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1. BEVEZETES

A kenyérbuza (Triticum aestivum L., 2n=6x=42; BBAADD) a vilag egyik legfontosabb
gabonandvénye, a rizs utan a masodik legfontosabb ¢lelmiszernévényiink (Giraldo et al., 2019).
Termdteriilete vilagszinten mintegy 220 milli6 hektéar, melyrdl tobb, mint 700 milli6 tonna termést
takaritanak be évente (FAOSTAT, 2020). Magyarorszagon kozel 1,1 millié hektaron termesztik,
¢és atlagosan évi 5 millio tonna termést aratnak le (KSH, 2018). Tapanyag szempontjabol a napi
fehérje-, és kaloriafogyasztasunk kb. 20%-at fedezi. Becslések szerint a Fold népessége 2050-re
elérheti a 9 milliard 6t (FAO, 2009). Ennek megfelelden az atlagos éves termésmennyiség
novekedését 1%-rdl legalabb 1,6%-ra sziikséges novelni (Giraldo et al., 2019). Mig az 1900 -1960-
as évek kozott ez a novekedés megoldhato volt a termdteriilet novelésével, az 1960-as évektdl a
termésatlag novekedését kell fokoznunk, jobb termdéképességli buzafajtak eldallitasaval (Pepo €s
Sarvari, 2011). A csokkend fajlagos (egy fore esd) szantoteriilet mellett az egyre gyakoribb és
erdteljesebb abiotikus és biotikus stresszek is nehezithetik a termésmennyiség novekedésének
fenntartdsat. Ennek megfeleléen a buzanemesités feladata olyan buzafajtak eldallitasa, melyek
nem csak a magasabb terméshozamot tudjdk biztositani, de kiemelkedd abiotikus €s biotikus
stressz-toleranciaval, és -rezisztenciaval rendelkeznek. Az ellenalld képesség novelésének egyik
lehetséges modja a rokon vad fajok genetikai potencialjanak felhasznaldsa a nemesitési folyamat
soran. E rokon fajok szamos agrondmiailag hasznos tulajdonsag esetében 1j alléleket,
génvaltozatokat hordozhatnak, melyek faj- és nemzetségkeresztezések révén atvihetok a
termesztett buza genomjaba (Hoffmann, 2011).

A kiilonb6z6 tarackbuzafajok (Thinopyrum, Agropyron, Pseudoroegneria nemzetségbe
tartozo fajok) rendkiviil ellenalloak a kornyezeti viszonyokkal (szarazsag, ho, hideg, s0), és a
betegségekkel (levél-, szarrozsda, lisztharmat) szemben is (Wang, 2011). Az iranyitott génatvitel
hatékonysaga nagyban fiigg a két faj kozotti genetikai tavolsagtol, illetve a buza és az idegen
kromoszéma homeolodgiai viszonyatol. Napjainkig szamos genetikai alapanyagot allitottak mar
eld, melynek soran hasznos géneket sikeriilt beépiteni a kenyérbliza genomjaba, azonban a
fajidegen génatvitel folyamata még hatékonyabba teheté a tarackbuzafajok kromoszémainak
azonositasara alkalmas fluoreszcens in situ hibridizacidos (FISH) kariotipusok kidolgozasaval
valamint a nagyobb populdciok vizsgalatira is alkalmas kromoszéma specifikus molekuléris
markerek eléallitasaval.

Az idegenfaju keresztezésekkel torténd génatvitel végsd célja olyan introgresszids vonalak
eldallitasa, melyek stabilan 6roklddnek, és amelyek a vad fajbol azt a lehetd legkisebb

kromoszéma szegmentumot tartalmazzak, melyek az agronémiailag hasznos géneket hordozzak.
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A keresztezési folyamat elsé 1€pésében egy Fi hibrid novény keletkezik, amely egy példanyban
tartalmazza az 9sszes anyai €s apai kromoszomat. A meidzis soran a nem homolog kromoszémak
parosodasa kis valosziniiséggel kovetkezik be, ami az univalensek torését, vagy a kromoszomak
egyenlOtlen megoszlasat eredményezi a létrejovo ivarsejtekben, igy az Fi hibrid ndvények
altalaban sterilek. Az F; hibridek kolhicin kezelésével a kromoszomaszdmuk megduplazhato,
melynek révén amfiploid ndvény hozhat6 1étre, amelyben mindkét faj kromoszoémai 2-2 kdpidban
van jelen, ami a fertilitas részleges helyreallasat eredményezi. Az amfiploidok fenntarthatok, a
benniik 1év6 idegen genom agrondmiai tulajdonsagai jol vizsgalhatok, és felhasznalhatok addicios,
szubsztiticids vagy transzlokacids vonalak létrehozasara (Belea, 1986). A keresztezési 1épések
soran fontos az idegen kromatin kimutatdsa az egyes generaciokban, amely molekularis
citogenetikai modszerekkel, ill. molekuléris genetikai markerek alkalmazaséaval valosithatd meg.
A genomi in situ hibridizacié (GISH) esetében a teljes sziiléi genomi DNS-t probaként
felhasznalva vizualisan kimutathat6 az idegen kromatin jelenléte az adott novényegyedben, mig a
repetitiv DNS probakkal végzett fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH) eredményeként az egyedi
kromoszoémakon specifikus hibridizacidos mintazat jelenik meg, ami alkalmas lehet az idegen
kromoszomak, illetve a transzlokacioban résztvevo buza €s idegen kromoszoma szegmentumok
azonositasra. Molekularis markerek alkalmazasaval a buzanemesités folyamata gyorsithato, mivel
a citogenetikai modszerekhez képest nagyobb szdmu vonal vizsgalata kivitelezhetd, masrészt a
megfeleld kromoszoma-, kromoszémaszakasz specifikus markerek alkalmazéasaval az utédok

szelekcidja gyorsithato, egyszertisitheto.

1.1. Célkitizések

A tarackbuzafajok a buza harmadlagos génforrdsaként szamos agrondémiailag elényds
tulajdonsagot hordoznak, amelyek felhasznéalasa a buzanemesitésben a kutatisaink tavlati célja.

Ennek érdekében a kovetkezo célokat tuztuk ki:

e Molekularis citogenetikai modszerek optimalizalasa a tarackbuzafajokra. A buza
genomban torténd azonositashoz sziikséges GISH, illetve a tarackbtiza kromoszdémak
egyedi azonositasdhoz sziikséges FISH moddszerek optimalizalasa, megfeleld
hibridizacids probak azonositasa.

e Harom diploid faj (4. cristatum, Th. bessarabicum, Ps. spicata,) részletes FISH alapu
kariotipusanak elkészitése, illetve az emlitett fajok eltérd foldrajzi szarmazéasa

vonalainak FISH polimorfizmuséanak vizsgélata.
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Az A. cristatum, a Th. bessarabicum, a Th. elongatum, és a Ps. spicata fajok eltérd
foldrajzi szadrmazasti vonalainak és a buza rokonsagi viszonyainak vizsgalata
molekularis markerek alkalmazasaval, illetve genomspecifikus markerek azonositasa.
A Th. elongatum egyedi kromoszémainak kimutatasara alkalmas molekularis markerek
azonositasa buza-Th. elongatum diszoémas, illetve diteloszémas addicios vonalak COS
markerekkel torténd vizsgéalataval. E markerek hasznalata nagymértékben eldsegitheti
a nemesitési alapanyagok vizsgalatat.

A buza és a Th. elongatum kromoszoéma kozt fennalld homeoldg kapcsolatok
feltérképezése.

Uj agrondmiailag hasznos tulajdonsagokkal rendelkezé buza-elénemesitési
alapanyagok eldallitasa, amelyek az A. cristatum vagy a Th. elongatum tarackbuzafajok

kromoszomait, vagy kromoszéma szegmentumait hordozzak.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A termesztett bliza evolicioja és génforrasai

A Triticeae nemzetségcsoportba tartoz6 fajok alapkromoszéma-szdma n=x=7 (Sakamura,
1918), amelyek ploidszintjiik alapjan lehetnek diploidok (2n=2x=14), tetraploidok (2n=4x=28),
hexaploidok (2n=6x=42), oktoploidok (2n=8x=56), vagy akar dekaploidok (2n=10x=70). Az ebbe
a nemzetségbe sorolhat6 fajok 1-3 millié évvel ezelott egy kozds 6sbdl alakultak ki. A hexaploid
buza (Triticum aestivum L.) harom par homeoldg kromoszomaszerelvénye (BBAADD) a Triticum
¢s az Aegilops nemzetség diploid fajai kdzti spontan hibridizaci6é eredménye (Kihara, 1924). A ’B’
genom vad 6se valoszintileg az Aegilops speltoides Tausch. (2n=2x=14, SS) lehetett, mig az A’
genom¢é a vad, diploid Triticum urartu Tumanian ex Gandilyan (2n=2x=14, A"A"). Az igy létrejott
tetraploid vad tonke 7. turgidum subsp. dicoccoides Korm. ex Asch & Graebn (2n=4x=28,
BBA"A"Y), melynek domesztikalt valtozata a késdbbiekben egy jabb spontan hibridizacidval az
Aegilops tauschii Coss. (2n=2x=14, DD) fajjal keresztezddhetett, amelynek eredményeképpen
alakult ki a hexaploid buza (1. 4bra).

A genome lineage B genome lineage
s/ o \ 2T\ ST\
o | AAW ! | SS |ss*y ¢
2 ! ] I,
© \ N - / N - N |
Triticum Tnncum Aegilops Aegilops Aegilops
monococcum urartu speltoides sharonensis tauschii

° ©

AABB + o
e \\ ;/ 8
— o
3 v

Trmcum !urgldum ——
% / \\ S
- ; S
- \\Ta“ Ta® + o
<
3 , }/ o
P / v
X =
Triticum aestivum A\

1. abra A hexaploid buza kialakulasa (IWGSC), 2014)

A termesztett bliza terméshozamanak novelése érdekében kiemelkedd abiotikus és biotikus
stresszrezisztenciaval rendelkez0 buzafajtakat célszerli nemesiteni. A rokon vad fajok szamos
agrondmiailag hasznos gént tartalmaznak, amelyeket faj-, és nemzetségkeresztezés révén lehet a

bluza genomjaba atvinni. A géndatvitel hatékonysaga nagyban fiigg a két faj kozotti genetikai
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tavolsagtol. A blza rokon fajait genomosszetételiik alapjan elsédleges, masodlagos, illetve

harmadlagos génforrasok koz¢é sorolhatjuk (2. abra), (Friebe et al., 1996).

A kenyérbiza
(BBAADD) génforrasai

- | N
/ Elsédleges \ Masodlagos / Harmadlagos \
génforrasok génforrasok génforrasok
(Teljes homoldgia) (Részleges homoldgia) (Homeoldgia)
o T aestivumssp. o T timopheevii (GGAAY) o Secale fajok (RR)
spelta (BBAADD) o T. zhukovsky (GGATA o Hordeum fajok (HH)
o T turgidum ssp. AmA™) o Agropyron fajok (PP)
durum (BBAA) o Ae. speltoides (S5=BB) o Thinopyrum fajok (pl. :
o T urartu (A"AY) EE, JJ, sth.)
o Ae. tauschii (DD) o Aegilops fajok (pl.: UU,
o T. monococcum k MM, stb.) /
(AmA™)

o o

2. abra A hexaploid buza génforrasainak csoportositasa, illetve néhany példa az adott
csoportokra (Friebe et al., 1996)

Az elsédleges génforrasok a buzaval homolog genomot tartalmazo fajok, ide sorolandok a
bliza tajfajtak, termesztett és vad alfajai (pl.: 7. aestivum subsp. spelta, T. turgidum subsp. durum,
T. turgidum subsp. dicoccoides), illetve a buza A és D genomjanak donorjai, a 7. urartu és az Ae.
tauschii. A hexaploid fajokkal torténd keresztezés soran fertilis utodok keletkeznek, a tetraploid
¢s diploid fajokkal torténd keresztezés soran bizonyos esetekben sziikséges a keresztezés utani
embriomentés Fi hibrid eldallitasa céljabol. A génatvitel a homolog kromoszémaparosodas soran
kialakulé rekombinacidkon keresztiil torténhet. Az igy létrejott utdéd genomja sorozatos
visszakeresztezések és szelekciok altal stabilizalhato.

Sargarozsdaval szemben ellenalld tetraploid durumbuza és fogékony hexaploid buza
keresztezése soran sikerrel vitték at a 2B hosszu karjara térképezett, rezisztenciat okozo Yr53 gént
(Xu et al., 2013). A diploid génforrasokkal vald keresztezés soran sziikség lehet kiillonbdzo
biotechnologiai modszerek alkalmazdsara, mint pl. az endospermium nem megfeleld fejlodése
miatti embriomentésre és N6D vagy BS5 taptalajon torténd novény regeneraciora (Dudits és
Heszky, 2014).

Az Ae. tauschii (syn.: Ae. squarrosa, DD) és a T. aestivum D genomja teljes homologiat
mutatnak egymadssal, mégis Gill és Raupp (1987) keresztezéseik soran csak minimal taptalajra
torténd embridomentés alkalmazéasaval kaptak Fi szemeket. A keresztezés iranyat tekintve,

amennyiben az Ae. squarrosa volt az anya, kb. 90%-os szemkdtést tapasztaltak, 4m nagyon magas
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volt a késébbi abortalodas mértéke, ezért mar 10-12 nappal a keresztezés utan sziikséges volt az
embriomentés. Ha a T. aestivum volt az anya, alacsony volt ugyan a szemkotés, de kisebb volt az
abortalddas mértéke, és elegendd volt a 20. napon elvégezni az embridmentést.

Innes és Kerber (1994) Ae. tauschii szar-, és levélrozsda- rezisztenciagének buizaba torténd
atvitele soran hasonlitottak 6ssze harom moddszert. A kozvetlen keresztezést a hexaploid buzaval
joval id6-, és munkaigényesebbnek tapasztaltak - és sziikséges volt az embridmentés -, szemben a
szintetikus buza, illetve a kozvetett szintetikus buza eldallitasaval.

A masodlagos génforrasok koz¢ azok a fajok tartoznak, amelyeknek legalabb egy genomja
homolog a buzaéval (2. dbra). Ide tartoznak egyes poliploid 7riticum fajok, amelyek A genomot,
vagy a B genommal k6zel homoldg genomot tartalmaznak, mint pl. 7. timopheevii (GGA'A"), és a
T. zhukovsky (GGA'A'A™A™). Ezenkiviil ebbe a csoportba tartoznak a hexaploid biuza B
genomjaval hasonldsagot mutato, S genommal rendelkezd Aegilops fajok (pl. Ae. speltoides, Ae.
sharonensis, Ae. longissima). E fajok esetében a génatvitel homolog rekombindcioval mehet
végbe, amennyiben a célgén homoldg kromoszéman helyezkedik el. Interspecifikus keresztezések
utan az endospermium nem megfeleld kialakuldsa miatt sziikség lehet embriomentésre. Farshadfar
et al. (1994) T. timopheevii, illetve T. araraticum hexaploid buzaval torténd keresztezések soran
Osszehasonlitottak a sikeres szemképzodést embriomentéssel €s embriomentés nélkiili esetekben.
Az embriomentéssel tobb szemet kaptak, de a kiilonbség nem volt szignifikans.

Szamos rezisztenciagént sikeresen vittek at buzaba a T. timopheevii (pl. Sr36, Pm6, Lrl8),
illetve az Ae. speltoides (pl. Lr28, Sr32, Pml2) fajokbdl (Friebe et al., 1996). Meidzisban végzett
kromoszomaparosodasok vizsgalata soran kideriilt, hogy a biza A genomja a T. timopheevii A'
genomjaval kb. 70%-0s, mig a buza B genomja a 7. timopheevii G genomjaval kb. 30%-os
aranyban képez Dbivalenseket (Feldman, 1966a). Masodlagos génforrasokkal valo
keresztezésekben gyakran tapasztalhatd, hogy a sikeresen fejlodott Fi szemekbdl szarmazod
hibridek altaldban himsterilek. A fertilitds visszaallitdsa torténhet az F; hibridekbdl
kolhicinkezeléssel amfiploid ndvényeket 1étrehozva, vagy az Fi utddok sziiléi buzavonallal torténd
visszakeresztezésével. A masodlagos génforrdst a phlb mutins buzavonallal keresztezve
magasabb szamu bivalens képzddés tapasztalhatd, és nagyobb aranyban lesznek az utddok
fertilisek (Bai et al., 1998; Brwon-Guedira et al., 2006).

A harmadlagos génforrasok koz¢é a buzaval homeoldg genomot tartalmazod, tavolabbi
rokonséagban 4ll6 fajok tartoznak, mint pl. kiilonb6z6 Agropyron, Secale, Hordeum és Aegilops
fajok (2. abra). Ezekkel a fajokkal torténd génatvitel csak specialis technikak (pl.: ionizald
sugarzas, kémiai mutagének, szovettenyésztés) alkalmazéasaval lehetséges. A létrehozott embriok

mesterséges felnevelésére szinte minden esetben sziikség van, mivel a hibrid szemekben altaldban
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nem fejlédik taplaloszovet, azaz endospermium. A nagy valoszinliséggel steril hibridnovények
fertilitdsanak helyredllitdsahoz sok esetben sziikség lehet a novények kolhicinkezelésére. A
termesztett blUza harmadlagos génforrasai kozé tartozd fajok szdmos rezisztenciagént
hordozhatnak, igy a buzanemesitésbe torténd bevonasuk és sikeres felhasznalasuk egyre nagyobb

szerepet kap (Jiang et al., 1994).

2.2. A kenyérbuza genetikai diverzitasanak novelése idegenfaju keresztezések
segitségével

A kenyérbuza rokon fajai szamos hasznos gént tartalmaznak, amelyek a blzanemesités
szdmara fontosak lehetnek. E kedvezd tulajdonsagokért felelds gének atvitele a buza genomjaba
idegenfaju keresztezések révén faj- és nemzetséghibridek 1étrehozasaval torténhet. Az idegenfaju
génatvitel elsd Iépése a buza és egy idegen faj keresztezésébol keletkezd Fi hibrid. A buzaval rokon
fajok nagy része keresztezhetd ivaros uton a btizaval, az F; hibrid eldallitasanak sikeressége a
keresztezéshez hasznalt buza genotipusatdl nagymértékben fiigg (Belea, 1986). Az elsd ilyen céllal
végzett keresztezéseket buza-Agropyron és buza-rozs kozott Wilson hajtotta végre 1876-ban
(Molnar-Lang, 2006). A buza-rozs kozotti keresztezések egyik nagy eredménye a tritikalé, amely
az egyik elsO szintetikus ndvényfaj, melyet Magyarorszagon is mar tobb mint 100000 hektaron
termesztenek (Kiss, 1968).

Szintén a rozzsal végzett keresztezésekbdl szarmazik az 1RS.1BL buza-rozs transzlokacio,
mely tobb rezisztenciagént is hordoz (Sr31, Lr26, Yr9, PmS), és kimutathatd a vilag tobb szaz
buzafajtajaban (Bedo et al., 1993; Koszegi et al., 2000; Purnhauser et al., 2011). A buza-Agropyron
keresztezések egyik kiemelkedd eredménye az Lri9 levélrozsda-rezisztenciagén atvitele az
Agropyron elongatumbdl (2n=10x=70, mai nevén Th. ponticum) a buzaba (Friebe et al., 1996;
Molnar-Lang, 2006). Az idegenfaju keresztezések soran a cél az idegen kromoszoéma lehetd
legkisebb, mar csak a hasznos tulajdonsageért felelos kromoszdémaszakasz atvitele a bizaba. Ennek
érdekében leggyakrabban a sziil6i fajok hagyomanyos keresztezése utan amfiploidot allitanak eld,
amelybdl addicios, szubsztitcios illetve transzlokacios vonalakat valogathatnak ki. E folyamat
minél hatékonyabba tételéhez sziikséges a vad fajok genomjanak részletes ismerete (Jiang et al.,
1994).

A fajok kozotti keresztezhetOséget a kornyezeti tényezdk (paratartalom, homérséklet,
megvilagitas) és a fajok genotipusa is nagyban befolyasolja (Belea, 1986). A kornyezeti tényezok
klimakamrak hasznélataval jol szabalyozhatok. A partnerek keresztezhetdsége nagy genetikai
valtozatossagot mutat, buzdban legalabb négy keresztezhetOségért felelds gént (Kr gének)

azonositottak (Farshadfar et al., 1994). Legnagyobb hatasa az 5B kromoszoma hosszu karjara
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térképezett Krl génnek van, melynek dominans allélja csokkenti a keresztezhetdséget (Riley és
Chapman, 1967). A Chinese Spring fajtdban azonositott kr/ recessziv gént sikeresen atvitték az
Mv9 martonvasari 6szibliza-fajtdba, igy létrehozva az Mv9krl buzavonalat, mely agrondomiai
tulajdonsagait tekintve a buzanemesités szempontjabol elonydsebb genotipus (Molnar-Lang et al.,
1996).

Az Fi hibridek meidzisa soran az anyai és apai eredetli kromoszoémak nem parosodnak,
univalensként jelennek meg, igy az Fi hibridek &ltaldban sterilek lesznek, a fertilitas
visszaallitasara a leggyakrabban alkalmazott modszer a kolhicinkezelés (Belea, 1986). A kolhicin
az 0szi kikericsbdl izolalt alkaloid vegyiilet, amely a tubulin monomerekhez kapcsolodva gatolja
a magorsok ¢és mikrotubulusok kialakulasat (Blakeslee és Avery, 1937). A kolhicin hatasara a
mitdzis metafazisdban ledll a sejtosztddas, igy a ndovények kromoszoémaszama megkettdzhetd,
aminek hatasara a meidzisban a homolog kromoszomak képesek bivalenseket alkotni és fertilisek
lesznek. Az igy kapott un. amfiploidok agronomiai értéke alacsony, azonban génatviteli
munkakban és szintetikus hexaploid buzafajtak eldallitasaban rendkiviil hasznosak (Mujeeb-Kazi
¢és Rajaram, 2002).

