasi projekteknek is.
Példaul a vad tipust buza-Aegilops transzlokaciokbol EMS mutagenezissel ‘knock-out’
mutansokat lehet eldallitani, majd ezekbdl és a vad tipusbol a transzlokacids kromoszomakat
izolalni lehet. A MutChromSeq eljaras segitségével a mutans €és vad tipusu transzlokacios
kromoszomak szekvenalasaval lehet6ség van azon Aegilops gének azonositasara, melyek
szekvencidja a mutagenezis kovetkeztében megvaltozott és jelenléte egyiitt szegregal a
megvaltozott fenotipussal (Sanchez-Martin és mtsai 2016, Dracatos és mtsai 2019). Mindez
modot adhat olyan funkcionalis markerek fejlesztésére, melyekkel az agrondmiailag fontos
gének nyomonkdvethetdk és egy buzatdrzson beliil piramidalhatok a keresztezési programok
folyaman.
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5. OSSZEFOGLALAS ES UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Munkank soran célul tiztiik ki az U és M genommal rendelkez6é Aegilops fajok strukturalis
genomikai vizsgalatat annak érdekében, hogy a kapott szerkezeti informaciok, genomikai
adatbazisok ¢és molekularis eszkozok felhaszndlasaval segitsiik e fajok génallomdnyanak
fajkeresztezésekkel torténd atvitelét és alkalmazasat a buza nemesitési programokban, valamint
segitsiik a mezOgazdasagi jelentdséggel bird gének jovobeli azonositasat, klonozasat.
Strukturalis vizsgalataink soran elsék kozott alkalmaztunk aramlési citometriai modszereket a
buiza rokonsagi korébe tartozo vad fajokon azzal a céllal, hogy az Aegilops fajok genomjabol
egyedi kromoszomakat izoladljunk a kés6bbi genomikai vizsgdlatokhoz. Az &ramlasi
citometriaval kapcsolatos kutatasaink soran a kovetkez6 11j tudoményos eredmények sziilettek:

1. Egyparaméteres aramldsi citometria alkalmazasdval 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 kromoszoémalis 0Osszetételét.
Kimutattuk, hogy méret alapjan nagy tisztasagban izolalhat6 az Ae. umbellulata 1U, 3U és 6U,
valamint az Ae. biuncialis 1U kromoszoémaja.

2. Meghataroztuk a hexaploid buza diploid 6seinek, a T. urartu-nak, Ae. speltoides-nek ¢és Ae.
tauschii-nak aramlasi kariotipusat. Méret alapjan sikerrel izolaltunk tiszta frakciokat e fajok
5A, 58S és 5D kromoszomaja esetében.

3. Meghataroztuk a C genommal rendelkez6 Aegilops fajok, a diploid Ae. markgrafii, valamint
az allotetraploid Ae. cylindrica (C°C°D°D®) és Ae. triuncialis (C'C'U'U") kromoszdmainak DAPI
aramlési kariotipusat és a kariotipuscsucsok kromoszomalis Osszetételét. Kimutattuk, hogy az
Ae. markgrafii 4C és 5C kromoszomajabol, az Ae. triuncialis MvGBS585 genotipusban
jelenlévd 6U'S.6U'L-5C'L transzlokaciobol és a 7Ct kromoszomabél, valamint az Ae. cylindrica
1C° és 5D° kromoszomajabol tiszta frakciok izolalhatok.

A fenti kromoszomdk esetében lehetéség van a nagy kihozatalt eredményezd
egyparaméteres izolalas elvégzésére, ezaltal olyan genomikai moddszerek, mint pl. a
kromoszomakonformacio-befogast (Hi-C) felhasznaldo ¢és hosszinukleotid-leolvasasokat
eredményez6 DNS-szekvenalasi eljarasok (pl. TACCA), alkalmazasara, melyekhez nagy
mennyiségli és nagy molekulatomegii DNS-minta sziikséges. E kromoszomak esetében olyan
modszerek is hasznalhatok (pl. nanocsatorna-alapt optikai térképezés), melyek kizarjak egy
masodik fluoreszcens jeldlés elvégzéseét.