A buza allohexaploid jellege miatt jol tiiri a kromoszoma szerkezeti valtozasokat, igy az idegen
kromoszomak sikeresen atvihetok a genomjaba. Az amfiploidok buzaval torténd sorozatos
visszakeresztezése soran az idegen kromoszomak elimindlodnak és néhany generacid utan
kivalogathatoak a csak egy idegen kromoszomat tartalmazé monoszémas addiciés vonalak,
amelyek ontermékenyitésével stabil diszémas addicios vonalak allithatok eld. Ezzel a modszerrel
az 0sszes idegen kromoszomat képviseld addicios sorozatot el lehet allitani (O’mara, 1940). Az
addicios vonalak segitségével egyrészt hasznos gének is bevihetdk a buza genomjaba, masrészt a
bevitt idegen kromoszéma hatasa részletesen tanulmanyozhatd, a génjeinek kifejezddése jol
vizsgéalhato (Dvorak és Sosulski, 1974; Molnar et al., 2007). Martonvasaron szamos addicids
vonalat allitottak el buza hattérben pl. Aegilops (Schneider et al., 2005), rozs (Molnar-Lang,
2006) és arpa (Linc és Molnar-Lang, 2003) kromoszdmak beépitésével.

A bulza-idegenfajii szubsztitlicidos vonalak esetében a buza kromoszomai kozil egy
(monoszomas) vagy egy par (diszomas) idegen fajbol szarmazé kromoszdémaval van helyettesitve.
Eldallitasuk egy monoszémas blza ¢s egy diszomas addicidés vonal keresztezésével, majd az
utodok szelekcigjaval torténik. A szubsztitucios vonalaknak euploid (2n=42) kromoszémaszamuk
van, igy genetikailag altalaban stabilak, fenntartasuk és nagyléptékii felszaporitasuk is konnyebben
megvalodsithatd, mint az addicids vonalak esetében. A szubsztitiiciés vonalak segitségével jol
vizsgéalhatoak az idegen és a blza kromoszémak kozotti homeologiai viszonyok (Islam és

Shepherd, 1992). Az idegen kromoszoéma hatdsa mind az addicids, mind a szubsztitiicios
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vonalakban jol vizsgéalhato kiilonb6z6 agrondmiai és fenotipusos paraméterekben (Dvorak ¢€s
Sosulski, 1974; Molnar et al., 2007). Az addiciés és szubsztiticidos vonalak ezenkiviil
felhasznalhatok a hasznos gének kromoszomalis térképezésére (Jones et al., 1991), illetve célzott
génatvitelre, transzlokacios vonalak eldallitasara (Molnar-Lang, 2006; Sutka, 2004). Az addicios
€s szubsztitiicidés vonalak elénemesitési ndvényanyagnak szamitanak, melyek felhasznaldsaval
allitanak elo transzlokacids vonalakat, amit késobb a nemesités is tud alkalmazni.

A transzlokaciés vonalak eléallitdisanak modszerei koziil a homeoldg parosodas, illetve a
random kromoszomatorések indukalasa a leggyakrabban alkalmazott modszer (Gale és Miller,
1987, Sears, 1972). A homeoldg kromoszémak kozotti rekombinacid eredményeként kompenzald
transzlokaciok johetnek létre, hiszen az idegen kromoszoémaszegmentum kompenzélni tudja a
kies6 buizakromoszomat, mivel a homeoldg kromoszoémak génsorrendje altalaban hasonlo. A buza
A, B és D kromoszomak kozott egy genetikai rendszer hatdsara mégsem johet 1étre homeolog
parosodas, a buza esetén a meiozis diploidszert (amfidiploid) marad. E rendszerben a legnagyobb
hatasa az 5B kromoszoma hosszl karjara térképezett Phl (Pairing homoeologous 1) 16kusznak
van, ez gatolja a legerdsebben a homeoldg parosodast (Riley és Chapman, 1958). Ezenkiviil
térképeztek egy kozepes erdsségli szupresszor hatast 16kuszt, a Ph2-t a 3D kromoszoma révid
karjara (Mello-Sampayo, 1971), illetve tobb kisebb hatdsu lokuszt a 3A és a 4D kromoszomara is
(Sears, 1976). A Phl gén hianyaban nagyobb mértékli buza-rozs kromoszoémaparosodast
tapasztaltak, mint a Ph2 hianyaban (Benavente et al., 1998). A Ph rendszer gétldsa eldsegitheti a
az idegenfaju transzlokaciok létrehozéasat. A homeoldg parosodas indukalasa érdekében az
idegenfaji keresztezések esetén egyrészt hasznalhatok phlb mutans vonalak (Wall et al., 1971),
illetve 5B kromoszoémara nulliszom vagy monoszdém vonalak (Feldman, 1966b).

A delécios mutansok alkalmazésa, amelyek csak a Phl lokuszt nem tartalmazzak altalaban
eldnyosebbek, mint az 5B nulliszomas vonalak. A legelterjedtebb ilyen mutans buzavonal a
CSphlb mutéans (Sears, 1977). Kibirige-Sebunya és Knott (1983) szarrozsda-rezisztencia atvitele
soran Osszehasonlitottdk a phlb mutdns vonal és 5B nulliszom vonal hatasat Agropyron
elongatummal torténd keresztezésben. A kromoszomak parosodasat tekintve hasonld
eredményeket kaptak, azonban a phl/b mutans vonallal torténd keresztezések esetében kisebb
mérték sterilitast tapasztaltak. Egyes fajok pl. Ae. speltoides esetében a Ph gének jelenléte mellett
is sikeres lehet a homeolog parosodas a buza és az idegen kromoszémak kdzott (Chen et al., 1994;
King et al., 2017), mert ezek a fajok a buza Ph génjeivel episztatikus tin. PA’ (Ph inhibitor) géneket
hordoznak.

A homeolog transzlokaciok kompenzald tulajdonsagaval szemben a mesterségesen indukalt

kromoszématorések (sugdrzas, kémiai mutagén, szOvettenyésztés) random jonnek Iétre a
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genomban, ezért nem kompenzald tipusuak. Nagy elonylik azonban, hogy kis
kromoszémaszakaszok is atvihetdk a btizdba, kromoszéman beliili (intersticidlis) transzlokaciok
is létrehozhatdk, és a transzlokaciok Ilétrejottét nem befolydsolja a buza és az idegen faj
kromoszomai kozotti parosodasi gyakorisag (Molnar-Lang, 2006; Sears, 1956). A random
kromoszomatorések soran a nem kompenzald tipusu transzlokaciok sok esetben életképtelen
szemeket eredményeznek (Wulff és Moscou, 2014). Sugarzéssal sikeriilt azonban tébbek kozott
az Sr26 széarrozsda és az Lrl9 levélrozsda génjét is atvinni Agropyron elongatum-bol a blza
genomjaba (Friebe et al., 1994; Knott, 1987; Sharma ¢és Knott, 1966).

A random kromoszomatorés egy specialis esete az un. gametocid kromoszomakkal torténd
keresztezés. Endo (1990) Aegilops fajokkal torténd keresztezések soran tapasztalta bizonyos
Aegilops kromoszémak mutagenizalo hatasat. Ezeket a kromoszomakat tartalmazd gamétak az
interspecifikus keresztezések soran nagyobb valdszintiséggel jutnak at a kovetkezd generaciokba,
mint a tobbi. Az ilyen kromoszémak un. gametocid (Gc) gén(eke)t hordoznak, amelyeket tobb
Aegilops fajban is azonositottak mar (Endo, 1990, 2007), illetve egyes Agropyron fajok is
tartalmazhatnak (Kibirige-Sebunya ¢és Knott, 1983). A Gc gének a gametogenezis soran mutéciot,
kromoszomatoréseket okoznak azokban a gamétakban, amelyek nem tartalmazzak a Ge géneket.
A Gc gének kozil az Aegilops cylindrica 2C és 3C gametocid kromoszémajat széles korben
hasznaljak transzlokacidk eldallitasara, pl. buza-arpa (Endo és Gill, 1996; Shi és Endo, 1999),
valamint buza-rozs (Friebe et al., 2000) kozott.

A transzlokacidos vonalak eldallitasa  torténhet addiciés  vonalakbdl — indukalt
kromoszomatoréssel vagy szubsztitucids vonalakbol hagyomdnyos keresztezéssel homeolog
rekombinacidval. Mindkét folyamat akar évtizedekig is eltarthat (Hoffmann, 2011), ezzel szemben
bizonyos modszerekkel rovidithetd ez a folyamat. King et al. (2017) a Phl gént szupresszalo
Amblyopyrum muticum (Ae. mutica) ndvényt hasznaltdk keresztezéseik soran. Az Am. muticum
buzaval torténd keresztezése eredményeként kapott Fi hibridet buzaval visszakeresztezve mar a
BC; generacidban tudtak azonositani rekombinaciokat. Nagyszdmu keresztezés és nagy
ateresztOképességli SNP array modszerrel vizsgalva a BC; generacidig osszesen 218 introgressziot

azonositottak.

2.3. A tarackbuzafajok altalanos ismertetése és felhasznalasa a buzanemesitésben

A tarackbuzafajok a termesztett bliza harmadlagos génforrasai kozé tartoznak (2. abra),
morfoldgiailag és genetikailag is nagyon valtozatosak, tobb mint kétszaz fajt sorolhatunk ebbe a
csoportba. A fajok nagy része Eurazsia teriiletén 6shonos, de megtalalhatoak Eszak-Amerikaban
is, néhany faj elterjedt Dél-Amerikaban, Uj-Zélandon, Ausztralidban és Afrikaban is (Wang,
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2011). Agronomiailag igen hasznos novények, szamos abiotikus és biotikus stresszel szemben
ellenallok. Hideg-, s6- és szarazsagtiirésiik kiemelkedd (Colmer et al., 2006; Fedak, 1985; Omielan
et al., 1991; Schulz-Schaeffer ¢s Haller, 1987), ellenallok a sarga-, levél-, és szarrozsdaval, illetve
tobb virussal (pl.: kalaszfuzarium, btiza csikos mozaik virus, arpa sarga torpeség virus) szemben
is (Fedak, és Han, 2005; Friebe et al., 1996; Jiang, et al., 1993). Takarmanyndvénynek is gyakran
felhasznaljak, illetve éveld életformdjuk miatt talajfogd, vizvalasztd novényeknek is alkalmasak
(Wang, 2011).

A tarackbuzafajok taxondmiai rendszerezése €s felosztadsa a mai napig nem egységes. Ennek
egyik lehetséges oka a molekularis bioldgia folyamatos fejlédése €s kiillonb6z6 modszereinek
alkalmazéasa, amelyekkel sokkal pontosabban vizsgalhatok az egyes fajok kozott fennalld
genetikai kapcsolatok. Ez kordbban pusztan csak morfologiai vizsgalatok alapjan tortént. Az elsé
megjelent rendszertani besorolasok alapjan minden éveld fiféle, amelynek minden virdgzatan
noduszonként 1 kalaszka talalhat6, az Agropyron genust alkotta, azonban ez egy meglehetdsen
nagy ¢és polimorf csoportot alkotott (Gaertner, 1770). Bentham (1881) osztotta fel elsdnek az
Agropyron genust morfoldgiai vizsgéalatok alapjan két nagyobb csoportra, majd Nevski (1933)
citologiai vizsgalatok alapjan a genust 4 alcsoportra tagolta: Agropyron, Roegneria, Antosachne
és Eremopyrum. Az Agropyron genuson beliil két alcsoportot kiillonbdztetett meg: a nagyobb
Elytrigia és a kisebb Eu-Agropyrum csoportokat (Schulz-Schaeffer és Jurasits, 1962).

Dewey (1984) javaslatiara, az egyes fajok kozotti genetikai viszonyok, illetve a fajok
morfologiai tulajdonsagai alapjan mar csak szigortan a P genomot tartalmazo ,.taréjos buzafii” -
fajok tartoznak az Agropyron genusba. A kordbban Agropyron spicatum (Pursch) Schribner &
Smith elnevezésii, és az ehhez hasonld fajok (bluebunch vagyis ,kékcsomos™ tarackbiizak),
amelyek St genomot tartalmaznak, a Pseudoroegneria genusba soroltadk. A magas és kozepes
tarackbuzafajok a Thinopyrum genust alkotjak. Ezek a fajok J, E, illetve egyes esetekben St
genomot tartalmaznak. A , karcsu tarackbuzak”, korabban A. trachycaulum (Link) Malte ex. H.F.
Lewis, ¢és rokonai, mas vad rozsokkal egyiitt az Elymus genust alkotjak, amely féleg St genomot
¢és egy-két H, Y, W vagy P genomot tartalmaznak. A tarackbuzafajok genomjai kozott tobb
alloplodizacié ment végbe, melynek kovetkeztében Gjabb fajok alakultak ki. A Th. intermedium
allohexaploid faj egy nagyon j6 példa erre, amely a Ps. spicata (2n=2x=14, StSt), és egy J" és J*®
genombol 4116 szegmentalis tetraploid hibridizaciojaval alakult ki. A J* illetve a J** genomok a mai
Th. bessarabicum I°, és a Th. elongatum J°¢ genomok egy modosult valtozatanak tekintheték. A J**
a Dasypyrum villosum V genomjanak egy repetitiv szekvenciajat, mig a J* egy hosszl terminalis

1smétlodo (LTR) szekvenciat tartalmaz a Secale cereale R genomjabol (Cseh et al., 2019).
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A folyamatosan valtozd rendszertani besorolas kovetkeztében a legtobb faj tobb szinonim
névvel is rendelkezik, megnehezitve ezzel a fajokkal végzett keresztezési munkdkat. Az 1.
tablazatban Osszefoglalva lathatok a nemesitési programokban gyakrabban alkalmazott
tarackbuzafajok szinonim elnevezései, kromoszoémaszamuk, valamint haploid genomjel6lésiik. E
fajok felhasznalasaval (*kivétel Ps. spicata) mar korabban sikerrel hajtottak végre keresztezéseket

a termesztett buzaval (Jiang et al., 1994; Wang, 2011).

1. tablazat Fontosabb tarackbuzafajok, azok szinonim nevei, kromoszémaszamuk ¢és haploid
genomjelolésiik

Fajnév (Wang, 2011) Szinonim név 2n | Genom
Agropyron cristatum (L.) Gaertn. Bromus cristatus L., Triticum pumilum L. | 14 | P
Agropyron desertorum (Fischer ex | Triticum desertorum Fischer ex Link 28 | PP

Link) Schultes
Dasypyrum villosum (L.) Candargy Agropyron villosum (L) Link, | 14 |V
Haynaldia villosa (L..) Schur

Elymus caninus (L.) L. Agropyron caninum (L.) P. Beauv 28 | StH
Elymus tsukushiensis Honda Agropyron tsukushiensis (Honda) Ohwi 42 | StHY
Leymus racemosus (Lam.) Tzvelev Elymus giganteus Vahl 28 | NsXm

Pseudoroegneria geniculata (Trin.) A. | Agropyron geniculatum (Trin.) C. Koch 28 | StSt
Love
Pseudoroegneria spicata (Pursh) A. | Agropyron spicatum (Pursh) Scribner & | 14 | St
Love* Smith;

A. divergens (nees) Vasey
Pseudoregneria stipifolia (Czern. Ex | Agropyron stipifolium Czern. Ex Nevski 14 | St
Nevski) A. Love
Thinopyrum bessarabicum (Savul. & | Agropyron bessarabicum Savul. & Rayss | 14 | J (=E*=]®)
Rayss) A. Love
Thinopyrum elongatum (Host) D.R. | Agropyron elongatum (Host) P. Beauv; | 14 | E (=E*=J°)
Dewey Triticum elongatum Host;
Lophopyrum elongatum (Host) A. Love
Thinopyrum  intermedium  (Host) | Agropyron intermedium (Host) P. Beauv.; | 42 | EES'St,
Barkworth & D.R. Dewey Elytrigia intermedia (Host) Nevski StJ*Jv
Thinopyrum junceiforme (A. Love & | Agropyron junceum Simonet & Guinochet | 28 | JE (=E°E®)
D. Love) A. Love

Thinopyrum junceum (L.) A. Love Agropyron junceum (L.) P. Beauv. 42 | JJE
(=E°E°E®)
Thinopyrum ponticum (Podp.) | Agropyron elongatum (Host) P. Beauv; | 70 | EEEStSt,
Barkworth &D.R. Dewey Elytrigia  pontica  (Podp.)  Holub; JIJIS St
Lophopyrum ponticum (Podp.) A. Love EEEESES
EPE°E*StSt

Buzaval torténd keresztezéssel eldallitottak tobbek kozott a teljes Th. elongatum (Dvorak és
Knott, 1974; Dvorak ¢s Sosulski, 1974) és Th. intermedium (Sharma, et al., 1999) addicids ¢és
szubsztiticids vonal sorozatot, valamint az A. cristatum (Chen, et al., 1992) ¢és Th. bessarabicum
(Mujeeb-Kazi, 1995) addiciés vonalakat. Kémiai mutagének, rontgensugarzas, indukalt homeolog
parosodas alkalmazasaval tobb transzlokdcidos vonalat is sikerrel hoztak Iétre, melyek a

tarackbuzak egy-egy agronomiailag hasznos génjét hordoztak, mint pl. a Th. elongatum Lrl19,
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Sr25, Lr24, Sr24, Sr26, Cmc2, WSMVR génjei, vagy a Th. intermedium Lr38, Sr44, BYDVR génjei
(Friebe et al., 1996).

2.3.1. Az Agropyron cristatum jellemzése

Az A. cristatum (L.) Gaertn. vagy taréjos tarackbuza (taréjos buzafil) szarazsagtiird, és stirii
gyokérzettel rendelkezd éveld fiiféle. E tulajdonsagai miatt elsOsorban takarmany-, ¢€s
talajmegkotd novényként hasznaljak, am az utdbbi évtizedekben a blizanemesitok is felfigyeltek
rd. P genomot tartalmaz, diploid (2n = 2x = 14, PP), tetraploid (2n = 4x = 28, PPPP) és hexaploid
(2n = 6x =42) valtozata ismert, melyek koziil a tetraploid el6fordulésa a leggyakoribb. Elterjedését
tekintve Kozép-Europaban, Kozel-Keleten, Kozép-Azsidban, Szibériaban és Kinaban is
megtalalhato. A legritkabban el6forduld hexaploid A. cristatum faj els6sorban Torokorszagban és

Irdnban talalhaté meg (Dewey és Asay, 1975).

N

\
A\

\’\\
NN
\ \ k

l-_"' g /'{//é/ Z
NN

Ll
N\
\\

4
Py e
\

)

/’
AN
W
AN \
W\ NN

(l
\

'}
11
N
A\

L

r J a
L)

/
’
|
gy Y
. S
‘

a b

3. abra Az Agropyron cristatum a) MvGB 1521 és b) MvGB 1509 vonalainak kalaszfot6i (Foto:
Gaal Eszter, 2019)

A novény magassaga 30-90 cm, a kalasz 3-10 cm hosszu, a szalkas kalaszkak laposan,
tomoren helyezkednek el (3. abra). A ndvénynek tobb hajtasa, tobb kaldszkaja és tobb viraga van,
mint a buzanak. E tulajdonsagai mellett kedvez6 abiotikus, illetve biotikus stresszrezisztenciaval
rendelkezik, ezért keresztezésekhez gyakran hasznéaljadk a buzanemesitésben. Kiemelkedd a
széarazsag-, ¢s hidegtlrésiik (Asay és Johnson, 1990; Limin ¢és Fowler, 1987), rossz mindségii
talajon is megélnek (Dewey, 1984), ezenkiviil ellenallnak a lisztharmatnak, sargatérpeség mozaik
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virusnak (YDMYV), levél-, és sargarozsdanak (Ochoa et al., 2015; Sharma et al., 1984; Zhang et
al., 2017).

Li et al., (1998; 1995) keresztezéssel és embriomentéssel eldallitottdk a Fukuhokomugi
hexaploid buza és a Z559 elnevezésii tetraploid 4. cristatum hibrid vonalait. E vonalakat szamos
ontermékenyitéssel €s visszakeresztezéssel tobbféle addicios vonalként stabilizaltdk, melyeken
késObb tobb vizsgalatot is végeztek. Az utdodok koziil Wu et al. (2006) 15 vonalat szelektaltak ki,
amelyek kiemelkedd kaladszka-, virag-, és szemszammal rendelkeztek. Az utédok GISH, FISH és
mikroszatellit vizsgalata alapjan megallapitottak, hogy a hasznos tulajdonsagok génjeit egy vagy
két, a 6D kromoszémaval homolog, feltételezhetéen 6P kromoszoma hordozza. Tovabbi
vizsgalatokkal delécids és transzlokacids vonalak 1étrehozasaval a megnovekedett szemszamért —
amely kaldszonként akar 10 szemet is jelenthet- felelds gént, a 6P rovid karjara térképezték (Zhang
etal., 2019).

Li et al. (2016) diszomas addicios vonalakon végzett lisztharmat-rezisztencia vizsgalataik
soran megallapitottak, hogy az A. cristatum 2P kromoszoma jelenlétében az utédok rezisztenssé
valnak a lisztharmatra. STS markeres vizsgalatokkal a rezisztenciaért felelés gént a 2P hossza
karjara térképezték (Li et al., 2017). Az emlitett diszomés addiciés vonalak, illetve °Co-y
sugarzassal létrehozott transzlokacios vonalak vizsgalataval szintén a 2P kromoszoma hossza
karjara térképezték a levélrozsda rezisztenciaért felelés gént vagy géneket, melyek hatisara a
novények széles spektrumu és hossza tavy, felndttkorban is érvényesiilé immunitast szereztek a
levélrozsdaval szemben (Jiang et al., 2018). Levélrozsda-rezisztenciagéneket a 6P rovid karjara is
térképeztek delécidos vonalak vizsgalataval (Song et al.,, 2016). E gének elsdsorban az un.
felnéttkori rezisztencidért (APR, adult plant resistance) feleldsek, azaz altaldban nem rassz
specifikus és tartdsabb rezisztenciat nyujt, mint a csirandvénykorban érvényestild rassz specifikus
rezisztencia. Pan et al., (2017) egy kétéves periddusban vizsgaltak buza- A. cristatum 1P addicids
€s szubsztitliciés vonalakat szamos agrondémiai tulajdonsdg szempontjabol. Ennek soran azt
tapasztaltdk, hogy az 1P hatdsara a ndvények szignifikdnsan alacsonyabbak voltak és kevesebb
kalaszkajuk volt, azonban az atlag kaldszhosszuk szignifikdnsan nagyobb volt, illetve tobb hajtast
is hoztak. A 7P addici6és vonalak vizsgalata soran magasabb ezerszemtomeget, megnovekedett
szarazsagtiirést, és kisebb zaszloslevél méretet mértek a kontroll buza vonalhoz képest (Lu et al.,
2016). Copete és Cabrera (2017) diszémas addicids vonalak vizsgélata soran a 2P és a 6P addicios
vonal esetében is rezisztenciat tapasztaltak a lisztharmattal szemben, mindkét kromoszdma esetén

a hosszl karra térképezték a rezisztenciaért felelos gént.
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2.3.2. A Thinopyrum elongatum és a Th. bessarabicum jellemzése

N o
—

=

4. abra A Th. bessarabicum a) MvGB 1706, b) MvGB 1705, ¢c) MvGB 1703 ¢és a Th. elongatum
d) MvGB 1965 vonalainak kalaszfotéi (Foto: Gaal Eszter, 2019)

A Th. elongatum (Host) D. R. Dewey (Agropyron elongatum, Elytrigia elongata,
Lophopyrum elongatum), vagy magas buzafli, illetve a Th. bessarabicum (Savul. & Rayss) A.
Love (4. dbra) az A. cristatum-hoz hasonldan éveld, elsdsorban szalma-, €s takarmanynovényként,
illetve talajfogd novényként hasznalt fiifélék. Ezenkiviil a celluldéz alapa bioetanol gyartasban is
felhasznaljak (Blunk et al., 2005). Magassaguk 1-3 m kozott valtozik, kékeszold leveleik 2-8 mm
szélesek, melyek gyakran enyhén sz6rozottek. Kaldszaik akéar a 40 cm-t is elérhetik, 10-25 mm-es
szalkatlan kalaszkaik 5-18 viragot tartalmaznak. Eredetileg Torokorszagbol és Kis-Azsiabol
szarmaznak, majd elterjedtek az Egyesiilt Allamok, Kanada és Eurdpa teriiletén is. A két faj
olyannyira hasonlo, hogy sokaig egy novényként is tekintettek ra, és nem volt egyetértés a két fajt

illetden (Jauhar, 1990).
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Genomosszetételét tekintve a Th. elongatum E (=E°= J°) genomot tartalmaz, mely nagyon
hasonl6 a Th. bessarabicum J (=E° = J°) genomjahoz. Szamos betegséggel szemben ellenalldak,
mint a kalaszfuzarium, cefalospdriumos levélfoltossag, levélrozsda, illetve kimagaslo a sotiirésiik
is, ezek miatt gyakran hasznalt blizanemesitési alapanyagok (Fu et al., 2012; Jauhar et al., 2009;
Knott, 1989; Mujeeb-Kazi, 1995; Zheng et al., 2014). A Th. bessarabicum kifejezetten ismert nagy
sotlirési képességeirdl (King et al., 1997). Buzaval képzett amfiploidjan, majd addicids vonalain
végzett vizsgalatok alapjan e tulajdonsagot elssorban az 5J kromoszomahoz kototték, illetve
kismértékben a 2J kromoszoma is noveli a sottirési képességet (Forster et al., 1987, 1988). Az
addicids, illetve szubsztitiicids vonalak kismértéki fertilitdsa €s magas genetikai instabilitdsa miatt
nem alkalmasak kozvetleniil mezdgazdasagi termesztésre, igy a cél olyan vonalak eldallitasa,
amelyek a lehetd legkisebb idegen kromoszémaszakaszt hordozzak (King et al., 1993).

Szamos transzlokaciés vonalat hoztak I1étre buza Th. bessarabicum amfiploid
visszakeresztezésével Phl 10kuszt nem tartalmazo CSphlb mutans vonallal és jellemezték Oket
citologiailag (Patokar et al., 2015). Grewal et al. (2018) Th. bessarabicum és phl mutans
durumbuza keresztezésébdl szarmazo utddok kolhicinkezelésével, majd azt kovetden Phl mutans
fajtaval torténd visszakeresztezéssel allitottak eld tobb transzlokéacidos vonalat is. A Th.
bessarabicum 2-es kromoszomajanak egy kisebb részét tartalmazo, 2JS-2BS.2BL transzlokacios
vonal vizsgalata sordn hozamndveld tulajdonsdgokat - tobb fertilis kaldsz, hosszabb kalasz,
kalaszonkénti tobb szem - fedeztek fel (Qi et al., 2010). A ndvényekben eléforduld kékes szinért
kiilonboz6 antocianok feleldsek, ezek egyrészt felhasznalhatok élelmiszerszinezékként, masrészt
egészségveédod hatasuk is van. Tobb gabonafélében is fedeztek mar fel antocian tartalomért felelds
géneket, a Th. bessarabicum esetén a 4] hosszu karjara térképezték a kék szemszinért felelds
BaThb gént (Pu et al., 2015; Shen et al., 2013). A 6JS.6DL transzlokaciét tartalmazo buzavonal
esetén magasabb vas és cink tartalmat tapasztaltak, mely tulajdonsag igen hasznos lenne az
¢lelmiszeriparban (Ardalani et al., 2016).

Kiilonb6zé buzavonalakon végzett cefalosporium rezisztenciavizsgalat sordan a
rezisztensnek bizonyult vonalakban kimutattak egy péar Th. elongatum kromoszémat, mely
homeolog volt a buza 6A kromoszémajaval, igy Agropyron elongatum (azdta mar Th. elongatum)
eredete miatt a 6Ae elnevezést kapta (Cai et al., 1996). Soétirési vizsgalatok alapjan a 3E
kromoszoémanak van a legjelentdsebb hatdsa, azonban a 2E, 4E és 7E kromoszoma is ndvelte a
Chinese Spring (CS) fajta sotlirését (Omielan et al., 1991). Szedimentaciés index alapjan az
1AS.1EL transzlokaciét hordozo biizabol késziilt liszt eldnyds lehet kenyérkészités szempontjabol
(Tanaka et al., 2017). A Thinopyrum genusban, tobbek kozott a Th. elongatum genomjaban is

azonositottak egy Fhb7 Fusarium elleni rezisztenciagént, amely a szemidominans, és a tobbi
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rezisztenciagénnel szemben monogénes, igy konnyebb nyomon kdvetni a nemesités szamara. Ez
a gén feltehetdleg egy horizontdlis géntranszfer kovetkeztében keriilt egy gombafajbol a

Thinopyrum fajok genomjéaba, kb. 5 milli6 évvel ezeldtt (Wang et al., 2020; Wulff és Jones, 2020).

2.3.3. A Pseudoroegneria spicata jellemzése

A Pseudoroegneria spicata (Pursh) A. Love (Agropyron spicatum) szintén egy éveld,
meglehetdsen szarazsagtiir, féleg takarmanynovény. Elsdsorban Eszak-Amerikaban Gshonos,
ahol szarvasmarhdk, baranyok és lovak etetésére hasznéljadk. A ndvény magassaga 40-120 cm
kozott valtozik, szalkas kaldszai 7-20 cm hossztiak lehetnek. 4-6 mm széles levelei enyhén

kékeszold szintiek, néha szOrozottek (5. abra).
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5. abra A Pseudoroegneria spicata a) MvGB 1607 és b) MvGB 1615 vonalainak kalaszfotoi
(Foto: Gaal Eszter, 2019)

Diploid valtozata ismert, mely St genomot tartalmaz (2n = 2x = 14, StSt), el6fordulhat
autotetraploid valtozatban is, illetve a két ploidszint egyiittes megjelenési helyén, akar triploid
valtozatban (Carlson, 1986). A Ps. spicata j6l alkalmazkodik kiilonbozo éghajlati valtozasokhoz,

mely adaptacios képesség hasznos lehet a buzanemesités szempontjabol (Bradley St. Clair et al.,
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2013; Fraser et al., 2009). Tobb uj, alacsony molekulatomegii glutenin alegységet (LMW-GS)
azonositottak a Ps. spicata és a hasonld Ps. strigosa fajokban, melyek tovabbi vizsgélatok utan

elénydsek lehetnek a nemesitési munkakban (Qin et al., 2014).

2.4. Idegen kromoszomak kimutatasa és azonositasa

Az idegenfaju addicidk, szubsztiticiok és transzlokaciok buza genetikai hattérben vald
kimutatésara szamos biokémiai (pl. izoenzimek), citogenetikai és molekularis genetikai modszer
all rendelkezésre. A klasszikus citogenetikai médszerekkel (pl.: C-, N-savozas, Giemsa-festés) a
kromoszomak kimutathatoak, morfologiailag jellemezhetéek, azonban a kisebb méreti
kromoszoémaszakaszok kimutatasa korlatozott. Az in situ hibridizacion alapul6 technikakkal mar
igen kisméretli idegen kromoszémaszakaszok is kimutathatok, illetve a kromoszémak egyedileg
is megbizhatoan és gyorsan azonosithatok (Hoffmann, 2011). A molekularis bioldgia fejlédésével
mar tobb DNS szekvencia alapu marker rendszer is elérhetd, melyek a kromoszomak még
pontosabb és gyorsabb azonositasat teszik lehetévé (Novak, 1999). Tekintettel arra, hogy
dolgozatomban a tarackbiiza fajok kromoszomdinak molekuléris citogenetikai és molekuldris
markerekkel torténd jellemzésével foglalkozom, ezért a tovabbiakban e modszereket ismertetem

részletesebben.

2.4.1. Molekularis citogenetikai modszerek

A kromoszoma felfedezése, azaz a 20. szazad eleje ota készitenek a kutatdk
kromoszémapreparatumokat, melyeken kezdetben klasszikus kromoszoma-morfologiai
vizsgalatokat (méret, karardny, szatellit megléte) végeztek. Ezekkel a modszerekkel a
kromoszomakat jol lehet jellemezni, és esetenként azonositani is. Schulz-Schaeffer és Jurasits
(1962) 25 Agropyron faj kariotipusat készitették el, tobb faj esetében is tapasztaltdk a szatellites
kromoszoémak hidnyat és nehéz kimutathatosdgat. Hsiao et al., (1986) 24 diploid Triticeae faj
kariotipusat vizsgaltak meg, és részletesen jellemezték az adott fajok kromoszomait. A vizsgalt 24
faj nyolc genomot fedett le, a fajok az adott genomokon beliil igen hasonlé kariotipussal
rendelkeztek, mind kromoszémaméret, mind kararany tekintetében. A kiilonb6z6 fajok
kromoszoéma hossza 61.29 - 39.39 um kozott valtozott, a nyolc genom esetében atlagban az alabbi
csokkend sorrendet allapitottdk meg: Secale (R), Hordeum (1), Agropyron (P), Psathyrostachys
(N), Thinopyrum (J), Pseudoroegneria (S), Critesion (H) és Australopyrum (W). Azonban a
kromoszomak nagy része csak morfologiai alapon nehezen kiilonboztethetd meg, emiatt

kiilonbozo festési eljarasok kidolgozasara is sziikség volt.
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A Q-savos technika felfedezése tekinthetd a savozasi modszerek alapjanak (Caspersson et
al., 1967). A mddszer soran kinakrinnal és kinakrin mustarral torténd festés soran jellegzetes
fluoreszcens mintdzat jelentkezik a kromoszémakon, hatranya a fluoreszcens jel intenzitasanak
nagyon gyors lecsokkenése. Pardue ¢s Gall (1970) egér kromoszomakon végzett in situ
hibridizacios vizsgalataik sordn tapasztaltak a Giemsa-festés hatasara kialakul6 s6tétebben fest6do
savokat. A sotétebben festddd savok a heterokromatin, mig a halvanyabban fest6dé savok az
eukromatin régiokra jellemzdk. Ez alapjan dolgoztdk ki a szerzék ndvényi kromoszoémak
azonositasara is hasznalhato modszereket, mint a Giemsa festést, vagy G-savozasi technikat,
illetve a C-savozasi technikat, mely elsdsorban a konstitutiv heterokromatin régiokat festi.

A reverz Giemsa-festés, vagy R-sdvozasi technika elsdsorban a kromoszémak telomérikus
részeit festi, igy lehetdség van ezek a régiok alaposabb vizsgalatara is. A hexaploid buza elsd
kariotipusa N-, C-, és modositott C-savozassal késziilt el (Gill et al., 1991). Pseudoroegneria
spicata harom kiilonb6z6 diploid vonalan €s az Elymus wawawaiensis tetraploid novény C-
savozassal festett mitotikus kromoszomapreparatumait vizsgalta Murphy et al. (2007). A fajok
kozott, de fajon beliil is tapasztaltak kiilonbségeket a kariotipusok kozott, melyet az eltérd
szarmazasi hellyel, és igy az eltérd adaptacios képességekkel magyaraztak. A kiilonbozo savozasi
technikak kivitelezése ugyan egyszeri és olcsO, azonban nagy gyakorlatot igényel, illetve a
kiértékelés pontossaga fiigg a festék mindségétdl is, emiatt tovabbi modszerek kifejlesztése valt
sziikségessé.

Napjainkban a legelterjedtebben alkalmazott médszer az in situ hibridizacidé. A moédszer
soran a kettdsszalt DNS azon tulajdonsagat hasznaljak ki, hogy ho, illetve lagos kezelés hatasara
a DNS-ben taldlhatdo hidrogénkotések felbomlanak, azaz denaturdlédnak, majd megfeleld
kezeléssel ujra kialakithatoak ezek a kotések, renaturdlédhat a DNS, mikdzben egy megfeleld
komplementer szallal hibridizalodik. A DNS-nek ezt a tulajdonsagat felhasznalva lehetség van
jelolt DNS vagy RNS, mint proba hibridizalasahoz a denaturalt kromoszéma DNS-hez, amellyel
jol vizsgalhaté mintazat alakul ki a kromoszémakon (Gall és Pardue, 1969; John et al., 1969).
Kezdetben radioaktivan jelolték a nukleinsav probdkat, am a modszer veszélyessége ¢és
1doigényessége miatt attértek a fluoreszcens probak hasznalatara (Jiang és Gill, 1994). A probak
fluorokrommal torténd jeldlése torténhet direkt vagy indirekt modon.

Direkt jelolés esetén a fluorokrom kozvetlentil a probdhoz van kotve, mig az indirekt jeldlés
esetén két 1épésben torténik a fluorokrém probdhoz kotése. Indirekt jellés esetén a probaba
digoxigenint vagy biotint épitenek be, és a fluorokromokkal jelolt ellenanyagokkal (anti-
digoxigenin, streptavidin) detektaljak a hibridizacio utan. Az indirekt jel6lés alkalmazasa esetén

az in situ hibridizacid tobb 1€pésbdl all, €s lassabb, azonban joval érzékenyebb, mint a direkt jelolés
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(Leitch et al., 1994). A jel6lés soran a jelolt nukleotid tobb modon épithetd be a DNS vagy RNS
probaba, leggyakrabban alkalmazott modszerek a Nick-transzlacid, a random priming technika, és
a PCR technika (Schwarzacher, 2003, 2009). A Nick-transzlacié sordn a DNaz I enzim random
elhasit egy foszfodiészter kotést, amely kovetkeztében a DNS-szalakon apr6 megszakitdsok —
nick-ek — jonnek létre. Az igy kialakult 3’ hidroxil végeket a DNS-polimeraz I enzim primerként
fel tudja hasznalni, és a komplementaritas elvén 0j szélat szintetizal az 5’—3’ polimeraz aktivitasa
révén, mikdzben az 5’— 3’ exonukledz aktivitasa révén eltdvolitja a nukleotidokat a szintetizalas
iranyaban. Ennek megfeleléen a szintetizalas soran a reakcioelegyben 1€vo jelolt nukleotidok
beépithetéek a DNS szalba.

Az Un. random priming modszer soran a DNS polimeraz I nagyobb egységét a Klenow
fragmentumot haszndljak fel. A jeloléshez a jeldlni kivant DNS-t denaturdlni kell, majd a
reakcioelegybe random hexanukleotidokat, az enzimet, ¢és jelolt dNTP-ket tesznek. A
hexanukleotidok a denaturalt DNS szalhoz hibridizalnak és primerként szolgalnak az enzimnek,
amely felhasznalva a jel6lt nukleotidokat megszintetizalja a DNS szalat. A mddszer elénye, hogy
kis mennyiségii, akar 25 ng DNS is elegendd, és nem érzékeny a DNS tisztasagara. A PCR
modszerrel torténd jeldlés megegyezik egy hagyomanyos PCR reakcidval, azzal a kiilonbséggel,
hogy a reakcioelegy jelolt ANTP-ket (altaldban biotin-11dUTP, vagy digoxigenin-11-dUTP) is
tartalmaz.

Az in situ hibridizéciok eredményességét ¢s pontossagat befolyasolja a DNS proba mérete,
a proba ¢s a blokkold DNS aranya, igy ezeket szinte minden faj esetén optimalizalni sziikséges. A
proba/blokkoldé DNS aranyanak elég magasnak kell lennie, hogy megakadalyozza a proba
hibridizaciéjat a homolog DNS szakaszokhoz. Altaldban minél kézelebbi a vizsgalni kivant genom
a probahoz, annal nagyobb ardnyban kell a blokkolé DNS-t alkalmazni (Silva és Souza, 2013). Az
in situ hibridizacidés modszereket két nagy csoportra oszthatjuk a proba DNS jellege alapjan, a
fluoreszcens (FISH), illetve a genomi (GISH) in situ hibridizaciéra. A FISH soran repetitiv DNS

szekvenciakat, mig a GISH sordn genomi DNS-t hibridizalunk a kromoszémaprepatumra.
24.1.1. Fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH)

A FISH (fluoreszcens in situ hibridizacio) soran jeldlt repetitiv DNS/RNS-szekvencidkat
hibridizaltatnak a vizsgaland6 kromoszomapreparatumra, amelyek kiilonb6z6 mintazatokat adnak
a kromoszomak bizonyos régidiban (telomér, centromer, intersticidlis régiok), ami specifikus lehet
az adott kromoszomara, igy egyedileg azonosithatova valik a kromoszéma. A modszerrel

megfeleld probak alkalmazasaval a kromoszomak egyedileg azonosithatok, a kromoszomakon
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torténd szerkezeti valtozadsok nyomon kovethetdk, a kromoszémakon adott DNS szekvenciak
lokalizalhatok. A modszer alkalmazasiban nagy eldrelépést jelentett a radioaktiv probak
lecserélése. Langer et al. (1981) alkalmazott el6szor biotinilalt nukleotidokat Nick-transzlacioval
torténd jelolés soran, vizsgalatai soran a dTTP nukleotidot megfeleld biotinilalt analoggal (dUTP)
helyettesitette. A hibridizaciot fluoreszcensen jelolt avidinnel vagy streptavidinnel mutatta ki,
mely két vegyiilet nagy affinitdssal kapcsoldodik a biotinhoz. E moddszer kifejlesztésének
koszonhetd a FISH rutinszer(i alkalmazésa (Jiang and Gill, 1994).

Triticeae fajok esetén a leggyakrabban alkalmazott probak a pSc119.2, pAsl, Afa-family,
pTa7l, pTa794, ill. kiilonb6z6 mikroszatellit szekvencidk. A pSc119.2 proba 120 bp hosszusaga
rozsbol izolalt tandem repetitiv szekvencia (Bedbrook et al., 1980), hasznalatdval a 21 buza
kromoszéma koziil 11 kromoszémat (1-7B, 2D, 3D, 5D, és 4A) sikeresen azonositottak (Rayburn
és Gill, 1985). A riboszomalis RNS-ek evolucionalisan nagyon konzervativ gének, ezekbdl
azonositott szekvencia a 9.05 kbp hosszasagu pTa71 préoba (18S, 5.8S és 25S rRNS), illetve a 410
bp hosszusagu pTa794 proba (5S rRNS) (Gerlach és Bedbrook, 1979; Gerlach és Dyer, 1980). A
pAsl préba 1 kb hosszsagh Ae. squarrosa-bol izolalt repetitiv szekvencia (Rayburn és Gill,
1986), Afal restrikcios enzimmel torténd emésztéssel izolaltak beldle az Afa-familynek nevezett
probat (Nagaki et al., 1995). Mindkét proba elsdsorban D genomra specifikus.