Els6k kozott alkalmaztuk e vad fajok mitotikus kromoszoma szuszpenzidiban, a GAA-
FITC oligonukleotid-probaval torténd jelolést lehetévé tevé FISHIS modszert. A
kromoszomamérettel aranyos DAPI fluoreszcencia és a mikroszatellit- (pl. GAA, ACG)
gyakorisaggal aranyos FITC fluoreszcencia alapjan megalkotott kétparaméteres aramlasi
kariotipuson az egyes kromoszomak egymastol jobban elvéalaszthatok voltak, igy tobb
kromoszéma nagy tisztasagban torténd izoldldsa is lehetdvé valt. A kétparaméteres aramlasi
citometria segitségével az alabbi eredményeket értiik el:

4. Kettds 1ézervezérlésii aramlasi citometria segitségével meghataroztuk az Ae. umbellulata,
Ae. comosa, Ae. speltoides, Ae. markgrafii, Ae. sharonensis és Ae. biuncialis DAPI-FITC ‘dot
plot’ aramlési kariotipusat és azonositottuk a kariotipusokat alkotd részecskepopulaciok
kromoszoémalis Osszetételét. Kimutattuk, hogy az U, M, C, S genomok Osszes egyedi
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kromoszomaja, valamint az S kromoszomaék tobbsége nagy tisztasagban izolalhaté a diploid
Aegilops fajokbol .

5. Kétparaméteres aramlasi citometriaval nagy tisztasagban izolaltuk az Ae. biuncialis 1U, 6U,
3U, 2M, 3M és 7M kromoszomajat buza (Mv9krl)-Ae. biuncialis (MvGB642) addicios
vonalakbol, valamint az Ae. umbellulata 2U kromoszomajanak rovid és hosszu karjat, illetve a
7U kromoszoma hosszu karjat buza (Chinese Spring)- Ae. umbellulata diteloszomas addicios
vonalakbol.

Az izolalt kromoszomak nagy tisztasagu DNS-mintéi, a termesztett gabonafajokat kvetden
a buza rokonsagi koréhez tartozo, eddig kevéssé tanulmanyozott vad génforras Aegilops fajok
esetében is utat nyithatnak a kiilonb6z6 genomikai mddszerek (pl. ‘shot-gun’ szekvenalas,
markerek fizikai térképezése, optikai térképezés, GBS markerrendszerek) egyedi
kromoszdémakon torténd alkalmazasanak. Mindez eldrevetiti a génbankokhoz kotott genomikai
kutatasok lehetdségét, melyek soran egy vad faj értékes tulajdonsagokkal rendelkezo
genotipusaibdl célzottan lehet egy-egy adott kromoszomat izolalni, szekvenalni és
génallomanyat meghatarozni. Az Aegilops kromoszomak buza-Aegilops diszomas és
diteloszomas addicios vonalakbdl torténd izolalasa elére jelzi a kromoszoma-alapu genomikai
megkozelités idegenfajii introgresszids vonalakon torténd alkalmazasanak lehetdségét is az
atvitt értékes gének azonositasa érdekében.

Az izolalt Aegilops kromoszomak DNS-mintait a tovabbiakban felhasznaltuk olyan
strukturalis Osszehasonlitdé vizsgalatokhoz, melyek segitségével molekularis markereket
azonosithattunk az Aegilops kromoszoémakon. Ugyanakkor az is célunk volt e vizsgalatokkal,
hogy feltérképezziik az U és M genom kromoszémai €s a buza kromoszomak kozt fennalld
homeologiakapcsolatokat.

Strukturalis genomikai vizsgalataink elsé részében az izolalt kromoszomak DNS-mintait
mint templatot alkalmaztuk olyan PCR-reakcidkhoz, ahol a buza ortoléog gének alapjan
fejlesztett molekularis (COS) markereket Aegilops kromoszémakon azonositottuk, mely
egyben lehetéséget adott a buza-Aegilops homeoldgkapcsolatok vizsgalatara. Ezek a
vizsgalatok eldszor tartak fel a bluza és az Aegilops fajok M, illetve C genomjai kozti
kapcsolatokat, valamint nyujtottak szubkromoszomalis szintii betekintést arra vonatkozoan,
hogy az egyes kromoszomarégiok helyzete hogyan valtozott a buzahoz képest ezen fajok
evoluciodja soran. Kisérleteink a kovetkezd eredményeket hoztak:

6. A DAPI aramlasikariotipus-csiicsok altal reprezentalt kromoszomak DNS-mintainak és
buza-Aegilops addicidés vonalak segitségével 51 buizaspecifikus COS marker 169 lokuszat
azonositottuk az U és M genom diploid 6seinek, 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 buza COS markert azonositottunk. A buza és
az Aegilops U, M, S és C genomok kozti homeoldgiakapcsolatok COS markerekkel tortént
vizsgalataval kimutattuk, hogy az M genom kromoszomai szoros homoldgiat mutatnak a buza
D kromoszomaival, valamint az U genomban a buzahoz képest szamos atrendezédés tortént az
evolucido soran. Szintén kimutattuk, hogy az Ae. speltoides (mint a hexaploid biza B
genomjanak feltételezett Ose) kromoszomai mutattdk a legnagyobb homologiat a
buzakromoszomakkal. Az Ae. markgrafii esetében az 1C, 5C, 6C és 7C kromoszoéma jelentds
homologiat mutatott a megfeleld6 blza homeolég kromoszoémakkal, mig a
genomatrendezddések kovetkeztében a 2C homolog régiokat tartalmaz a buza 2-es, 3-as és 4-
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es kromoszomaival, a 3C a 3-as ¢és 7-es kromoszoémakkal, mig a 4C homolog a 4-es és 2-€S
kromoszomakkal.

Ezek a vizsgalatok nem tették Ilehetdvé az azonositott markerek Aegilops
kromoszomakon beliil elfoglalt sorrendjének meghatarozasat, és nem adtak pontos informéaciot
a buza- ¢és az Aegilops kromoszomak kozti kolinearitasrol. E kérdések azonban
megvalaszolhatok az U és M kromoszémak nagy felbontasu genetikai térképének segitségével,
ahol a térképezett markerek helyzetét a buzakromoszomakon megkeresve mar vizsgalhato a
buza-Aegilops szinténia. Az allotetraploid Ae. biuncialis két genotipusat (MvGB642 és
MvGB382) évek ota hasznaljuk keresztezési partnerként a buizaelénemesitési programokban,
igy e genotipusok keresztezésével eldallitott kétsziilos F2 populacio €s a segitségével elkészitett
Ae. biuncialis genetikai térkép kozvetleniil segitheti a buzaba torténd génatvitelt. Az Ae.
biuncialis faj esetében a populacio allélosszetételének megallapitasahoz els6ként hasznaltuk a
nagy ateresztOképességli, SNP detektalasra alkalmas GBS (genotyping-by-sequencing)
markerrendszer kozé tartozd DArTseq technologiat. A populdcido egyedeit az U és M
kromoszoma-specifikus DNS-mintakkal egyiitt genotipizalva az egyes markerkapcsoltsagi
csoportok konnyebben voltak hozzarendelhetdk a kromoszomakhoz. Vizsgalataink soran a
kovetkezo eredményeket értiik el:

8. Az allotetraploid Ae. biuncialis MvGB642 és MvGB382 genotipusanak keresztezésével
létrehoztunk egy 224 egyedbdl allo F2 szegregald populaciot, melynek segitségével 975 egyedi
lokuszon 11317 DArTseq markert térképezve elséként allitottuk el az Ae. biuncialis genetikai
térképét. A térképezett vazmarkerek hasonlosagi keresésével kimutattuk, hogy az M genom
kromoszémai nagymértékben kolinearisak a megfelel6 homeoldg csoportba tartozéd
buzakromoszomakkal, mig az U genom inter- és intrakromoszomalis transzlokaciok és
inverziok kovetkeztében jelentds mértékben atrendezodott a buzagenomokhoz képest.