Az egyedi gének kimutatdsara szolgalod un. single-gene FISH modszer alkalmazasaval
lehetéség van a kromoszomak fizikai térképezésére, illetve kiilonbozd fajok kozotti evolucids
kapcsolatainak vizsgélatara. 3 kbp méretnél nagyobb gének mar jol azonosithatoak single-gene
FISH modszerrel btiza, kukorica és arpa esetén is (Danilova et al., 2012, 2014). Single-gene FISH
probak alkalmazéasaval fajok kozotti filogenetikai kapcsolatok, és kiilonb6zd kromoszoma-
atrendezddések is kimutathatok (Danilova et al., 2012), illetve egyedi kromoszéma specifikus
probék is tervezhetdk (Said et al., 2018). A FISH felbontésa, érzékenysége novelhetd, akar 1-3
kbp méretli géneket is ki lehet mutatni az un. Tyr-FISH technikéval. E mddszer soran a mintdhoz
els6dleges és masodlagos antitestet is kotnek, a masodlagos antitesthez pedig torma-peroxidaz
enzimet adnak, amely katalizalja a jelolt tiramid (Tyr: Tyramide) egy reaktiv formava vald
atalakulasat. Ez a reaktiv forma kotddik a kozeli kiilonbozé tirozin szdrmazékokhoz, ezzel egy
nagyon erds jelet eldallitva (Khrustaleva és Kik, 2001). E mddszer felhasznalasaval egy 2 kbp
méretli proba alkalmazasaval sikeriilt azonositaniuk a Rad50 gén helyét a buza SA, 5B és 5D rovid
karjain (Pérez et al., 2009). A mddszer hatranya, hogy a kimutatando jel erdsitése mellett, a
hattérzajokat is erdsiti, igy nagyon pontos optimalizaldsra van sziikség. Egyedi szekvenciak
kimutatasaban és a fizikai térképezésben nagy eldrelépést jelentett a kinyujtott DNS szalakon

végzett un. Fiber-FISH modszer, mellyel akar egy 700 bp méretii proba is kimutathaté (Fransz et
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al., 1996). A moédszer hatranya, hogy a kromoszomak integritasa elvész, és a hibridizacids jel
kromoszoémalis elhelyezkedése nem allapithaté meg, igy a modszer nem terjedt el nagymértékben.
A rozs Sec-1 lokuszanak kopiaszamat is Fiber-FISH modszerrel azonositottak (Yamamoto és
Mukai, 2005). Nagy felbontasu citogenetikai térképek készithetoek novényi kromoszomakon a
meiozis pachitén fazisaban, ekkor ugyanis a kromoszomak 7-50-szer nyujtottabbak, mint a
mitotikus metafazisaban, azonban még kelléen felismerhetd a kromoszéma morfoldgiaja (Linc és
Molnar-Lang, 2012). Aramlasi citométerrel szétvalogatott metafézisban 1évé kromoszomak egy
enyhe proteinaz-K enzimes emésztés hatdsara akar 100-szorossa is hosszabbithatok, megnyujtott,
un. ,superstretched” kromoszomakka alakithatok. Ennek eredményeként erdsebb FISH jelek
tapasztalhatdak, amelynek oka feltehetdleg a DNS-hez valo konnyebb hozzaférhetdség a proba
szamara, a modszer érzékenysége akar 1 kbp is lehet (Valarik et al., 2004). Ezzel a modszerrel
lehetdség van a kromoszomak térképezésére, azokban az esetekben is, ahol a meiotikus pachitén
FISH nem kivitelezhetd. Az in situ hibridizacids technikadk egy viszonylag ujabb és izgalmas
teriilete a 3D-FISH, amely soran a vizsgalt DNS szekvencia térbeli elhelyezkedése vizsgalhato a
sejtmagban 1év6 kromoszomakon (Jiang és Gill, 2006). Uj generacios konfokalis mikroszkopok
alkalmazaséaval egy idoben legalabb 5 kiilonb6z6 fluorokromot is lehet alkalmazni (Walter et al.,
20006).

Kiilonb6z6 fluorokromok egyiittes hasznalatdval tobb proba is vizsgalhatd egyszerre,
melynek eredménye egy tobbszinli mintazat. Ilyen kétszinli FISH alkalmazéasaval azonositottak
el0szor a buza 6sszes kromoszoémajat (Pedersen és Langridge, 1997). A pSc119.2, Afa-family ¢és
pTa71 proba egyiittes alkalmazasaval sikeresen azonosithatok a buza (Fedak és Kim, 2008), illetve
rokon fajainak, mint pl. 7. monococcum (Megyeri et al., 2012), vagy kiilonb6z6 Aegilops tajok
(Badaeva et al., 1996) kromoszémai. A pSc119.2 proba alkalmazésaval tobb éveld tarackbuza
esetén, tobbek kozott a P. spicata, Th. elongatum ¢és Th. bessarabicum faj kromoszomain
tapasztaltak FISH mintazatot, melyek felhasznalhatéak azonositasra (Lapitan et al., 1987).
Részletes FISH alapu kariotipus napjainkig nem sok tarackbuza faj esetén késziilt.

Linc et al. (2012) CS - Th. elongatum addiciés vonalak vizsgalataval készitette el a Th.
elongatum FISH alapt kariotipusat, mig Grewal et al. (2018) a Th. bessarabicum-ét. Said et al.,
(2018) standard repetitiv probak és egyedi géneken alapulo probakkal készitették el az A. cristatum
kariotipusat és komolyabb kromoszoéma atrendezddéseket tapasztaltak a buzahoz viszonyitva.
Egyedi gének kimutatdsahoz min. 2.5 kbp méret sziikséges, de a megbizhatdéan reprodukalhatd
eredményhez a min. 40 kbp ajanlott (Danilova et al., 2014). Repetitiv DNS prébak (pTa7l,
pTa794, pAsl, pScl19.2) alkalmazéasaval a Th. ponticum kromoszémai is elkiilonithetok
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egymastol, igy ezek a probdk felhasznéalhatoak a buaza-Th. ponticum utddok azonositasaban
(Brasileiro-Vidal et al., 2003).

A tarackbuzafajok, mint igen gazdag génforrdsok, gyakran alkalmazott keresztezési
partnerek a buzanemesitésben. A legtobb fajnak még nincs azonositott kariotipusa, de az utodok
vizsgalataban sokszor alkalmazzak a FISH technikat (Patokar et al., 2015; Qi et al., 2010; Sepsi et
al., 2008a, Cseh et al. 2019). A FISH soran alkalmazott repetitiv DNS probak mellett gyakran
hasznaljak a mikroszatellit, un. SSR (Simple Sequence Repeats) probakat, amelyek 1-10 (Vieira
et al., 2016), vagy 1-6 (Gupta et al., 1996) nukleotid tandem ismétlddésébdl allo kb. 100 bp
hosszusagu, gyakori szekvencidk az eukariota genomban. A ndvényi genomban leggyakoribb
motivum az (AT),, (GA)n, illetve az (AAG),, és az (AAT),. Biotinnal jeldlt (GAA); proba
alkalmazaséaval az arpa kromoszomak a C-savozéssal szinte megegyez0 mintazatot adnak, amely
alapjan a kromoszémak egyértelmiien azonosithatok (Pedersen €s Linde-Laursen, 1994). A
hexaploid buza teljes kromoszomakészletét sikeriilt azonositani a pAsl és a GAA probak
segitségével (Pedersen ¢és Langridge, 1997). Az A genom egy valtozatat (A™) tartalmazo 7.
monococcum esetén mégis kevésbé komplex mintdzatot adott a GAA proba (Megyeri et al., 2012).
Nyolc kiilonb6z6, az A genom valtozatait tartalmazé diploid, tetraploid és hexaploid fajokon
végzett vizsgalat soran eltérd mintazatokat tapasztaltak, a 7. monococcum esetén ez esetben is
minimalis GAA jelet tapasztaltak, amely kiillonb6z6 evolucios valtozasokra utal (Adonina et al.,
2015).

Aegilops fajok esetén igen komplex mintdzatokat mutatnak a mikroszatellit markerek
(Abdolmalaki et al., 2019; Molnar et al., 2005, 2016). Pedersen et al. (1996) 27 Triticeae faj GAA-
mintazatat készitették el, melynek sordn az I, Y, X és H genomok esetén tapasztaltak GAA jeleket,
mig a diploid N, G genomok esetén gyenge, és a P, J és S genomok esetén egyaltalan nem
tapasztaltak jeleket. Tarackbuzafajok esetén a mikroszatellit markerek FISH prébaként
alkalmazva az esetek tobbségében nem adnak hibridizacidés mintazatot (Linc et al., 2012; Sepsi et

al., 2008a).

2.4.1.2. Genomi in situ hibridizacié (GISH)

Az in situ hibridizacié masik valtozata, a GISH (genomi in situ hibridizacid) soran genomi
DNS-t jelolnek, amelyet hibridizaltatnak a kromoszémapreparatumra. A GISH sordn a kimutatni
kivant genommal azonos jelolt genomi DNS mellett a vizsgalandé masik genommal azonos
jeloletlen DNS-ét szintén célszer(i hibridizaltatni, mint blokkolé DNS-t, annak érdekében, hogy a

jelolt DNS ne hibridizaljon mas hasonlé szekvencidkhoz. Ugyanakkor talalunk példat arra is,
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amikor a két genomot két eltérden jelolt proba DNS segitségével kiilonboztették meg (Molnar et
al., 2011). Minél kozelebbi rokonsagi viszonyban van a két genom egymdshoz, annal tobb
blokkolé DNS-re van sziikség egy kisérlet soran (Silva és Souza, 2013). Szintén a fals pozitiv
hibridizacidés mintazat elkeriilése miatt a kimutatni kivant genomi DNS-t a GISH kisérlethez
restrikcids enzimekkel, autoklavozassal vagy szonikalassal fragmentalni sziikséges, az optimalis
szekvencia méret 200-500 bp elérése érdekében (Schwarzacher és Heslop-Harrison, 2000). A
moddszer jol alkalmazhaté genomok ¢s kromoszomak vizsgéalatara hibrid, illetve alloploid
novények esetében, fajok kozotti genetikai kapcsolatok feltarasara. Ezenkiviil keresztezési
programokban alkalmazzak gyakran a technikdt az idegen kromoszoémak kimutatasidra a
kiilonboz6 addicios, szubsztiticiods, és transzlokacios vonalak vizsgélata és azonositasa soran.

A GISH alkalmazasaval a kromoszémak viselkedését €s szerkezetét a mitozis és a meidzis
kiilonbozo fazisaiban is jol lehet vizsgalni (Heslop-Harrison et al., 1990; King et al., 1994; Leitch
et al., 1991). Mukai et al. (1993) multikolor GISH (mcGISH) sordn a 7. urartu biotinnal jelolt A
genomjaval, Ae. squarrosa digoxigeninnel jelolt D genomjaval, illetve Ae. speltoides jeldletlen B
genomjaval a T. aestivum A, B és D genomjait sikeresen azonositottak, illetve egy A és B genom
kozotti transzlokaciot is felfedeztek, amely a 4A kromoszomat érintette. 7. timopheevii (A'A'GG)
GISH vizsgalata soran az 1G, 4G és 6A' kromoszomat érint6 intergenomikus transzlokaciokat
fedeztek fel (Jiang és Gill, 1994). Rozs ¢és arpa keresztezésébdl szarmazo hibrid ndvény
kromoszoémainak interfazisban €s profazisban torténd GISH vizsgalata soran mutattak ki, hogy a
két genombol szarmazd kromoszomak nem keverednek, hanem kiilon csoportban helyezkednek
el. A rozs és az arpa genetikai kiilonbozdsége miatt nem volt sziikség blokkolo DNS hasznalatara
(Schwarzacher et al., 1989).

Genetikailag jobban hasonlitd fajok keresztezése esetén, mint pl. a Hordeum vulgare és
Hordeum bulbosum, sziikség van megfeleld blokkolé6 DNS hasznélatara a GISH soran. Ezzel a
modszerrel bizonyitottdk, hogy hasonlosaguk ellenére a két genom térben szintén szeparaltan
helyezkedik el a két faj hibridjében (Schwarzacher et al., 1992). Tritikalé GISH vizsgalata soran
mitdzisban és meidzisban is megfelelden azonosithatok a rozs kromoszomak, jelolt rozs DNS-sel
¢s jeloletlen buza DNS 1:1 aranyu keverékével (Le et al., 1989; Le és Armstrong, 1991). Baza-
arpa addicids vonalak vizsgélata sordn a jeldletlen buza és biotinnal jeldlt arpa DNS probak 1:2
aranyu keverékét talaltak a legjobbnak az arpa kromoszoémak kimutatasara (Mukai és Gill, 1991).

Phl mutins T. durum és Th. bessarabicum keresztezésekor keletkezd kiazmak
gyakorisagat vizsgalta King et al. (1993). A kiazmak gyakorisagaval kovetkeztetni lehet az adott
fajok genetikai kozelségére. A bliza elénemesitési kisérletek célja lehet kiilonb6z6 hasznos gének

bevitele a buza genomjaba mas fajokbol, minél kozelebb van genetikailag a két genom, annél
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konnyebb a kivant gént atvinni. A blza és a Th. bessarabicum kozott 13.6 % aranyban képzddtek
kiazmak, amely nem zarja ki a hasznos gének atvitelét. Qin et al. (1995) az ismeretlen eredetil,
szamos betegségre rezisztens Agrotana amfiploid eredetét vizsgaltak. Jelolt Th. elongatum (EE),
Th. bessarabicum (J)), Th. ponticum (J1, J1, J1, Jo, J2) és Haynaldia villosa (VV) genomjanak
felhasznalasaval azonositottak az Agrotana sziil6i genomjait. Vizsgalataik alapjan az Agrotana 56
kromoszémajabol 40 kromoszéma btiza eredetli (ABD), mig 16 kromoszéma Th. ponticum (JJ)
eredetti.

McGISH-t alkalmazva hasonl6 eredményt tapasztalt Sepsi et al. (2008) a BE-1 elnevezésii
részleges amfiploid vizsgalata soran. Jelolt A, E és J genomot hasznalva 40 buza és 16 J
kromoszémat azonositottak, FISH viszgalattal allapitottak meg a két 7D kromoszdéma hianyat. 7h.
bessarabicum ¢és Ps. spicata jelolt genomi DNS-ét felhasznédlva szintén mcGISH-t alkalmazva
vizsgaltdk és azonositottdk a Th. intermedium (A. glaucum) és Th. ponticum (A. elongatum)
szintetikus hibridjének, az un. Agropyron glael-nek a genomdosszetételét. Ennek soran a sziil6i, és
hibrid vonalban a J és St genomok mellett tapasztaltak egy harmadik J5-nek nevezett genomot,
amely a centroméra koriili régioban St genomi, egyébként pedig J genomi mintdzatot mutatott
(Kruppa ¢és Molnar-Lang, 2016). Magasabb Fe ¢és Zn tartalmu blUza- Th. bessarabicum
transzlokacios vonal eldallitasa és vizsgalata soran egy 6EPS.6DL Robertsoni-transzlokaciot
azonositottak (Ardalani et al., 2016).

Kiilonbozo6 buza-Th. elongatum addicids, szubsztitucios €s transzlokacios vonalak GISH,
ill. mMcGISH vizsgalatdval azonositottak négy fuzarium rezisztens vonalat (Fu et al., 2012).
Levélrozsda rezisztenciat hordozo, illetve magasabb ezerszemtomegii A. cristatum transzlokacios
vonalakat azonositottak GISH alkalmazésaval (Ochoa et al., 2015; Zhang et al., 2015). Jelolt St és
E genommal, blokkolé6 DNS hasznalata nélkiil Liu et al. (2007) végzett GISH soran vizsgalta a
buza A, B ¢és D genomja ¢s az E és az St genomok kozotti genetikai hasonlosagot. Vizsgalataik
alapjan az E, és az St genom is kozelebbi rokonsagi viszonyban all a D genommal, mint az A,
vagy B genommal. Mind az St, mind az E genomi probat haszndlva 14 buza kromoszéman
tapasztaltak hibridizacids jeleket, mely kromoszoéméak FISH azonositds soran a D genomhoz
tartoztak. E, J és St genomokat felhasznalva Chen et al. (1998) a hexaploid Th. intermedium és a
dekaploid Th. ponticum fajok vizsgalatanal igen Osszetett genomot és tobb intragenomikus
atrendezddéseket tapasztaltak. A blizanemesitéshez tobb buza-tarackbuza vonalat allitottak mar
elé, am a legtobb anyag részletes vizsgalata még nem tortént meg, ehhez és Ujabb vonalak

eldallitasahoz nyujthat segitséget a tarackbuzafajok részletes GISH és FISH vizsgalata.
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2.4.2. Molekularis markerek

A novénynemesitésben alkalmazott markereknek harom csoportjat kiilonboztethetjiik meg:
morfoldgiai, biokémiai és molekularis markerek. A morfologiai és a biokémiai markerek szama
korlatozott, a kornyezeti hatdsok konnyen befolyasoljak megjelenésiiket, a génkifejezddésiik fiigg
alapszanak, a kodolo ¢és a nem-kodold szekvencidkon egyarant. Ezaltal szamuk korlatlan,
kornyezeti hatasok nem befolyéasoljak megjelenésiiket. Az ideélis molekularis marker jellemz6i a
nagyfoku polimorfizmus, kodominans 6roklédés, reprodukalhatdsag, konnyti és gyors vizsgalat
(Kiss, 2005). A molekularis markereket két nagyobb csoportra oszthatjuk: hibridizacion, és a PCR
technikan alapulé markerek (Semagn et al., 2006).

A restrikcios fragmentum hosszpolimorfizmus (RFLP, Restriction Fragment Length
Polymorphism) az egyik legelsé hibridizacion alapuld molekularis marker. RFLP vizsgalat soran
a DNS szekvenciat restrikciés endonukleazokkal emésztik, majd a keletkezett fragmenteket
elektroforetikusan elvalasztjak, végiil jelolt probakkal hibridizaljak a fragmenteket (Botstein et al.,
1980). A keletkezett hosszpolimorfizmust az enzimek hasitohelyeiben, vagy a hasitohelyek kozotti
szekvenciaban bekovetkezett pontmutaciok, illetve transzlokéaciok okozzak. Liu et al. (1990; 1991)
részletesen térképezték a buza genomjat RFLP markerekkel és elkészitették a kapcsoltsagi térképét
e markereknek. Aneuploid vonalak felhasznélasaval elkészitették a hexaploid buza RFLP térképét
kromoszémakarok szintjén is (Anderson et al., 1992). Chen et al. (1994) 14 buza kromoszémakar-
specifikus RFLP markert azonositottak, amelyek felhasznalasaval sikeresen mutattak ki A.
cristatum — bliza monoszomas addicids vonalakat. RFLP markeres vizsgalatot FISH ¢s C-savozas
technikaval kiegészitve vizsgaltak a Th. distichum kromoszdmait tetraploid buzéaval létrehozott
szintetikus amfiploidok felhaszndlasdval (Fominaya et al., 1997). Az RFLP mddszer
reprodukalhatésaga nagyon jo, nem igényel eldzetes szekvencia informacidkat, a markerek
kodominans 6roklodésiiek, azonban a vizsgalatnak szamos hatranya is van. A vizsgéalathoz nagy
mennyiségl, tiszta DNS sziikséges, a kivitelezés nem automatizalhat6, alacsony szintl
polimorfizmust mutatnak a markerek, 4altalaban radioaktiv proba hasznalhatd, draga, és
meglehetdsen id6-, és munkaigényes a kisérlet.

Ezzel szemben a PCR technikan alapuldé modszerek esetén kis mennyiségli DNS is
elegendo a kisérlet kivitelezéséhez, a markerek nagyfoku polimorfizmust mutatnak, és elkertilhetd
a veszélyes ¢€s specialis laboratoriumi feltételeket igényld radioaktiv probdk hasznalata (Semagn
et al., 2006). Megkiilonboztethetjiik a szekvencia ismerete nélkiili PCR alapi moddszereket (pl.:
RAPD, AFLP), és a célzott, szekvencia ismerethez kotott modszereket (pl.: EST, SSR, CAPS).
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A véletlenszerlien felszaporitott DNS-polimorfizmus (RAPD, Randomly Amplified
Polymorphic DNA) mddszer alapja, hogy a PCR reakcid soran egy 10 bp hosszusagt véletlenszerii
primert alkalmaznak (Williams et al., 1990), majd a keletkezett fragmenteket gélelektroforézissel
lehet elvalasztani. RAPD markerek alkalmazasaval azonosithatok idegenfaju addicidk, példaul H.
vulgare, Th. bessarabicum, H. chilense fajokban (Devos és Gale, 1992; King et al., 1993); nyomon
kovethetdk a buzanemesitésben fontos, hasznos gének, mint példaul a lisztharmat-rezisztencia (Hu
et al., 1997), illetve alkalmasak a genetikai variabilitds vizsgéalatira is (Aliyev et al., 2007;
D’Ovidio et al., 1990; Weining and Langridge, 1991). Részletes, 22 fajt magaban foglalo, 6sszesen
8 genomot (E, H, I, P, R, St;, W és Ns) érint6 RAPD analizis soran vizsgaltak e genomok
filogenetikai kapcsolatat, illetve azonositottak szamos genomspecifikus markert (Wei és Wang,
1995). A RAPD markeres vizsgélatok kivitelezése gyors és egyszerli, konnyen értékelhetd, am
nem megbizhato reprodukalhatosaga, illetve domindns 6roklédése miatt ma mar egyre inkabb
hattérbe szorul.

Az amplifikalt fragmenthossz polimorfizmus (AFLP, Amplified Fragment Length
Polymorphism) technika sordn a vizsgalni a kivant DNS-t eldszor restrikcios endonukleazokkal
hasitjak, majd az igy keletkezett ragadds végekhez specidlis duplaszalti adaptermolekulakat
kapcsolnak, amelyek segitségével szelektiv PCR reakciot lehet végrehajtani. A mddszer jol
reprodukélhatd, megbizhatd, nem igényel eldzetes DNS szekvencia ismeretet, egyszerre sok
polimorf l6kuszt lehet vizsgalni, igy sok informaciot ad. Hatranya a tobblépéses kivitelezés, ¢és az
ebbdl ado6dod hosszabb kivitelezési id0, a restrikcids és ligdz enzimek hasznalatabol adodo
magasabb  koltségek, illetve a domindns Oroklodés (Garcia et al., 2004). A
buzanemesitéshatékonysaganak novelése érdekében szamos buzafajta genetikai variabilitasi
vizsgalatat RFLP, AFLP és SSR markerekkel is elvégezve Bohn et al. (1999) az AFLP markereket
talaltak a leghasznosabbnak.

A mikroszatellit markerek (SSR, Simple Sequence Repeats) a DNS-ben 1-10 (Vieira et al.,
2016), vagy 1-6 (Gupta et al., 1996) nukleotid tandem ismétlodésébdl allo kb. 100 bp hosszusagu,
gyakori szekvencidk az eukaridta genomban, amelyek hatarszekvencidi meglehetdsen
konzervaltak, igy specifikus primerek tervezhetok e régiokra (Litt és Luty, 1989). A PCR reakcid
soran keletkezett fragmentek hosszpolimorfizmusa alapjan lehet a vizsgalt szekvencidkban
hasonlésagokat, ill. kiilonbségeket tenni. A replikdcié soran véletlenszeriien bekovetkezd
,»Csuszasok” (slipped mispairing) kdvetkezményeként kialakuld deléciok vagy addiciok okozzak
a fragmentekben talalhatd hosszpolimorfizmusokat (Levinson és Gutman, 1987). A modszerhez
sziikséges primerek tervezése és kivalasztasa egy tobblépcsds folyamat, amely meglehetdsen 1d6-

, €s pénzigényes, illetve eldzetes szekvencia ismeret sziikséges hozza (Gupta et al., 1996).
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Ebben nagy segitséget jelentett az expresszalodd szekvencia részlet (EST, Expressed
Sequence Tags) markerek megjelenése, melyek felhasznalhatok SSR markerek tervezésére is, igy
a primertervezési folyamat nagymértékben gyorsithat6 és koltséghatékonyabb (Gupta et al., 2003).
Az expresszalodd szekvencia részlet (EST, Expressed Sequence Tags) markereket elsésorban a
genom kodold szekvencidjara tervezték, az expresszalt gén 3° vagy 5° végi szekvencidjanak
szekvenalasaval (Semagn et al., 2006). Az EST markerek fejlesztése cDNS konyvtarak
létrehozasaval kezdddik, amely a kiilonb6zd szamitdgépes programoknak kdszonhetden nagyon
gyorsan fejlédik. Kezdetben az EST markereket gén transzkriptomok azonositdsara tervezték,
azonban mara génexpresszids, génszabalyozassal kapcsolatos kutatdsok, illetve szamos
molekularis marker fejlesztésének egyik alapvetd technikéja lett. EST alapti RFLP, SSR, SNP ¢és
CAPS markerek tervezéséhez hasznaljak fel, illetve szdmos DNS microarray vizsgalathoz.
Nagyfokt polimorfizmust mutatnak, kis mennyiségii DNS elegendd a vizsgalathoz, konnyen
automatizalhat6, to6bbségében kodominansan 6roklodnek (Powell et al., 1996). E tulajdonsagok
miatt gyakran alkalmazzak populacidgenetikdban és genom vizsgalatok esetén (Roder et al., 1998;
Roussel et al., 2005).

Az egyszerii nukleotid polimorfizmus (SNP, Single Nucleotide Polymorphism) egy
nukleotid cseréjét jelentik, melyek nagy szamban €s szétszoértan helyezkednek el a genomban. A
SNP kimutatasara alkalmazhaté modszerek négy nagy csoportra oszthatok: allélspecifikus
hibridizacid, primer hosszabbitas, oligonukleotid ligalas, invaziv hasitds. A modszerek alapja,
hogy az egy nukleotid kiilonbség miatt az alkalmazott probak, primerek, enzimek nem tudjak
hatasukat kifejteni. Gyakran alkalmazzak térképezéshez, marker szelekciohoz (MAS) és térkép-
alapt klonozashoz. Az amplifikalt termékek restrikcios hasitasaval nyert polimorfizmus (CAPS,
Cleaved Amplified Polymorphic Sequences), vagy mas néven PCR-RFLP, az RFLP technika egy
tovabbfejlesztett valtozata. A megfeleld EST alapa primerekkel felszaporitott fragmentek
restrikcids enzimekkel torténd hasitasa sordn eltérd hasitdsi mintdzatot mutatnak. A modszerrel
egy nukleotid valtozast is ki lehet mutatni, am fontos a DNS megfelel6 tisztasaga, a PCR jo
kivitelezése. A CAPS markerek kodominans 6roklédést mutatnak, a modszer a PCR amplifikaciod
kovetkeztében egyszeriibb és kevésbé idoigényes, mint a hibridizécion alapulé RFLP. A markerek
EST alaptiak, igy 6sszehasonlito vizsgalatokban hasznosabbak, mint a nem-kodolo szekvencidkra
tervezett markerek.

EST markerekkel, €s szamos egyedi, vagy alacsony kdpiaszamu, konzervalt géneket azonositottak.
Ezek az in. COS (Conserved Ortholog Set) markerek két vagy tobb faj esetében evolicionalisan

meglehetdsen konzervalt gének, amelyek kozds Ostdl szarmaznak. A COS markerek primereit az
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azonositott egyedi szekvencidk intron és exon régidinak hatarara tervezik, azaz az egyik primert
az exon hatardra tervezik, ezaltal biztositva a markerek fajon beliili, illetve fajok kozotti
atvihet6ségét, mig a masik primert az intron szekvencia egy részére tervezik, amely altal a
markerek nagymértékben polimorfak lesznek, jol hasznalhatok filogenetikai kutatasokra, illetve
térképezésre. Az elérhetd markerek szdma szinte végtelen, a modszer ateresztOképessége kdzepes,
hatranya, hogy részleges szekvencia ismeret sziikséges, illetve a markerek fejlesztése koltséges
(Paux et al., 2012). Szadmos novényfajban azonositottak mar COS markereket, mint pl
burgonyafélék (Wu et al., 2006), 0szirozsafélék (Chapman et al., 2007), kaposztafélék (Jeong et
al.,, 2014), rézsafélek (Cabrera et al., 2009), fenyo6félék (Liewlaksaneeyanawin et al., 2009)
esetében. Gabonafélékben tobbek kozott buza (Quraishi et al., 2009), rozs (Hackauf et al., 2012),
Aegilops (Molnar et al., 2013), és egyes Agropyron (Linc et al., 2017; Said et al., 2019b) fajokon
azonositottak COS markereket. COS markerek alkalmazaséaval sikeriilt a biizabol késziilt tészta
viszkozitasaért felelds poligéneket (QTL, Quantitative Trait Loci) a 7A kromoszdmara térképezni
¢s a méretét pontositani (Quraishi et al., 2009). Aegilops fajok esetén tobb vizsgalatot is végeztek
mar COS markerekkel (Burt és Nicholson, 2011; Howard et al., 2011; Molnar et al., 2013, 2014).
Tarackbuzafajok esetén azonban eddig kevés kutatast végeztek. Said et al. (2019b) a tetraploid 4.
cristatum ¢€s a buza kozotti makroszinténidt vizsgalta COS markerekkel, melynek soran néhany
intragenomikus duplikaciot, és kevés kromoszoma atrendez0dést tapasztaltak, azonban a markerek
helyzete és sorrendje a két genom kozott nagymértékben egyezett. E szerzok azonositottak 69 db
kromoszoma-specifikus markert is.

Egyre terjednek a nagy ateresztoképességii (high-throughput) modszerek, amelyeknek
alapvetden két csoportja van, a meghatarozott dsszetételli SNP-ket tartalmazo chipek és a de novo
genotyping-by-sequencing modszerek. Ezen modszerek kiilonb6zd QTL és asszociacios
vizsgalatokra alkalmazhatdk, illetve nagy felbontasu genetikai térképek készitésére alkalmasak
(Lateef, 2015; Paux et al., 2012; Semagn et al., 2006). A korabban kifejlesztett [llumina iSelect
9K ¢és 90K fix SNP chipek esetén az SNP-k azonositidsa foként bliza genotipusok szekvencia
adatainak felhasznaldsaval tortént (Cavanagh et al., 2013; Wang, S. et al., 2014), igy az idegen
faji génatvitel soran csak korlatozottan alkalmazhatoak a rokon fajokbol szdrmazd kromoszomak
kimutatasara. Mivel ezek a genotipizald platformok az SNP-k relative kis hanyadat tudjak
felhasznalni a kiilonbdz6 buza rokon, és vad fajok esetén, igy nem feltétlen koltség- és idohatékony
moddszerek. A korabbi SNP chippek hatranyait igyekezett kikiiszobolni a Winfield et al. (2016)
altal készitett Axiom 820K chip, illetve az abbol kifejlesztett 35K breeder chip, melynek
fejlesztéséhez 23 hexaploid biiza genomja mellett tovabbi 20 db rokon faj, pl. 7. monococcum, Ae.

tauschii, Th. bessarabicum, S. cereale genomjait is felhasznaltdk, igy hatékonyabban
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azonosithatéak vele akdr a buza masodlagos ¢és harmadlagos génforrasai koziil szarmazéd
introgressziok is. E fix multiplex SNP array mddszerek nagy elénye az ismételhetdség. Akar tobb
generacion at ugyanazon markerekkel vizsgalhatjuk velik a nemesitési alapanyagokat.
Ugyanakkor alkalmazasukat még mindig korladtozza a mdédszer magas ara.

A de novo genotyping-by-sequencing (GBS) modszerek esetén nincs sziikség elézetes
szekvencia ismeretre, igy potencidlisan barmely ndvény faj esetében azonnal alkalmazhatd. A
GBS technologia alkalmazasa soran a genomi DNS-t egy gyakran és egy ritkan vagoé restrikcios
endonukledzzal emésztik (buza és rokon fajai esetén ez gyakran Pstl/Tagl) majd a genomi
fragmenteket egy Pstl adapterhez torténd ligalas utan PCR segitségével felamplifikaljak ¢€s
szekvenaljak. A genotipizalads két markertipust eredményez. A dominans markerek igen/nem
valaszt adnak és a genomi fragment jelenlétét vagy hianyat tiikkrozik az adott genotipusban. A
kodominans markerek az adott genomi fragmentek szekvenalasaval meghatarozott egyedi
nukleotid polimorfizmusokat tiikrozik a kiilonbozé genotipusok kézott. A GBS rendszerek egyik

valtozata a DArTseq technologia (https://www.diversityarrays.com/), mely széles korben elterjedt

a gabonafélék strukturalis és funkciondlis genomikai kutatdsdban, valamint a nemesitésben. A
GBS platformok segitségével nagyobb valoszinliséggel lehet j SNP-ket kimutatni, ezaltal jobban
alkalmazhatdé a rokon és vad fajokbol szadrmazé introgressziok kimutatdsara is. Azonban a
reprodukélhatésdga nem ugyanolyan allando, mint a fix SNP chip-ek esetén.

A fenti high-throughput modszerek még mindig elég dragak, ezért a mindennapi gyakorlatban
érdemes kevesebb, néhany gondosan kivalasztott, a genom meghatarozott régioira (pl. az egyes
kromoszomak terminalis illetve centroméra-kozeli régidira) specifikus SNP-t kivalasztani, és
ezeket valamilyen uniplex SNP detektalasi technologia (pl KASP) segitségével alkalmazni az

adott eldnemesitési populéaciok szelekcidjara (He et al., 2014).
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3. ANYAG ES MODSZER
3.1. Novényi anyag
Kisérleteinkhez eltérd foldrajzi helyekrdl szarmazo diploid tarackbtizatajokat (6. dbra), és

kiilonboz6 addicids vonalakat vizsgaltunk citogenetikai és molekularis markerek alkalmazéasaval,

e novények részletes adatai a 2. tdblazatban lathatok.

2. tablazat A vizsgalt tarackbuzafajok bemutatasa

Né Kromoszomaszam,
v genomosszetétel Azonosito Szarmazas Vizsgalat
Tarackbuzafajok
PI 639814 o FISH, GISH,
MvGB 1521 Mongélia | cOS marker
A istat. 2n=2x=14, PP
gropyron cristatum n=2x=14, Pp— - FISH, GISHL
MVGB 1509 Bulgaria COS marker
P1 610973 Ismeretlen FISH, GISH,
MvGB 1607 COS marker
Pseudoroegneria o tat PI 619445 Egyesiilt COS marker
spicata 20=2=14, 85| \uGB 1617 | Allamok
PI1 618736 Ismeretlen FISH, GISH,
MvGB 1615 COS marker
PI 531711 . . FISH, GISH
MvGB 1705 Esztorszag
Thinopyrum A W6 10232 . FISH, GISH
bessarabicum 20=2x=14, 1 MvGB 1703 | Oroszorszag
PI 531712 Ukraina FISH, GISH,
MvGB 1706 ! COS marker
Thinopyrum 2n=2x=14, EE P1571718 Tunézia FISH, GISH,
elongatum MvGB 1965 COS marker
Triticum aestivum L. subsp. aestivum
Chinese Spring (CS) | 2n=6x=42, AABBDD , COS marker
, . Kina
buzafajta
GK Othalom 2n=6x=42, AABBDD GKI COS marker
CS-Th.elongatum diszomas addicios vonalak
E-7E 2n=6x=44, Dvorak & glgglhliili{r’
21 buza"™+1"E Knott, 1974 L
keresztezés
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2. tablazat folytatasa A vizsgalt tarackbuzafajok bemutatasa

CS-Th. elongatum diteloszomas addiciés vonalak
1ES, 1EL, 2ES, 2EL, o FISH, GISH
3ES, 3EL, 4ES, SES,| | bz,nz aﬁilf‘%’ S 1{%???9%4 COS marker
5EL, 6ES, 7ES, 7EL " :
CS-Th. elongatum 2n=8x=56, Dvorak & FISH, GISH
amfiploid AABBDDEE Knott, 1974 | COS marker
CS-A. cristatum diszomas addicios vonalak
In=6x=44 Institute of FISH, GISH
1P-6P 141l Experimental | COS marker,
21 buza"+1" P * ,
Botany keresztezés
Institute of COS marker
2n=6x=45, . ’
5P+2C 21 bﬁzaHJrIH P+II C E)gerlmefial keresztezés
otany
Institute of COS marker
2n=6x=45, . ’
6P+2C 21 biza+1" P+1! C E)g)erlme:ﬂfal keresztezés
otany

MvGB: Martonvasari Gabona Génbank

*A vizsgalatok soran felhasznalt szemeket Mahmoud Said (Institute of Experimental Botany,
Center of the Region Hana for Biotechnological and Agricultural Research, Olomouc, Czech
Republic) biztositotta szamunkra.

** A vizsgalatok soran felhasznalt szemeket Mahmoud Said és T. R. Endo (Institute of
Experimental, Botany Center of the Region Hana for Biotechnological and Agricultural Research,

Olomouc, Czech Republic) biztositotta szamunkra.
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D |

18

6. abra A vizsgalt tarackbuizafajok kalaszai. A: Th. bessarabicum, B: Ps. spicata, C: A.
cristatum, D: Th. elongatum (Fotok: Gaal Eszter, 2019)

Keresztezési programjaink célja olyan el6nemesitési alapanyagok eldallitdsa, amelyek
rendelkeznek a tarackbuizdk hasznos tulajdonsagaival. Ennek érdekében kétféle keresztezési
programot inditottunk. Az egyik keresztezési program soran CS-A. cristatum és CS-Th. elongatum
megfeleld diszomas (DA), illetve monoszoméas (MA) addicidés vonalait kereszteztiik. A
keresztezési program soran mindegyik vonal esetén két irdnyban végeztiik a keresztezéseket,
vizsgalva az anyai ill., apai genotipusok hatasat a szemkotésre. Vizsgalataink sordn a 3. tablazat
szerinti kombinaciokban végeztiik el a keresztezéseket a 7. dbra keresztezési séma alapjan. A 7.
abran lathatd keresztezési séma csak a gyakrabban el6forduld F; utédokat mutatja. A

keresztezések soran célunk minél tobb transzlokaciot hordozo utdd eldallitasa.

3. tablazat Chinese Spring (CS)- Agropyron cristatum €s CS-Thinopyrum elongatum diszémas
(DA) és monoszémas (MA) addicios vonalainak keresztezési kombinacioi.

Anya
Apa

DAIE | DAIP | DA3E | DA3E | DA3P | MA3P | DA4E | DA4P | DASE | DASP
DAIP | DAIE | DA3P | MA3P | DA3E | DA3E | DA4P | DA4E | DASP | DASE
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CS- A. cristatum DA x CS- Th. elongatum DA

2n=44, 21" ABD + 1'P l 2n=44, 21" ABD + 1'E
Fs Fs Fs
21"ABD+1'P+1'E  21"ABD(TRL)+1tP 21" ABD+1'E+1tP
2n=44 2n=42 2n=43

7. abra Buza-tarackbtiza addicids és transzlokacios vonalak eldallitdsanak menete az 1-es
homeoldg csoport példdjan bemutatva. DA: diszoémas addicio, TRL: transzlokacio, ¢: teloszoémas
addicid. A képen a gyakrabban el6forduld F1 utédok szerepelnek.

Keresztezési programunk masik részében a CS- 4. cristatum diszémas addicios vonalak és a
gametocid géneket hordozd CS- Ae. cylindrica 2C diszémés addicids vonal 8. &bra szerinti
keresztezésébdl szarmazod FoBCi, illetve a BCi x CS keresztezésébdl szarmazd Fi generacid
egyedeit vizsgaltuk, mivel ezekben mdar vérhaté a gametocid gének okozta kromoszéma

atrendezddések megjelenése. A novényeket Ontermékenyitettiik tovabbi atrendezddések

kialakulasahoz.
CS- A. cristatum DAGP *® CS- Ae. cylindrica DA2C
2n=44, 21" ABD + 1P l 2n=44,21"ABD + 1'C

F
CS- A. cristatum DABP 3 511 ABD+1IP+1/G

2n=44, 21" ABD +1'P

1 2n=44 \ Ontermékenyités
CS * BC, F, X (CS- A. cristatum DAGP
2n=42. 2n=45 2n=46 2n=44, 211 ABD+1'P
211 ABD 211 ABD+11P+1IC 211 ABD+11P+1ic |
Fi F,BC,
211 ABD+11P+1'C 211 ABD+1'P+1C
2n=45 2n=45

8. abra Chinese Spring- Agropyron cristatum és CS- Aegilops cylindrica addiciés vonalak
keresztezési sémaja. Az abran csak a szamunkra hasznos genotipusok vannak feltiintetve.
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3.2. Alkalmazott modszerek

3.2.1. Citoldgiai preparatum készitése

A vizsgalt ndvényi anyagokbol szarmazo szemeket nedves szlir6papiron csiraztattuk, majd
a csirdzasnak indult szemeket 48-72 6ran at 2-5°C-on taroltuk, igy szinkronizalva a sejtek
osztodasat. Ezt kovetden 26°C-os termosztatba helyeztiik 26 orara a Petri-csészéket. Az 1-1,5 cm-
re nott gyokércsucsokat leszedtiik, majd 1 napig jeges vizben, ezutan abszolut etanol és jégecet
3:1 aranyu keverékében 5 napig 37°C-on fixaltuk, ezzel ledllitva a sejtek osztddasat. A szemeket
a gyOkércsucsok eltavolitdsa utan egyedi citologiai szammal ellatott tdpkockdkba helyeztik a
novények felnevelése céljabol. A gyokereket ezutan felhasznéalasig -20°C-on taroltuk. A
preparatumkészitéshez a gyokércsucsokat 1%-os karminecetsav oldatba helyeztiik 15-30 percre,
ezzel festve €és puhitva a sejteket. A gyokércsucsokat targylemezre helyezve 45%-0s ecetsav
oldatban nyomtuk szét. A targylemezeket fénymikroszkép alatt faziskontraszt feltét alatt
vizsgaltuk, az in situ hibridizacidhoz megfeleld targylemezekrdl a fedélemezt folyékony No-ben
torténd fagyasztds utan eltavolitottuk, majd etanol sorozatban (70%, 90% ¢és 100% etanol oldat)
torténd dehidratalas utdn -20°C-on taroltuk a kromoszoma-preparatumokat (Langné Molnar,

2006).

3.2.2. Novénynevelés és keresztezés fitotroni kamrakban

A vizsgalandd szemeket csirdztatas és gyokérszedés utan tapkockékba iiltettiik, majd 1 hét
szobahOmérsékleten torténd ndvénynevelés utan 6-8 hétig (a tarackbuzafajok esetén 8 hét, a buza
¢és az addicids vonalak esetében 6 hét) 4 °C-on vernalizaltuk. A vernalizacios ido letelte utan a
ndvényeket tapkockaval egyiitt cserepekbe iiltettiik, és Conviron PGR-15 (Conviron, Winnipeg,
Canada) tipusti ndvényneveld kamrakban helyeztiik el. A novénynevelés a Tischner et al. (1997)
altal kidolgozott protokoll szerint tortént. A ndvények a bokrosodasig 12 6ra nappali megvilagitas
mellett (200 pmol/s/m?), valamint 15 °C nappali és 10 °C éjszakai hdmérsékleten fejlédtek, ezutan
a hdmeérsékletet 2-2 °C-kal, a megvilagitas idejét 2 oraval noveltiik szarba indulaskor, virdgzaskor,
illetve a szemfejlddés kezdetén. Uveghazban (Global Glasshouse Venlo) torténd ndvénynevelés
esetén a kezdeti hdmérséklet nappal 11 °C, éjszaka 7 °C volt, amelyet 23/17 °C-ra noveltlink, a
kezdeti megvilagitas 13 ora volt, amelyet 16 6rdra noveltiink a novények beéréséig (12 hét). A
keresztezések a fitotroni kamrdkban torténtek 20-25 °C kozott. Kasztralas (kalaszkék csucsi
felének levagasa, kozEépso virag eltavolitasa, a két sz¢Elsd virag 3-3 portokjanak eltavolitasa) utan
az anyanovényeket izolaltuk, majd 2-4 nap mulva a pollenadonak hasznalt levagott kalaszokkal
porgetéses modszerrel juttattuk a pollent a kasztralt kalaszokra, majd Gjra izolaltuk dket.
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3.2.3. Novénynevelés évelokertben

A szant6foldi novénynevelés Martonvasaron, az Un. éveldkertben tortént (GPS
koordinatak: E47° 18° 40.2”, K18° 46’ 48.3”, 9. abra) tortént. A szemeket a méar emlitett modon
csirdztattuk, vernalizacids kezelésnek tettiik ki, majd fitotroni kamrakban bokrosodasig neveltiik,
ezutan pedig kiiiltettiik dket a tenyészkertbe. Jelenleg 76 éveld ndvényt neveliink kint, melyek

kozott szamos A. cristatum, Th. bessarabicum, Th. elongatum, Th. intermedium, A. fragile, Ps.

spicata, illetve tobb Secale, és Hordeum faj megtalalhato.