Az éltalunk Iétrehozott genetikai térkép elészor szolgaltatott nagyobb felbontasban
informaciot az Ae. biuncialis U és M kromoszomai és a buzakromoszémak kozt fennalld
szinténikus kapcsolatokrol, mely egyben az elsd ilyen jellegli informacionak mindsiilt az
Aegilops fajok M kromoszémaira vonatkozéan is. Osszhangban a COS markerekkel kapott
eredményeinkkel, a térképezett markerek pozicidja alapjan kimutathato volt az M
kromoszémak nagymeértékii homoldgidja és kolinearitdsa a megfelelé buzakromoszomakkal.
Megerdsitést nyert az a korabbi, diploid fajra vonatkozo megfigyelés is, hogy az U genom
kromoszémai nagymértékben atrendezOdtek a buzahoz képest. Térképiink segitségével az
atrendezddésekben és inverziokban érintett régiok hatarait pontosabban meg tudtuk hatarozni,
mely a késobbiekben hasznos informacio lehet a génklonozasi és adott genomi régiokra
vonatkoz6 markerfejlesztési projektek soran. A munka tovabbi jelentdsége lehet, hogy az Ae.
biuncialis MvGB382 x MvGB642 F, populaciobodl létrehozott 166 Fe Ontermékenyitett
vonalbol allo6 RIL (Recombinant Inbreed Line) populacio segitségével a sziiléi genotipusok
kozt jelentésen eltérd tulajdonsdgokért (levélrozsda-rezisztencia, szarazsag- ¢€s sotlires,
gyokérstruktira, étkezésirost-tartalom) felelés gének és QTL régiok mar az Ae. biuncialis-ban
térképezhetok lesznek. A térképezett kromoszomarégiok ismeretében tovabbi markereket
fejleszthetiink azok nyomon kovetése érdekében, amivel az adott tulajdonsagokért felelds
gének hatékonyabban vihet6k at a buzaba. Mindezekhez azonban szekvenciaszinti
informaciokkal kell rendelkezniink az egyes Aegilops kromoszomak génosszetételérdl, a gének
allélvaltozatairol, melyek segitségével specialis markereket fejleszthetiink a génatviteli
folyamat eldsegitése céljabol.

Az Ae. umbellulata és Ae. comosa egyedi U és M kromoszomainak DNS-mintai lehetdséget
adtak e diploid genomok ‘shot-gun’ szekvenalasara wjgeneracios (Illumina) technologia
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segitségével. Az izolalt Aegilops kromoszomak szekvenalasanak eredményei a kovetkezok
voltak:

9. Az Ae. umbellulata és Ae. comosa kromoszéma-specifikus DNS-mintainak szekvenalasaval
elkészitettiik az U és M genom kromoszomainak de novo vazlatos genomdsszeillesztéseit. Az
Ae. umbellulata kromoszomain hasonlosagi keresés segitségével 25225 nagy megbizhatosaggal
rendelkez0 gént azonositottunk. A jelzett gének helyzete alapjan megvizsgalva az Ae.
umbellulata és a buza D genomjanak kromoszomai kozti homeologiakapcsolatokat, kimutattuk,
hogy az 1U, 2U ¢és 3U kromoszoma nagymértékben homolog a megfeleld
buzakromoszomakkal, a 4U kromoszoma egyes régioi homoldgiat mutatnak a biza 4D, 5D és
6D kromoszomajaval, valamint a buza 5D kromoszomajaval homoldg 5U kromoszoma a 4D
kromoszéma hosszii karjaval homeolég genomi fragmentet tartalmaz. A jelentdsen
atrendez6dott 6U kromoszéma homeolog régiokat tartalmaz az 1D, 2D, 4D, 6D és 7D
kromoszémaval. Végiil a 7U kromoszoéman szintén kimutathatd volt egy 3D kromoszomaval
homolog régié.

A vazlatos (draft) genomdosszeillesztések segitségével prediktalt gének alapjan a diploid U
genom kromoszomaira vonatkozd buza-Aegilops homeoldgiakapcsolatok nagyfokt egyezést
mutattak a tetraploid Ae. biuncialis-on térképezett DArTseq markerek alapjan kapott
Osszefiiggésekkel. Mindez lehetdséget teremt a késdbbiekben a diploid Ae. umbellulata és Ae.
comosa kromoszomak szekvencidinak sorba rendezésére a tetraploid Ae. biuncialis-ban
térképezett DArTseq markerek pozicidi alapjan. Az U és M kromoszoémak igy eldallitott
genomikai adatbazisai alapjaul szolgalhatnak a késébbiekben az Ae. biuncialis-ban térképezett
¢és a bizaba esetlegesen atvitt QTL régidk géndsszetételének meghatarozasahoz és az adott QTL
régiokra specifikus tovabbi markerek fejlesztéséhez.