9. abra A szant6foldi névényhevelés helyszine Martonvasaron, az un. éveldkert. (Fotd: Gaal
Eszter, 2018)

3.2.4. DNS izolalas

Az alkalmazott in situ hibridizaciés modszerekhez és a molekularis markerek segitségével
végzett vizsgalatokhoz sziikséges genomi DNS-t 3-4 hetes novények levelébdl izolaltuk
QuickGene Mini80 (FujiFilm, Japan) késziilék alkalmazasaval a hozza tartozo kittel (QuickGene
DNA Tissue kit S, Kurabo Industries LtD., Japan) a gyart6 utasitasai szerint.
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3.2.5. Proba jelolés

A GISH vizsgélatok soran az aldbbi fajok teljes genomi DNS-ét hasznaltuk fel: 7h.
elongatum, Th. bessarabicum, A. cristatum, Ps. spicata, T. aestivum (Mv9kr1, Chinese Spring). A
FISH vizsgalatok soran a buzafélék korében leggyakrabban alkalmazott repetitiv probakat (pTa7l,
pSc119.1, Afa-family, HT100.3, pAsl), és kiilonb6z6 mikroszatellit probakat: (GAA)n, (CAC)n,
(AGQG)n, (ACT)n, (ACG)n, (AAC)n, (CAG), alkalmaztunk. A pTa71 egy a buiza riboszomalis (18S-
5.8S-25S rDNS) génjeit hordozé 9.05 kb hosszi DNS klon (Gerlach és Bedbrook, 1979), amelyet
rizs genomi DNS-bdl szaporitottunk fel Chang et al. (2010) modszere alapjan. A pSc119.1 egy
120 bp hosszusagu rozsbol izolalt repetitiv DNS szakasz (Bedbrook et al., 1980), amelyet rozs
genomi DNS-bdl allitottunk elé Contento et al. (2005) mddszere alapjan.

A pScl119.2 proba elsdsorban a biiza B genomjahoz, illetve néhany A genomhoz tartozé
kromoszémakon mutat erdteljesebb mintazatot, alkalmazasaval az Osszes B kromoszéma
azonosithat6. A pAsl egy 1 kb hosszusadgi Ae. tauschii genomi DNS-bdl izolélt repetitiv
szekvencia (Rayburn ¢és Gill, 1986), amely elsdsorban a buza D genomjahoz, illetve elszoértan
néhany A genomhoz tartozé kromoszoéman mutat mintdzatot. Az Afa-family proba egy 260 bp
hosszusagu repetitiv DNS szakasz, amelyet a pAsl proba restrikciés endonukledzzal torténd
emésztésével allitottak eld, mintazata szinte megegyezik a pAsl proba mintazataval (Nagaki et al.,
1995).

Az Afa-family probat Ae. tauschii teljes genomi DNS-bdl Nagaki et al. (1995) modszere
alapjan szaporitottuk fel. A pSc119.2 és az Afa-family (vagy pAs]) proba egyidejii alkalmazasakor
a 21 buza kromoszémabol 17 beazonosithatd (Mukai et al., 1993). HT100.3 egy Arabidopsis
thaliana DNS-bOl izolalt telomér repetitiv szekvencia, amely 30 kopidban tartalmazza a
mintazatot (Juchimiuk-Kwasniewska et al., 2011). Az alkalmazott mikroszatellit probakat
(GAA), (CAC)n, (AGG)n, (ACT)n, (ACG)n, (AAC)n, (CAG), bliza genomi DNS-bAI allitottuk el
Molnar et al. (2011) modszere alapjan. A munka soran alkalmazott primerek neve, szekvenciai, a
PCR reakcidk profilja, és a keletkezett termékek hossza a dolgozat végén 1évé M2. mellékletben
talalhato.

Az alkalmazott fluoreszcens in situ hibridizacids vizsgalatokhoz hasznalt Afa-family,
pScl19.2, pTa7l, pAsl, HT100.3 illetve a mikroszatellit probakat biotin-16-dUTP-vel, illetve
digoxigenin-11-dUTP-vel jeloltiik Nick-transzlacioval. A pScl19.2, a pTa71, a HT100.3, ¢és a
mikroszatellit probak esetén a Biotin-Nick Translation Mix-et (Roche), az Afa-family, pAsl, a
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pTa71 és a mikroszatellit probdk esetén a Dig-Nick Translation Mix-et (Roche) alkalmaztuk a
gyarto utasitasai szerint.

A genomi in situ hibridizacids vizsgalatokhoz az alabbi fajok jeldlt, teljes genomi DNS-ét
hasznaltuk: A. cristatum, Th. elongatum, Th. bessarabicum, Ps. spicata. A DNS izoléalast a 3.2.4
fejezetben emlitett modszerrel végeztiik. A teljes genomi DNS szekvenciakat indirekten, random
priming modszerrel jeldltiik biotin-14-dCTP-vel az InVitrogen altal forgalmazott BioPrime

Random Labeling Kit-tel a gyarto utasitasai szerint.

3.2.6. In situ hibridizacio

Az in situ hibridizacios vizsgalatokat megel6zden a targylemezeket sorrendben a kovetkezd
elokezeléseknek tettiik ki, melynek célja az RNS, a felesleges citoplazma ¢és egyéb fehérjék
eltavolitasa, illetve a DNS fixalasa volt:

1. RNaz kezelés: 37°C-os vizfiirdoben végrehajtott 45 perces 10 mg/ml RNaz enzimmel végzett
(Sigma-Aldrich) kezelés 2xSSC oldatban

Mosas: 2 x 2 perc, 2xSSC oldatban 37°C-on

Pepszinkezelés: 1 perc, 1 mg/ml pepszin 10 mM HCl-ban oldva, 37°C-on

Mosas: 2 x 2 perc, 2xSSC oldatban 37°C-on

Utofixalas: 10 perc, 4%-os paraformaldehid oldatban végezve, szobahdmérsékleten

Mosas: 3 x 2 perc, 2xSSC oldatban, szobahdmérsékleten

NS kWD

Dehidratalas -20°C-os alkoholsorozatban: 3 perc 70%, 3 perc 90%, 5 perc abszolut etanol,

ezutan szobahdmérsékleten hagyjuk megszaradni a lemezeket.

Az in situ hibridizacios vizsgalatok soran hasznalt oldatok Osszetétele az M3. mellékletben
talalhato.
megegyeznek. A hibridizacios keverék 50 v/v% formamidot, 39 v/v% 25%-o0s dextran-szulfatot,
10 v/v% 20xSSC-t és 1 v/v% 10%-0s SDS-t tartalmazott. GISH esetében 15 pl hibridizacios
keverékhez 50-80 ng jelolt genom specifikus probat, illetve blokkoldé DNS-ként a jelolt proba
mennyiségéhez viszonyitva 40-80-szoros bliiza genomi DNS-t adtunk, steril vizzel 20 pl-re
kiegészitve. FISH esetében a 15 pl hibridizaciés keverékhez az alkalmazott jeldlt repetitiv DNS
szekvenciak, illetve mikroszatellit alapi probak harmas kombinécioban 6sszesen 10-20 ng DNS-
t, mig blokkol6 DNS-ként 5 ng lazac sperma DNS-t adtunk, steril vizzel 20 pl-re kiegészitve. Az
Osszemért hibridizacios keverék és DNS-ek elegyét FISH alkalmazasa soran 83°C-on 7 percig,
GISH vizsgalat soran 85°C-on 9 percig PCR késziilékben denaturaltuk, majd a preparatumokra
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mérve a kromoszémakat is denaturdltuk FISH alkalmazéasa soran 73°C-on 6 percig, mig GISH
vizsgalat soran 78°C-on 3 percig.

A denaturaciot kovetden a prepardtumokat egy ¢jszakan at inkubaltuk; FISH soran 37°C-on,
GISH alkalmazasanal 42°C-on. A nem specifikusan hibridizalt szekvenciak poszthibridizacios
lemosasa 3 x 5 perc 4xSSC Tween oldattal és 1 x 5 perc 1xPBS oldattal tortént 42°C-on. A jelolt
probak detektaldsahoz TNB-ben oldott, antitesthez kotott fluoreszeens festéket alkalmaztunk egy
45 perces, 37°C-os inkubéci6 soran. A digoxigeninnel jelolt probak esetében antidigoxigenin-
rhodamine-Fab (voros) jelolt antitestet (Roche), mig a biotinnal jelolt probdk esetében Alexa
Fluor-488-Streptavidine (z6ld) jeldlt antitestet (InVitrogen) alkalmaztunk. Az inkubdcios 1d6
letelte utan egy 3 % 5 perces 4xSSC Tween-20 oldattal, majd egy 1 x 5 perces 1xPBS oldattal
tortént mosas kovetkezett szobahdmérsékleten. A kromoszomak kontrasztfestése 1pug/ml DAPI-
val tortént. A targylemezeket a hibridizacios mintazatok rogzitéséig 4°C-on sotétben taroltuk. A
hibridizaciés mintdzatok vizsgalata DAPI (Zeiss Filter Set 49), FITC (Zeiss Filter Set 38) ¢és
Rhodamine (Zeiss Filter Set 20) szlir6kkel ellatott Zeiss Axiolmager M2 epifluoreszcens
mikroszkoppal, mig a jelek rogzitése Zeiss AxioCam MRm CCD kameraval tortént. A fotok
kiértékeléséhez az AxioVision 4.8.2 szoftvert hasznaltuk. Az idiogramokat minden vizsgalt vonal
esetében legalabb 20 metafazisban 1évé sejt kromoszémainak hibridizaciés mintazata és a mért

kararanyok alapjan készitettiik el.

3.2.7. COS markerekkel végzett vizsgalatok

A COS markerekkel tortént vizsgalatokhoz a mar korabban (3.2.4 pontban) ismertetett
modszerrel izolaltuk genomi DNS-t, amelyeket 50 ng/ul koncentracidban vittiik fel egy 96-lyukt
PCR plate-re. Osszesen 114 COS markert alkalmaztunk a vizsgalataink soran, ezeknek a részletes
adatait (primer szekvencia, PCR kondicidk) a dolgozat végén talalhaté M4. melléklet tartalmazza.
E markereket két publikus COS marker adatbazisbol (Wheat Genetic Improvement Network
(WGIN), illetve a Tools and Resources (TR) collections) tigy valasztottuk ki, hogy azok lefedjék
a buza 1-7 homeolég csoportjainak kromoszoémait (Howard et al., 2011; Quraishi et al., 2009). A
PCR reakciokat egy Eppendorf Mastercycler (Eppendorf, Hamburg, Germany) késziilékben
végeztik.

A 15 pl reakcioelegy a kovetkezd Osszetevoket tartalmazta:

e 0,075 pl Tag-polimeraz (0,315 U, 5SPrime GmbH, Hamburg, Germany)

e 1,5 ul 10 x PerfectTaq Plus PCR puffer (SPrime GmbH, Hamburg, Germany)

e 0,5-0,5 pul forward illetve reverse primer (0,4 -0,4 uM)

e 1,5 ul genomi DNS (75 ng)
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e 0,3 ul 10 mM dNTP mix.
e 10,625 pul MQ viz
Az alkalmazott touchdown PCR protokoll (Molnar et al., 2014) a kdvetkezo volt:
e 94°C-2perc
10 ciklus:
o 94°C-0,5 perc
o Ta+5°C-0,5perc (minden ciklusban 0,5°C csokkentéssel)
o 72°C-1 perc

e 30 ciklus:
o 94°C-0,5 perc
o Ta—0,5perc
o 72°C-1 perc

e 72°C-2perc

e 4°C

A PCR reakciok eredményeként kapott amplikonokat és a megfeleld (500 bp vagy 1500 bp)
DNS létrat egy kapillaris elektroforézis elven miikkodd 96 csatornas fragment analizator
segitségével (Advanced Analytical Technologies, Ames, USA) valasztottuk szét. A PCR
termékeket a dsDNA 905, ill. 910 Reagent Kit (Advanced Analytical Technologies, Ames, USA)
alkalmazésaval valasztottuk szét a gyarto altal megadott mddszertani leirasnak megfeleléen. A

gélképeket ProSize 2.0 szoftver alkalmazasaval értékeltiik ki.

3.2.8. Szekvencia analizis

A genomok Osszehasonlitdsahoz a COS markerekkel végzett vizsgalatok alapjan készitett
fizikai térképet hasznaltuk fel. Ennek soran a COS markerek EST szekvencidjat vetettiik 6ssze a
buza szekvencidjaval IWGSC, 2018) BLAST algoritmus segitségével tortént hasonldsagi keresés
alapjan (https://urgi.versailles.inra.fr/blast/). A BLASTn keresés eredményei koziil a megfeleld

(B-érték < 2,8*10%, azonossag > 82% és az illesztési hossz > 100 bp alapjan) taldlatokat
valasztottuk ki. A markerek relativ sorrendjét és a genetikai tavolsagukat (cM) az EST contigok
alapjan hatdroztuk meg, amelyeket a GenomeZipper (v.5) adatbazisbol (IWGSC, 2014) kerestiink
ki.

A buza-Thinopyrum homoldgia viszonyok &brazolasdhoz elkészitettik az Thinopyrum
méretaranyos kromoszomait, ¢s ezeken elhelyeztiik a térképezett COS markereket. A megfeleld
szekvenciak kezddpozicioit (bp) hasznaltuk fel a COS markerek fizikai elhelyezkedésének
abrazolasahoz. A buza pszeudomolekuldk ¢és a megfeleld szekvencidk hosszat és kezddpontjait

(bp) pixelekké konvertaltuk és ezen adatokbol egy erre egyedileg készitett szoftver
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(http://geneticmap.herokuapp.com) alkalmazasaval elkészitettiik a buza COS marker alapt fizikai

térképét. A buza és a Th. elongatum genomjai kozotti homologia viszonyok abrazoldséhoz a
markereket szinkoddal lattuk el a buza fizikai térképen az E genomon 1évd elhelyezkedésiik

alapjan.
3.2.9. Mesterséges levélrozsda-fertozés

Uveghézi koriilmények kozott vizsgaltuk CS-A. cristatum, illetve CS-Th. elongatum
diszomas ¢€s diteloszomas addiciés vonalak levélrozsda- ellenallosagat mesterséges fert6zés soran.
A vizsgélatokat a Kaldszos Gabona Nemesitési Osztdly munkatarsaival egylitt végeztik. A
fertézés soran hasznalt levélrozsda uredosporakat a kontrollként is hasznalt, fogékony ’Alcedo’
buzafajtan szaporitottuk fel. Az igy kapott fertéz6 anyag pontos rasszosszetétele nem ismert,
azonban kozel-izogén vonalak tobb éves vizsgalati eredményei alapjan az Lr9, Lr19, Lr24, Lr25,
Lr28, Lr29 és Lr35 rezisztenciagének hatdsosak ellene (Vida et al., 2011). A novényeket a vetést
kovetd nyolcadik napon egyleveles allapotban fertdztiik az uredosporak vizes szuszpenziojaval,
majd a fert6zést kovetd tizedik napon értékeltiik. A novények fertdzottségét a Stakman et al.

(1962) altal kidolgozott skala alapjan értékeltiik ki (10. abra):

0: immunis (nincs tiinet),

;: nagyon rezisztens (hiperszenzitiv foltok megjelenése),

1: rezisztens (apr6 uredotelepek, hiperszenzitiv foltok megjelenése),

2: mérsékelten rezisztens (apro/kézepes uredotelepek megjelenése, zold levélszigetek koriil
nekrotikus foltok megjelenése),

3: mérsékelten fogékony (kozepes uredotelepek, nekrotikus foltok nélkiil),

4: fogékony (nagy uredotelepek, nincsenek nekrotikus foltok),

X: heterogén reakcid (tobb reakcidtipus egyszerre).
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10. abra Buza levélrozsda-fertdzottségének Stakman-skala szerinti osztalyozasa (Mcintosh

et al., 1995; Stakman et al., 1962)
3.2.10. Statisztikai elemzés

A tarackbuzafajok COS markerekkel végzett vizsgéalatok szerinti rokonsagi viszonyait
dendrogramon éabrazoltuk. A dendrogram elkészitéséhez a markeres vizsgalatok eredményeként
keletkezett PCR termékeket bindrisan kodoltuk (1: adott fragmentum jelen van; 0: adott
fragmentum nincs jelen), majd az adatokbodl kiszdmoltuk a genomokra vonatkozé Jaccard-féle

hasonlosagi koefticienst (Kosman és Leonard, 2005):

a
a+b+c’

J (i1,i2) = ahol

a: azoknak a termékeknek a szama, amelyek mindkét minta (i1, és i2) esetében keletkeztek
b: azoknak a termékeknek a szdma, amelyek 11 esetében képzddtek, de i» esetében nem

c: azoknak a termékeknek a szdma, amelyek 1> esetében képzddtek, de i1 esetében nem
Minél kozelebb van két genom kozotti koefficiens az 1-hez, annal hasonlobb a két genom.

A dendrogram elkészitését a Raxm1GUI2.0 beta 14 szoftverrel (Silvestro és Michalak, 2012),
mig a dendrogramok abrazolasat a MEGA-X szoftverrel végeztiik (Kumar et al., 2018).
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4. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

4.1. Kariotipizalasi vizsgalatok

Az Agropyron cristatum, Thinopyrum bessarabicum és Pseudoroegneria spicata tajok
kromoszémainak azonositdsdhoz az egyes Triticeae fajok molekularis citogenetikai vizsgalata
soran korabban alkalmazott repetitiv. DNS probakat (pSc119.2, pTa7l, Afa-family, pAsl,
HT100.3) illetve mikroszatellit ismétlddéseket ((GAA)n, (CAC)n, (AGG)n, (ACT)n, (ACG)n,
(AAC)n, (CAG)n) hasznaltuk. Az alkalmazott fluorokrémok harom szin hasznalatat tették lehetové
a fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH) soran, ezért a probakat harmas csoportokban teszteltiik.
A vizsgalt fajok kromoszomainak homeolog csoportokba sorolasa nem tortént meg az adott fajok
addicidés vonalainak hidnydban. Addicios vonalakat a Ps. spicata esetében informacioink szerint
nem sikertlt eléallitani. Az A. cristatum kariotipusanak elkészitésé¢hez figyelembe vettiik Said et
al. (2018) altal készitett single-gene FISH alapu kariotipust, amelyhez 45 ortolog gén cDNS
szekvenciainak segitségével kromoszéma szinten vizsgaltdk a buza és az Agropyron P
kromoszoémai kozti homeoldg kapcsolatokat. A tarackbuzdkban fennalld fajon beliili genetikai
diverzitas miatt azonban csak részlegesen sikeriilt a kariotipusokat egymasnak megfeleltetni. Ezek
alapjan e két faj kromoszomait betiikkel kiilonboztettik meg a kariotipusok esetén. A Th.
bessarabicum kromoszomait SNP-Array modszerrel Grewal et al. (2018) homeoldg csoportokba
soroltdk, illetve pScl19.2 és pAsl probaval készitettek kariotipust, ezt felhasznalva a Th.

bessarabicum kromoszOmait szamszerien azonositottuk.

4.1.1. Az Agropyron cristatum kromoszomainak azonositasa molekularis citogenetikai
modszerekkel

Az Agropyron cristatum esetében két kiilonbozo foldrajzi helyrdl szarmazo vonal (MvGB
1509, MvGB 1521) idiogramjat készitettiik el és vizsgaltuk a hibridizacids mintazatban jelentkezd
hasonlésagot és kiillonbozdséget (polimorfizmust) a két vonal kozt (11. és 12. dbrak).

A kapott hibridizacidos mintdzat alapjan minden kromoszoma jol megkiilonboztethetd
egymastol. A diploid Agropyron cristatum kromoszémai a szubmetacentrikus DP kromoszoma
kivételével metacentrikusnak tekinthetoek. Erds intenzitasti Afa-family jeleket figyeltiink meg a
legtobb kromoszoma telomér régidiban, illetve néhany interkaldris régioban, valamint az AP

Két kromoszéman (AP, EP) megfigyelhetd volt a nukledlusz organizalo régidé (NOR-régid).
Az MvGB 1521-es vonal mindkét kromoszomajan jol 1athaté a NOR-régio, mig az MvGB 1509-

es genotipus AP kromoszomajan 1évé NOR-régié nem minden sejtben volt lathato. A két genotipus
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mintazata kozott szamos eltérést tapasztaltunk. Az MvGB 1521-es vonal esetében nem tudtuk
megfigyelni azokat a pSc119.2 hibridizacios jeleket, melyeket az MvGB 1509-es vonal BP, CP,
DP ¢és GP kromoszomainak rovid karjan detektaltunk. Az MvGB 1521-es vonal kromoszémain az
Afa-family hibridizacidés jelek minden esetben a kromoszoémak disztalis részén voltak
kimutathatéak, mig az MvGB 1509-es genotipusnal ugyanezen jelek inkdbb proximalisabb
régiokra voltak jellemzdek. A GP kromoszéma rovid karjanak disztalis részén taldlhato egy
pSc119.2 jel, mig az interkalaris részben 2 db Afa-family jel talalhaté az MvGB 1509-es vonalnal,
mig az MvGB 1521-es vonalnal ezek a jelek hidnyoztak.

a b
11. abra Az Agropyron cristatum eltéré vonalainak (a, MvGB 1521; b, MvGB 1509) mitotikus
kromoszomainak azonositasa fluoreszcens in situ hibridizaciéval (FISH). Az azonositashoz az
Afa-family (piros), a pSc119.2 (z6ld), és a pTa71 (sarga) probdkat hasznaltuk, a kromoszomak
hattérfestése DAPI-val (kék) tortént. A skala 10 um-nek felel meg.

AP BP CP DP EP FP GP AP BP CP DP EP FP GP

SO _SMF ﬁ = _ S
: __:__bJD -

12. abra Az Agropyron cristatum a) MvGB 1521 és b) MvGB 1509 vonalanak idiogramja. A
szinek az alkalmazott probaknak megfelelden: Afa-family (piros), a pSc119.2 (zdld), és a pTa71

(sarga).
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4.1.2. A Pseudoroegneria spicata kromoszomainak azonositisa molekularis citogenetikai
modszerekkel

A Pseudoroegneria spicata faj kromoszoémainak vizsgéalata sordn két eltéré foldrajzi

helyrdl szarmaz6 vonal (MvGB 1615, MvGB 1607) idiogramjat készitettiik el és vizsgaltuk a

hibridizaci6és mintazatban bekdvetkezd polimorfizmust a két vonal kozott. (13. és 14. abrak).

13. abra A Pseudoroegneria spicata eltérd vonalainak (a, MvGB 1615; b, MvGB 1607 mitotikus
kromoszémainak azonositdsa fluoreszcens in situ hibridizacioval (FISH). Az azonositashoz az
Afa-family (piros), a pSc119.2 (z6ld), és a pTa71 (sarga) probakat hasznaltuk, a kromoszoémak
hattérfestése DAPI-val (kék) tortént. A skala 10 um-nek felel meg.

A vonalak kozott azonositott, hibridizaciés mintazatban jelentkezd polimorfizmus
nagymértéki volt, hasonldan az A. cristatum-hoz. A harom alkalmazott DNS préoba segitségével

minden kromoszoma megkiilonboztethetd volt (13. abra).

AS BS CS DS ES FS GS AS BS CS DS ES FS GS

= - \ \
it e

14. abra A Pseudoroegneria spicata 2 vonaldnak idiogramja, bal oldalon az MvGB1615, jobb
oldalon az MvGB1607 vonal. A szinek az alkalmazott probaknak megfelelden: Afa-family (piros),
apScl19.2 (zold), és a pTa7l (sarga).
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Az AS szubmetacentrikus kromoszoman egy keskeny szatellit talalhato, intenziv pTa71 jellel.

crer

crer

1615 vonal kromoszomajan egy hatarozott pSc119.2 jel is megfigyelhet6 volt, de csak az egyik
kromoszoman.

A BS kromoszoman szintén felfedezhetd volt egy masodlagos befiiz6dés, de a pTa7l jelet
nem tudtuk kimutatni. A kromoszéman telomérikus pozicioban Afa-family jeleket mutattunk ki.
A CS, DS ¢és FS kromoszémak hasonlé hibridizaciés mintazatuk ellenére megkiilonboztethetok
voltak egymastol. Mindharom kromoszoman, az egyes karok telomérajan Afa-family jeleket
detektaltunk. A CS és a FS kromoszoma metacentrikus, mig a DS kromoszéma szubmetacentrikus.
A FS kromoszéman elhelyezkedd Afa-family jelek halvanyabbak voltak, mint a CS kromoszéma
karokon, illetve a centromérahoz kozelebb, szubtelomér régidban helyezkedtek el. A DS
kromoszoma hosszu karjan intenzivebb jeleket tapasztaltunk, mint a révid karon.

Az ES kromoszoma rovid karjan egy széles szatellit helyezkedik el, pTa71 jel jelenlétében.
kromoszomajan. Mindkét vonal ES kromoszomajan elhelyezkedd szatellit interkalaris részében

egy Afa-family sav is lathato volt, ami az MvGB1607-es vonal kromoszémajan joval gyengébbnek

crer

crcr

crer

tapasztaltunk, amely hibridizacios jel az MvGB1607-es vonal esetében hianyzott.

4.1.3. A Thinopyrum bessarabicum kromoszomainak azonositasa molekularis citogenetikai
modszerekkel

A Thinopyrum bessarabicum faj kromoszémainak vizsgalata soran harom eltérd foldrajzi
helyrdl szarmazo6 vonal (MvGB 1703, MvGB 1705, MvGB 1706) idiogramjat készitettiik el €s
vizsgaltuk a hibridizaciés mintdzatban jelentkezd polimorfizmust a harom vonal kézt (15. és 16.
abrak). A Th. bessarabicum kromoszomainak morfologidja igen valtozatos, az 1J, és a 2J
metacentrikus, a 3J, 4] és 7J szubmetacentrikus, mig az 5J és 6J akrocentrikus kromoszoémak. A
kapott hibridizacidos mintdzat alapjan a kromoszémak jol elkiilonithetok ¢és egyedileg
azonosithatok voltak. A hadrom vonal kozo6tt nem tapasztaltunk polimorfizmust a hibridizacios

mintdzatban, ellentétben a korabban targyalt 4. cristatum faj kromoszomainak vizsgéalataval.
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15. abra A Thinopyrum bessarabicum eltéré vonalainak (a, MvGB 1703; b, MvGB 1706; c,
MvGB 1705) mitotikus kromoszoémainak azonositasa fluoreszcens in situ hibridizacioval (FISH).
Az azonositashoz az Afa-family (piros), a pSc119.2 (zdld), és a pTa71 (sarga) probakat hasznaltuk,
a kromoszomak hattérfestése DAPI-val (kék) tortént. A skéla 10 um-nek felel meg.
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1J 2) 3] 4 51 6] 7]

16. abra A Thinopyrum bessarabicum idiogramja. A szinek az alkalmazott probaknak
megfeleléen: Afa-family (piros), a pSc119.2 (z61d), és a pTa7l (sarga).

A tobbi tarackbuzafajtol eltéréen a Th. bessarabicum kromoszomain a pSc119.2 préoba jol
elkiilonithetd jelet adott az egyik (1J, 2J, 5J) vagy mindkét (3], 4J, 6J, 7)) kar telomér régiojaban.

Az 1) kromoszéma hosszu karjan egy telomér pozicidban elhelyezkedd pScl119.2 jel, egy

crer
crer
--------

« s ey

rrrrrrrr

family jel volt megfigyelhetd.

A Th. bessarabicum genomja két NOR régioval rendelkezik, a kisebb az 5J, mig a nagyobb a
6J kromoszoman helyezkedik el. Mindkét kromoszéman megtalalhatd a 45S rDNS 16kusz is. Az
5J kromoszoma hosszu karjan egy intenziv telomér, és egy szubtelomér régioban elhelyezkedd
Afa-family jel volt azonosithato. A 6J kromoszoman a pSc119.2 DNS proba a szatellit régidoban
hibridizaciés mintazatot.

4.1.4. A Kariotipizalasi vizsgalatok eredményeinek megvitatasa

A buza harmadlagos génforrdsaihoz tartozd tarackbtizafajok szamos agrondmiailag
hasznos gént hordoznak, amelyek felhasznalhatok a buza nemesitési programjaiban. A minél
hatékonyabb keresztezési programokhoz fontos a buzaba atvitt idegenfaji kromatin azonositésa.

Az idegen kromoszoma, ill. kromoszémaszakaszok azonositasara a leggyakoribb modszer a
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fluoreszcens in situ hibridizaci6é (FISH), amellyel kiilonb6zo repetitiv DNS probakat alkalmazva
specifikus mintdzatokat kapunk a kromoszémakon (Pedersen és Langridge, 1997; Rayburn és Gill,
1987). A tarackbuzafajok esetében igen kevés fajnak késziilt el eddig a kariotipusa (Grewal et al.,
2018; Linc et al., 2012), ezért is tliztiik ki célul 3 tarackbuzafaj (4. cristatum, Th. bessarabicum,
Ps. spicata) kariotipizalasat. Az A. cristatum kariotipusanak elkészitéséhez figyelembe vettiik a
Said et al. (2018) altal készitett single-gene FISH alapti kariotipust. A kariotipus elkészitéséhez 45
ortolog gén cDNS szekvencidinak segitségével kromoszoéma szinten vizsgaltdk a blza és az
Agropyron P kromoszémai kozti homeoldg kapcsolatokat. A c¢DNS hibridizaciés jelek
kromoszomakon torténd azonositasdhoz a szerzok alkalmaztak az altalunk is hasznalt pSc119.2 és
45S rDNS probakat alkalmaztdk. Eredményeikkel Osszehasonlitottuk az altalunk készitett
kariotipusokat. Azonban a tarackbtizakban fennall6 fajon beliili genetikai diverzitads miatt ez csak
részlegesen sikeriilt. Az MvGB1509-es vonal esetén a két kariotipus relative jol megfeleltethetd
egymasnak, a 3P kromoszoma kivételével, aminél a pSc119.2 jel, a mi esetiinkben a révid karon
talalhato, mig Said et al. (2018) publikacidja esetén a hosszl karon. Az altalunk vizsgalt masik
vonal, az MvGB1521 esetén azonban ez az egyezés nem volt tapasztalhatd, ugyanis e vonal
kromoszomai nem hordoztak pSc119.2 jeleket.

A buza rokonsagi korében a leggyakrabban alkalmazott repetitiv DNS probék a citologiai
vizsgélatok sordn a pScl19.2, Afa-family és a pTa7l. Ezt a harom probat alkalmazva
megallapithattuk, hogy a probak kromoszémakon megjelend hibridizacidés mintdzata alapjan az
egyes kromoszémak megkiilonboztethetok egymastol. A mikroszatellit probadk azonban,
ellentétben mas Triticeae fajokkal (kenyérbuza, Aegilops, T. monococcum, Secale) a
tarackbiizdkon nem mutattak specifikus hibridizaciés mintazatot. A legdsszetettebb mintazatot a
Ps. spicata kromoszémadin tapasztaltuk, mig az A. cristatum esetében volt a mintdzat a
legegyszeriibb, am mégis elegendd a kromoszoémak megkiilonboztetésére. Vizsgaltuk e fajok
eltérd foldrajzi szarmazast vonalai kozotti polimorfizmust a FISH mintazatban, amely soran a Th.
bessarabicum 3 vonala kozott nem tapasztaltunk 1ényegi kiilonbségeket, mig az A. cristatum és a

Ps. spicata esetében szamottevo kiilonbségeket tapasztaltunk (17. 4bra).
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A. cristatum Ps. spicata Th. bessarabicum
MVGB1509  MVGB1521 MVGB1615 MVGB1607 MVGB1703 MVGB1706 MVGB1705

17. abra A vizsgalt fajok FISH alapu kariotipusai és a kariotipusok kozti kiilonbségek. A
kromoszomak jelolése Afa-family (piros), a pSc119.2 (z6ld), és a pTa71 (sarga) probaval tortént.
A kromoszomak hattérfestése DAPI-val (kék) tortént. A piros nyilak a polimorfizmusokat jelolik
az egyes fajokon beliil.

A mikroszatellit probakkal ujrahibridizalva a targylemezeket, a vizsgalt tarackbtzafajokon
nem tapasztaltunk hibridizaciés jeleket. Tarackbuzafajok esetén ez nem egyediilallo, Th.
elongatum esetén sem volt tapasztalhato hibridizacids mintazat (Linc et al., 2012), Th. ponticum
esetében egyediil a 7-es kromoszoman volt tapasztalhatdo GAA jel a centroméra kozelében (Sepsi
et al., 2008a). Mas Triticeae fajokon (Aegilops, T. monococcum, rozs, buza) azonban sikeresen
alkalmaztak mar SSR probakat (Cuadrado et al., 2008; Cuadrado €s Schwarzacher, 1998; Megyeri
et al., 2012; Molnar et al., 2011; Pedersen és Langridge, 1997; Schneider et al., 2010). Ez a
kiilonbség valdsziniileg filogenetikai okokra vezethetd vissza. A Triticeae fajok kb. 25 milli6 évvel
ezelott valtak szét a tobbi fuféléktdl, és nem sokkal késébb az Agropyron tajok mar egy 6nalld
csoportot képviseltek (Feldman és Levy, 2015). Ezenkiviil a fajok kiilonb6zé klimatikus viszonyu
helyekhez vald adaptaciojabol is adodhat e kiilonbség. A Triticum/Aegilops fajok tobbsége a
Termékeny Félhold valtozé klimaju teriiletén alakult ki, amely az egyéves egyedfejldédési
ciklusnak kedvezett. Ezen fajok kornyezeti adapticidja a genom szintjén egyiitt jarhatott a
mikroszatellit ismétlédések felszaporodasdval a DNS polimeraz ,,csuszasa” (slippage)
kovetkeztében (Levinson és Gutman, 1987), melyek tovabbi genombeli elterjedését eldsegithette
a transzpozabilis elemek fokozott aktivitasa is, melyek képesek gén-, és kromoszoma szintii

kromoszéma atrendezodések kivaltasara is.
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Nagy valoszinliséggel egy stabil klimatikus viszonyokkal rendelkez6 ¢l6helyhez adaptalodott
fajban, ahol az éveld jelleg ¢és a vegetativ szaporodas dominélhat, mint amilyenek a tarackbuzak,
a fentiekhez hasonl6 genommaddosulasok nem jatszodhattak le.

A 45S rDNS 16kusz a 18S-5.55-25S rRNS gének, mig az 5S rDNS lokusz pedig az 5S rRNS
gének ismétlddd szekvencidit tartalmazza. Ezek a gének nagyszdmban ismétlddnek és igen
konzervaltak, igy jol alkalmazhatok rokoni viszonyok vizsgalatara és kromoszdma azonositésra is
(Jiang ¢és Gill, 1994; Lapitan, 1992). A 45S rDNS lokuszok a legtobb ndvény esetében a
kromoszomak masodlagos beflizédéseiben (NOR régid) helyezkednek el (Roa és Guerra, 2012),
mig az 5S rDNS lokuszok sok esetben a 45S rDNS-t tartalmaz6 kromoszéman taldlhatok, azonban
mas kromoszomakon is eléfordulnak. A két gén in situ hibridizécidval is kimutathaté a pTa7l
probaval a 458, és a pTa794 probaval az 5S esetében (Badaeva et al., 2015). A Triticeae fajok
tobbségében az 1-es, 5-0s vagy 6-os homeolog csoportba tartoz6é kromoszéman helyezkedik el a
NOR régio, a kenyérbuza esetében az 1B és 6B rovid karjan, illetve az 5D révid karjan és az 1A
kromoszéman talalhatdo NOR régi6 (Badaeva et al., 1996; Dvorak et al., 1984). Appels et al. (1980)
az 1B, 6B ¢s 5D kromoszomakon talalt NOR régiot a Chinese Spring buzafajta esetében, illetve a
rozs 1R, az arpa 5SH és 6H kromoszomajan. Aegilops fajok esetén példaul az 1U ¢és az SU
kromoszomara (Castilho és Heslop-Harrison, 1995), illetve az 1M és 6M kromoszomara (Badaeva
et al., 1996) térképezték a 45S rDNS lokuszokat. Th. distichum esetén 45S rDNS lokuszt az 5-0s
¢€s 6-0s, mig 5S rDNS lokuszt az 5-0s homeolog csoportra térképeztek (Fominaya et al., 1997). A
Th. elongatum esetében két NOR régié taldlhatd, az SE és 6E kromoszomakon, bar a 6E
kromoszoéman nem volt tapasztalhatdo pTa71 jel (Sepsi et al., 2008b), mig az 1E ¢és SE
kromoszémara 5S rDNS lokuszt térképeztek (Dvorak et al., 1989).

Vizsgalataink sordn a Th. elongatum-hoz nagyon kozeli genetikai viszonyban allo Th.
bessarabicum esetén is az 5-0s és 6-os homeolog csoporton tapasztaltuk a NOR régiot, mindkét
helyen pozitiv pTa71 jellel, illetve a 2-es homeoldg csoporton talaltunk egy hatdrozott masodlagos
befiizodést pTa71 jel hidnyaban. A Ps. spicata esetében harom homeolog csoporton (AS, BS, ES)
mutattuk ki a NOR régidkat, az AS és ES esetében tapasztaltunk pTa7l jelet is, mig a BS esetén
nem. Murphy (2007) vizsgalatai soran harom Ps. spicata vonal kozil kettd esetében tapasztalt két
par kromoszéman is masodlagos befiizodést, a harmadik vonal esetében csak egyet, és azt sem
minden sejt esetében. Az A. cristatum AP és EP kromoszomain helyezkedik el a két NOR régio,
az MvGB1509-es vonal esetében mindkét kromoszoman tapasztaltunk pTa7l jelet, mig az
MvGB1521-es vonalnal csak az 5P esetén volt pTa71 jel. Vizsgélataink soran nem minden esetben
tapasztaltunk NOR régidt, ami Gsszhangban van korabbi vizsgalatok sordn tapasztaltakkal

(Badaeva et al., 2015; Said et al., 2014; Schulz-Schaeffer és Jurasits, 1962; Yang et al., 2014).
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Az E ¢és J genom hasonlosaga tobb évtizede foglalkoztatja a kutatokat, szamos vizsgalat
szliletett mar e két genom rokonsagi kapcsolatarol. Mig Dvorak (1981) és Dewey (1984) a két
genom Osszevondsa mellett érveltek, addig mas kutatasok az ellenkezdjét timasztottak ala. Jauhar
(1988) diploid (JE), triploid (JJE) és amfiploid (JJEE) hibrid ndvények esetében alacsony
szazalékban tapasztalt a két genom kromoszomai kozotti parosodast, illetve a diploid hibrid teljes
sterilitaisa miatt a két genom kiilonbozdségét allapitotta meg. Buza-Th. bessarabicum
(AABBDDJ)), illetve buza-Th. elongatum (AABBDDEE) amfiploid novények keresztezésébol
szarmazo hibrid novény (AABBDDIJE) esetében nem tapasztaltak meidzis vizsgélata soran
parosodast a J ¢és az E kromoszomak kozott (Forster és Miller, 1989). Ebben és mas hasonlo
keresztezési vizsgalatok soran is tapasztaltdk a Phl gén erdteljes kromoszomaparosodas gatlo
hatasat az E és J kromoszomak kozott, amely alapjan e két genom is legfeljebb homeolog lehet
(Jauhar, 1990). Az 5S rDNS-t érintd vizsgalatok alapjan is a két genom kiilonbozdségét
allapitottak meg (Kellogg et al., 1996).

Vizsgalataink soran 3 eltérd Th. bessarabicum vonal FISH kariotipusat készitettiik el. Bar
talaltunk a harom vonal kozott kisebb kiilonbségeket, 1ényeges eltérést nem tapasztaltunk (15. és
16. abrdk), A Th. elongatum elkésziilt kariotipusaval Osszehasonlitva azonban szdmos eltérést
tapasztaltunk (18. dbra). Legszembetiindbb kiilonbség az 5-0s és 6-os homeolog csoportot €rinti.
Mindkét genomban e két kromoszoma tartalmazza a NOR régiot, &m a 6E esetében nem
tapasztalhatd pTa71 jel (Linc et al., 2012), mig a Th. bessarabicum esetében mindkét kromoszoma

hatarozott NOR régidval és pTa7l jellel rendelkezett. Ezek alapjan is valoszintisithetd az E és J

genom kiilonbozosége.

1E  2E 3E 4E SE 6E 7E

18. abra A Th. elongatum kariotipusa fluoreszcens in situ hibridizacidéval (FISH). Az azonositas
az Afa-family (piros), a pSc119.2 (z6ld), és a pTa71 (sarga) probakkal tortént. (Linc et al., 2012)

Vizsgalataink soran szamos fajon beliili FISH polimorfizmust tapasztaltunk a tarackbtizafajok

genomjaban, amely a diploid fajok eltérd foldrajzi szarmazasanak kovetkezménye lehet. A legtobb
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fajon beliili polimorfizmust az A. cristatum esetében talaltuk (AP, DP, GP), a legkevesebbet a Th.

bessarabicum esetén tapasztaltuk (6J) (17. bra).

4.2. COS markerekkel végzett vizsgalatok

4.2.1. Tarackbuzafajok genetikai kapcsolatanak vizsgalata molekularis markerekkel

A részletes genom analizis soran a hexaploid btiza (GK Othalom), a Th. elongatum, a Th.
bessarabicum, az A. cristatum két vonalanak, és a Ps. spicata harom vonaldnak genomjat
hasonlitottuk 6ssze COS markerekkel. A felhasznalt COS markereket két nyilvanosan elérhetd
forras alapjan valasztottuk ki, gy hogy a buza minden homeoldg csoportjat lefedjék. Ez alapjan
112 markert valasztottunk ki (M4. melléklet), amelyek koziil 97 marker esetében kaptunk PCR
terméket a 8 vizsgalt faj genomjanak legalabb egyikében, 15 marker esetében nem volt termék. A
97 marker 6sszesen 357 amplikont eredményezett (1-10 termék/marker).

A Th. elongatum vizsgalata soran 82 marker (112 16kusz) esetében tapasztaltunk terméket,
amibdl 43 (53 lokusz) bizonyult polimorfnak a bizadhoz viszonyitva (>5bp kiilonbség). A Th.
bessarabicum esetében 82 marker (109 16kusz) eredményezett PCR terméket, ebbol 44 (52 16kusz)
bizonyult polimorfnak. A Ps. spicata esetében harom eltérd vonalat vizsgaltunk. Az MvGB 1617-
es vonal vizsgalata soran 81 marker (113 16kusz), az MvGB 1607-es vonal esetében 82 marker
(118 16kusz), mig az MvGB 1615-6s vonal esetében 90 marker (135 10kusz) eredményezett PCR
terméket. Ezek koziil az MvGB 1617-es vonal esetében 56 marker (71 10kusz), az MvGB 1607-es
vonalban 57 marker (76 10kusz), mig az MvGB 1615-6s vonalnal 62 marker (87 16kusz) bizonyult
polimorf markernek. Az 4. cristatum két vonalat vizsgaltuk, az MvGB 1521-es vonal esetében 89
marker (117 16kusz), mig az MvGB 1509-es vonal esetében 89 marker (129 16kusz) eredményezett
PCR terméket, amelyekbdl 57 marker (73 16kusz), illetve 62 marker (82 lokusz) bizonyult
polimorfnak a buzéhoz képest.

A vizsgalt tarackbuzafajok rokonsagi viszonyait dendrogramon abrazoltuk (19. ébra) a
3.2.10 fejezetben bemutatottak szerint szamolt Jaccard-féle koefficiensek alapjan (4. tablazat).
Minél kbzelebb van két genom kozotti Jaccard-féle koefficiens az 1-hez, annal hasonlobb a két

genom.
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4. tablazat A 8 vizsgalt génbanki tételre szamitott Jaccard-féle hasonldsagi koefficiensek.