Az U és M kromoszoémak szekvencidi azonban mar jelenleg is segithetik a fajkeresztezés
révén torténd géndtvitel folyamatat. Ennek igazoldsara munkank végsé fazisaban az izolalt
kromoszoémak szekvenciadsszeillesztéseit sikerrel alkalmaztuk génspecifikus molekularis
markerek fejlesztésére. Kiilonb6zé modszereket hasznalva tobb ezer PCR primerszekvenciat
terveztiink, melyekbdl 139 markert teszteltink az Aegilops U és M kromoszoémakat
reprezentald buza-Aegilops addiciés vonalakon. Harminckét kromoszoma-specifikus markert
kivalasztva megkezdtiilk egy markerkapcsolt szelekcids rendszer kialakitdsat, melyet egy
reprezentativ btiza x Ae. biuncialis elénemesitési populacion vizsgaltunk. A markerfejlesztéssel
kapcsolatos kisérleteink eredményei a kovetkezokben foglalhatok dssze:

10. Az Ae. umbellulata és Ae. comosa kromoszomainak genomdsszeillesztéseit felhasznalva
217, PCR segitségével validalt polimorf génalapti molekularis markert fejlesztettiink, melyek
meghataroztuk. Egy 0j markerkapcsolt szelekcios rendszer alapjaként harminckét markert
hasznaltunk fel az U és M kromoszomak nyomon kovetésére az Ae. biuncialis-bol torténd
fajkeresztezéses génatviteli programokban.

Fejlesztett markereink az esetek nagy részében megbizhatoan jelezték a populacidban
jelenlévé Aegilops kromoszomakat és néhany esetben lehetové tették a buza-Aegilops
intergenomikus atrendezédések pontosabb azonositasat is. Tapasztalataink szerint a genomi in
situ hibridizaci6 és a molekularis markerekre alapozott szelekcid egyiittesen nagy
hatékonysaggal biztositja az Aegilops kromoszoémak nyomonkévetését buzakromoszoéma
hattérben is a fajidegen génatviteli programokban.

A t6bb éves keresztezési munka soran szamos buza-Aegilops addicios és transzlokacios
vonalat llitottunk eld, e vonalak egy része PhD hallgatoim dolgozatdban megtalalhatok (ezeket
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a dolgozatban részletesen nem ismertettem). Ezeken kiviil tovabbi 1j alapanyagokat is
létrehoztunk a buzaval tortént visszakeresztezések és Ontermékenyités soran, melyek
eredményei a kovetkezok:

11. Az Mv9krl x Ae. biuncialis MvGB642 amfiploidok buzaval végzett visszakeresztezésével,
majd Ontermékenyitésével egy 4U kromoszomat hordozod buza/Ae. biuncialis diszoémas
addicids vonalat, valamint egy 4M(4D) és SM(5D) diszomas szubsztiticios vonalat allitottunk
el6, melyekben a kromoszomakat FISH-sel, GISH-sel és molekularis markerekkel
azonositottuk.

12. A létrehozott Mv9krl x Ae. biuncialis MvGB642 amfiploidok Mv9kr1 buzatorzzsel végzett
visszakeresztezésébol 10 buza-Ae. biuncialis transzlokaciot mutattunk ki, melyek koziil 6
transzlokaciot diszomas allapotban is sikeriilt eldallitani. A transzlokacios kromoszomakat
(TADS.4DL-M, T5DS.5DL-M, TSMS.5ML-2DL, T1US.2BL, T2DS.2DL-2U és T1DL.1DS-
4U) egymast koveté GISH és FISH technikaval, és esectenként molekularis markerekkel
azonositottuk.

A létrehozott vonalak felszaporitdsa és agrondmiai értékelése a jovoben varhato.
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