GK E genom J genom S genom S genom S genom | P genom | P genom
Othalom (MvGB (MvGB (MvGB (MvGB MvGB | MvGB | (MvGB
1708) 1706) 1617) 1607) 1615) 1521) 1509)
GK Othalom 1.00 0.32 0.32 0.21 0.21 0.22 0.22 0.22
E genom 1.00 0.43 0.25 0.26 0.27 0.29 0.26
(MvGB 1708)
J genom 1.00 0.24 0.24 0.22 0.26 0.22
(MvGB 1706)
S genom 1.00 0.65 0.72 0.24 0.28
(MvGB 1617)
S genom 1.00 0.62 0.21 0.24
(MvGB 1607)
S genom 1.00 0.25 0.30
(MvGB 1615)
P genom 1.00 0.45
(MvGB 1521)
P genom 1.00
(MvGB 1509)

Az igy kapott adatok alapjan a raxm1GUI szoftverrel elkészitettiink egy maximum-likelihood

alapu fat, amelyet a MEGA-X szoftver alkalmazasaval grafikusan dbrazoltunk is.
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19. abra A 8 vizsgalt génbanki tétel genomjanak genetikai tavolsaga dendrogramon gyokér
nélkiili fa (a) és kor mentén kifeszitett gyokeres fa (b) médon abrazolva.

A dendrogram alapjan a 8 génbanki tétel 3 nagyobb csoportra oszthatd. Az elsdé csoportban
az egymashoz kozeli rokonsagi viszonyban allo Th. elongatum és Th. bessarabicum, illetve a GK
Othalom buzafajta talalhatd. A masodik csoportban a harom Ps. spicata faj talalhaté. Jol
megfigyelhetd, hogy az MvGB1607 és az MvGB 1615 vonal kozelebbi rokonsagi viszonyban van
egymassal. A harmadik csoportban a két 4. cristatum talalhato. Az adatok alapjan a Th. elongatum

¢s a Th. bessarabicum &ll legkdzelebbi rokonsagi viszonyban a buzaval, mig a Ps. spicata fajok a

legtavolabb.
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4.2.2. Kromoszoma-specifikus markerek azonositaisa a Thinopyrum elongatum (EE)
vizsgalata soran

Kromoszéma-specifikus markerek azonositasdhoz az aldbbi Chinese Spring (CS) -Th.
elongatum addiciés vonalakat hasznaltuk:
e teljes diszomas addicios sorozat: DA 1E, DA 2E, DA 3E, DA 4E, DA 5E, DA 6E és DA
7TE;
e 12 diteloszomas addicios vonal: DtA1ES, DtA1EL, DtA2ES, DtA2EL, DtA3ES, DtA3EL,
DtA4ES, DtASES, DtASEL, DtAGES, DtA7ES, DtA7EL;
o illetve CS-Thinopyrum elongatum amfiploid vonal (BBAADDEE); és
e Chinese Spring (CS) buzafajta
A vizsgalat els6 részében az addicids vonalakat ellendriztiik in situ hibridizacioval (20. dbra)
annak érdekében, hogy csak a megfelelé addicidkat tartalmaz6 vonalakat elemezziik molekularis
markerekkel. Minden vonalbdl a kordbban bemutatott modszer szerint gyokérpreparatumot
készitettiink, és GISH-t, illetve az Afa-family, pSc119.2 és a pTa7l probak segitségével FISH
vizsgélatot végeztlink az egyes kromoszomak kimutatdsdhoz ¢és azonositasdhoz. A diszoémas és
diteloszémas addicios vonalak kromoszémalis Osszetételének ellendrzésének GISH és FISH fotoi
a 2E diszomas addicids vonal esetében a 20. dbran lathatd, mig a tobbi vonal az M5. mellékletben

lathatok.

61



20. abra A Chinese Spring-Th. elongatum 2E addiciés vonal kromoszoémalis Osszetételének
ellendrzése GISH (a) és FISH (b) segitségével. A GISH soran a Th. elongatum kromoszomak
z06lden jeloltek (a). FISH soran a 2E kromoszémakat az Afa-family (piros), a pSc119.2 (z6ld), és
a pTa7l (sarga) repetitiv. DNS probak hibridizadcidos mintdzata alapjan azonositottuk (b). A
kromoszomak kontrasztfestése DAPI-val (kék) tortént (a, b). A skala 10 um-nek felel meg.
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21. abra Az E kromoszomak azonositasa a Chinese Spring-7h. elongatum amfiploidban GISH (a)
¢s FISH (b) segitségével. A GISH sordn a Th. elongatum kromoszoémak zolden jelolédtek (a). A
FISH soran a Thinopyrum elongatum kromoszémakat az Afa-family (piros), a pSc119.2 (z6ld), €s
a pTa7l (sarga) repetitiv DNS probak mintdzata alapjan azonositottuk (b). A kromoszoémak
kontrasztfestése DAPI-val (kék) tortént (a, b). A skala 10 pm-nek felel meg.

Megallapitottuk, hogy a 3E, 3ES és 3EL addicids vonalak kivételével minden addicios
vonal tartalmazta a megfelelé Th. elongatum kromoszdémakat. Ellendriztiik az amfiploid vonalat
is, amely tartalmazta az Osszes E genom kromoszomat (21. abra). A 3E, 3ES, és 3EL Th.
elongatum kromoszomakat nem tartalmazd vonalakat kihagytuk a markerekkel végzett
vizsgalatokbol, ennek kovetkeztében 3E specifikus markereket csak kizarasos alapon, és a

kromoszomakarokat figyelmen kiviil hagyva, az amfiploid vonal elemzésével tudtuk azonositani.
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A vizsgalatok sordn 114 COS markert teszteltiink, amelyek koziil 108 (94.7%) marker
esetében szaporodott fel PCR temék, legaldbb egy genotipus esetében, mig 6 (5.3%) marker
vizsgalata sordn nem kaptunk PCR terméket. A 108 marker Osszesen 304 PCR terméket
eredményezett (1-7 PCR termék/marker/genotipus; atlag 2,81 termék/marker), amelyekbdl 111
(36.5%) marker bizonyult polimorfnak - azaz >4 bp kiilonbséget detektaltunk a termékben a buza
genotipushoz viszonyitva-, mig 193 (63.5%) termék nem volt polimorf. Ez a 111 termék 6sszesen
50 markert6l szarmazott. Az 50 marker koziil 31 (62%) volt specifikus csak egy Th. elongatum
kromoszomara (22. abra A), és 9 (18%) marker adott polimorf terméket az amfiploid vonal
vizsgalata soran. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy ezek a a buza 3-as homeolog csoportjara
tervezett markerek nagy valdszintiséggel a hianyzo 3E kromoszomara specifikusak (22. dbra D).
Az 50 marker koziil 10-nél (20%) figyeltiik meg, hogy egyszerre tobb kromoszémara specifikusak,
amelyek koziil 7 marker esetében ugyanazok a termékek jelentek meg kiilonb6z6 kromoszomak
esetén (22. abra B), mig 3 marker esetében kiilonb6z6 termékek szaporodtak fel a kiilonbozd
kromoszoémakon (22. abra C). Igy utobbi termékek kromoszoma-specifikusak, és egyedi

kromoszomak azonositasra is alkalmasak.
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22. abra A vizsgalt Chinese Spring- Th. elongatum addiciés vonalak gélelektroforézis mintazata
egy-egy példan keresztiil bemutatva a kiilonb6zé markereket. Egy kromoszomadra specifikus
marker (TR335) esetén (A), tobb kromoszoémara specifikus marker (c746642) esetén (B), tobb
kromoszémara, de eltérd termékkel specifikus marker (TR430) esetén (C), kizarasos alapon a 3E
kromoszomara specifikus marker (TR62) esetén (D). A digitalis gélkép fragment analizatoron
végzett gélelektroforézis utdn a PROSize 2.0 szoftverrel késziilt. (Amp: amfiploid, CS: Chinese

Spring).

Vizsgalataink sordn 0sszesen 40 kromoszdma specifikus markert azonositottunk: 4 db 1E,
3 db 2E, 9 db 3E, 8db 4E, 5 db SE, 5 db 6E ¢és 6 db 7E specifikus markert. A 3E kromoszomara
specifikussagot kizarasos alapon hataroztuk meg, mivel az addicios vonalak koziil egynél sem
tapasztaltunk specifikus terméket, csak az amfiploid elemzésénél. Az 1E, 4E, S5E ¢és 7E
kromoszémak mind a rovid, mind a hosszl karjara sikerrel azonositottunk specifikus markereket.
A 2E ¢s 6E kromoszomak esetében csak a rovid karra tudtunk biztosan specifikus markert
meghatarozni, a hosszi kar esetében csak kozos markereket talaltunk. Ez az eredmény egy

kromoszoma duplikaciéra enged kovetkeztetni a 2-es és 6-os kromoszdéma kozott.
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4.2.3. Szekvencia analizis

A Th. elongatum E genomja és abuza A, B, és D genomja k6zotti hasonlosagok és eltérések
vizsgalatahoz az 50 polimorf COS marker alapjaul szolgaldé EST szekvencidkat 6sszehasonlitottuk
a buza referencia szekvencigjaval (IWGSC, 2018), www.wheatgenome.org). Az
Osszehasonlitashoz a BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, (Altschul et al., 1990))
alkalmazast hasznaltuk (https://urgi.versailles.inra.fr/Tools/BLAST). A polimorf markerek EST

szekvencidit keresO szekvenciaként haszndlva végeztik a BLASTn keresést a bliza referencia
IWGSC v1.0 szekvencian a homologia viszonyok feltardsa érdekében. A BLASTn keresés
eredményei koziil (E-érték < 2.8¢™%®, Identity (azonossag) > 82% és szekvencia hossz > 100bp,
Mb6. melléklet) a legjobb talalatok esetében az EST-k illeszkedésének a buza pszeudomolekulan
meghatarozott kezddpozicioit (bp) hasznaltuk fel a COS markerek fizikai elhelyezkedésének
grafikus abrazoldsdhoz. A buza pszeudomolekuldk bp-ban kifejezett hosszat és az EST-k
illeszkedésének szintén bp-ban kifejezett kezdOpontjait pixel adatokkd konvertaltuk és ezen

adatokbol egy erre egyedileg készitett szoftver (http://geneticmap.herokuapp.com) alkalmazasaval

elkészitettlik a buza kromoszémak COS marker alapu fizikai térképét. A baza €s a Th. elongatum
genomok kozotti homologia viszonyok vizudlis dbrdzolasdhoz a markereket szinkoddal lattuk el a

buza fizikai térképen az E genomon 1év0 elhelyezkedésiik alapjan (23., 24. és 25. abrak).
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23. abra A buza pszeudomolekulak fizika térképe a vizsgalt COS markerek alapjan az 1-3
homeolog csoport esetében. A blza kromoszémak bal oldaldan a COS markerek bp-ban megadott
poziciodja lathato, a jobb oldalon a markerek 7h. elongatum kromoszoémakon valo elhelyezkedését
a marker nevek hattérszine jelzi. A COS markerek Th. elongatum kromoszoémalis elhelyezkedését
a markerek nevének szinkodolasaval jeleztiik, a sotét szin a rovid karon, mig a halvany szin a
hosszu karon 1év6 poziciot jelenti. A 3-as kromoszoma esetében kar szerinti megkiilonboztetés
nem volt lehetséges. Tobbszinli markerek duplikacidt jelentenek. A nyilak a buza kromoszomak
centroméra régiojat jelzik.
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24. abra A buza pszeudomolekulak fizika térképe a vizsgalt COS markerek alapjan az 4-6
homeolog csoport esetében. A buza kromoszomak bal oldaldan a COS markerek bp-ban megadott
pozicioja lathato, a jobb oldalon a markerek 7Th. elongatum kromoszémakon valé elhelyezkedését
a marker nevek hattérszine jelzi. A COS markerek Th. elongatum kromoszémalis elhelyezkedését
a markerek nevének szinkddolasaval jeleztiik, a sotét szin a révid karon, mig a halvany szin a
hosszu karon 1évé pozicidt jelenti. A 3-as kromoszoéma esetében kar szerinti megkiilonboztetés
nem volt lehetséges. Tobbszinli markerek duplikéciot jelentenek. A nyilak a buza kromoszémak
centroméra régiojat jelzik.
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25. abra A buza pszeudomolekuldk fizika térképe a vizsgalt COS markerek alapjan a 7-es
homeolog csoport esetében. A blza kromoszémak bal oldaldan a COS markerek bp-ban megadott
poziciodja lathato, a jobb oldalon a markerek 7h. elongatum kromoszoémakon valo elhelyezkedését
a marker nevek hattérszine jelzi.. A COS markerek Th. elongatum kromoszomalis elhelyezkedését
a markerek nevének szinkodolasaval jeleztiik, a sotét szin a rovid karon, mig a halvany szin a
hosszu karon 1év6 poziciot jelenti. A 3-as kromoszoma esetében kar szerinti megkiilonboztetés
nem volt lehetséges. Tobbszinli markerek duplikaciot jelentenek. A nyilak a buza kromoszomak
centroméra régidjat jelzik.

A buza A, B és D genomja illetve a Th. elongatum E genomja kozotti szinténikus
kapcsolatokat — az azonos gének, azonos sorrendben torténd elhelyezkedése kiilonb6z6 genomok
azonos homeoldg csoportba tartozd6 kromoszomdai kozott — e harom dbra jol szemlélteti
kromoszémaszinten. A kromoszémak markerekkel torténd lefedettsége eltérd volt, az I, IV és VII-
es kromoszomak esetében kevesebb (4, 6 és 5 marker/kromoszéma), mig a II, III, V, és VI
kromoszomak esetében magasabb (9, 10, 8 és 8 marker/kromoszéma) volt. A markerek tobbsége
(46) ugyanazon a homeoldg csoporton helyezkedett el az E genom esetében, mint a biza genom
kromoszémain. Négy marker helyezkedett el mas homeoldg csoporton, a TRS2 bliza 3. homeolog
csoportra specifikus marker az E genom 5-0s kromoszomajan, a TR759 buza 5. homeoldg
csoportra specifikus marker, az E genom 4-es kromoszomajan, a TR764 buza 5. homeolog
csoportra specifikus marker az E genom 7-es kromoszémajan, mig a ¢741435 buza 6. homeolog

csoportra specifikus marker az E genom 4-os kromoszémajan helyezkedett el.
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Szamos intragenomikus duplikaciot is azonositottunk az E genomon beliil. A 2E és a 6E
kromoszoémak kozott hat buiza 2-es homeolog csoportra specifikus marker alapjan feltételezhetiink
kromoszéma-atrendezddést (23. abra). A buza 2-es kromoszomajanak intersticialis és disztalis
részeire specifikus TR146, c744070, 2N és c¢746642 markerek, mind a 2E, mind a 6E megteleld
részeire egyarant térképezddtek, ezzel egy nagyobb mértékii duplikaciot mutatva. A buza 2-es
duplikacid helyezkedik el a 2E ¢és a 6E rovid karjan. A TR430 marker alapjan egy buzan beliili
atrendezddést is megfigyeltiink, mig a 2BS és 2DS kromoszomak esetén a marker a kromoszomak
pericentrikus részén helyezkedik el, addig a 2AS kromoszomakaron a disztélis részen talalhatd. A
TR636 marker megtalalhatd volt mind a 6ES, mind a 6EL régioban is, amely egy kromoszoémén
beliili atrendezddésre utal (24. 4bra).

Tovabba sikerrel azonositottunk néhany kisebb méretli, 1-1 marker altal meghatarozott
atrendezOdést is. A TRI28 és ¢749645 buza 5-0s homeolog csoport kromoszémainak hossza
karjara specifikus markerek alapjan egy 4ES/SEL, illetve egy SEL/7ES duplikacio torténhetett
nagy valdszinliséggel a genom evolucidja soran. A buza 6-os homeoldg csoportjanak
kromoszomainak hosszl karjanak szubterminalis részére specifikus BE490226 marker alapjan a
2EL ¢és 6EL karok kozott is kialakult egy duplikacié (24. abra). A Th. elongatum ¢€s a buza
makroszinténikus viszonya a COS markerek alkalmazasaval jol vizsgalhatd. Az 1-es és 2-es
homeoldg csoport, a 6-0s homeoldg csoport kromoszémainak révid karja, illetve részben a 7-es
homeolog csoport esetében a buza és az E genom nagymértékli szinténiat mutat, mig a 4-es
homeolog csoport, az 5-0s homeoldg csoport kromoszémainak hosszu karja és részben a 7-es
homeoldg csoport esetében tobb intrakromoszémalis atrendezddést tapasztaltunk (23., 24. és 25.

brak).
4.2.4. A COS markerekkel végzett vizsgalatok eredményeinek megvitatasa

A tarackbuzafajokon COS markerek alkalmazasaval végzett kisérleteink elsé részében egy
altalanosabb, tobb fajt érintd vizsgalatot végeztiink. Tovabbi vizsgalatunk célja a Th. elongatum
részletes genom-analizise volt és eredményeink felhasznalasaval faj-, és kromoszoma specifikus
markereket hatdroztunk meg.

A genomok Osszehasonlitdsa soran a buza, a Th. elongatum, a Th. bessarabicum, a Ps.
spicata és az A. cristatum eltérd szarmazasi helyl, 6sszesen 8 vonalat vizsgaltuk 112 COS marker
felhasznalasaval. A fajok genetikai viszonyat abrazolva dendrogramon, jol elkiiloniild csoportokat
alkotnak a hasonlé genomok, azaz a harom Ps. spicata, a két A. cristatum, illetve a Th.
bessarabicum és Th. elongatum, valamint a hozzijuk nagyon hasonlé biza (GK Othalom)
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genotipus (19. dbra). A bliza genomtdl genetikailag legtavolabb helyezkedik el a harom Ps. spicata
vonal. Kozottiik jol megfigyelhetd, hogy az MvGB1615 és az MvGB1617-es vonal kdzelebbi
rokonsagi viszonyban van egymassal, mint a harmadik, MvGB1607-es vonal. Ezek az
eredményeink Osszhangban vannak Mahelka et al. (2011) keményité szintetaz 1 (GBSSI)
szekvencia analizis vizsgalatai soran kapott eredményeivel.

Az E ¢és J genomok genetikailag egymdshoz nagyon kozeli viszonyban éllnak, dm az
eredmények itt is aldtdmasztottdk az E és J genom kiilonbozdségét, hasonléan a FISH
polimorfizmus vizsgélatainkhoz. A tarackbuzafajok elemzése sordn a COS markerek nagymértékii
transzferabilitasat (atvihetdségét) tapasztaltuk, hasonldoan mas fajok esetében végzett vizsgalatok
soran (Cabrera et al., 2009; Liewlaksaneeyanawin et al., 2009; Molnar et al., 2013; Wu et al.,
2009). A keletkezett PCR termékek 31-50%-a polimorfnak bizonyult a blizdhoz viszonyitva, ami
arra utal, hogy ezen vad fajok genetikai diverzitasa megnyilvanul az intron régiok nagymértéki
variabilitdsaban is. Ezeket a markereket felhasznalva kiillonb6zo Aegilops fajokat 6sszehasonlitva
a buzaval, kordbban hasonld aranyban (46-53%) talaltak polimorf amplikonokat (Molnar et al.,
2013).

A Th. elongatum kromoszomaira specifikus markerek azonositasa soran 114 COS markert
vizsgaltunk, amelybdl 108 marker esetében keletkezett PCR termék. Ebbdl 50 marker bizonyult
polimorfnak a blza és a Th. elongatum kozott. A polimorf markerek koziil 31 marker egyetlen
kromoszémakarra specifikus, 7 marker egyszerre tobb kromoszomara is specifikus, 3 marker
szintén tobb kromoszémara specifikus, de kiilonbozé méretli terméket mutatott, igy alkalmasak
egyedi kromoszdma azonositasra. Kilenc markert a 3E, 3ES, 3EL addicios vonalak hidnyaban csak
feltételezhetden tudtunk 3E specifikus markerként azonositani. Az azonositott markerek onalloan,
illetve in situ hibridizacidos modszerekkel kombindlva ideélis eszkdzok az idegen fajii génatvitel
hatékonysaganak novelésére a buza nemesitési programokban.

Az 58 nem-polimorf markerbdl 21 marker esetében keletkezett PCR termék, igy 0sszesen
a 108 markerbdl 71 marker esetében keletkezett PCR termék a Th. elongatum genomon, ami
65.7% transzferabilitast jelent. Hasonlo értékeket — 71,7% és 64,1% a 2-es, illetve a 6-0s homeolog
csoport esetén — tapasztalt Copete ¢s Cabrera (2017) az A. cristatum P genomja esetében. Aegilops
fajok genomjainal magasabb (94,3%) atvihetOséget tapasztalt Molnar et al. (2013), e magasabb
érték hatterében valoszinlisithetéen az Aegilops fajok ¢€s a buiza kdzelebbi rokonsagi viszonya lehet
(Marcussen et al., 2014).

Szamos agrondmiailag hasznos tulajdonsagot azonositottak mar korabban az E genom
kromoszomain. A 3E, 4E és 7E kromoszdéman tobb sotiirésért is felelds 10kuszt hataroztak meg

(Dvorak et al., 1988; Monneveux et al., 2003). Az 1EL kromoszémakaron a buza csikos mozaik
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virus (WSMYV) elleni rezisztenciagént (Sharma et al., 1984), mig tobb levél- és szarrozsda-
rezisztenciagént azonositottak a 3E (Lr24/Sr24), 6E (Lr29/Sr26) és a TE (Lri9/5r25)
kromoszémakon (Friebe et al., 1996). Kaldszfuzarium elleni rezisztenciagént is térképeztek a 7E
kromoszomara (Chen et al., 2013; Shen ¢s Ohm, 2006). E hasznos tulajdonsagok azonositasara ¢s
nyomon kovetésére mar szamos marker ismert, am nagyrésziik alkalmazasa labormunka-, és
iddigényes. A COS markerek felhasznalasa ezekre a problémékra nydjtana megfeleld lehetdséget.

A COS markerek szorosan kotottek az adott génekhez, igy marker alapu szelekcidhoz is
hasznalhatok. Burt és Nicholson (2011) kisérleteikben a buza és a vad rokon fajok kozti
hasonlésagot vették alapul a szartor6 rozsda (Pchl) elleni rezisztenciagénre specifikus
markerfejlesztésiik soran. A buza és a Th. elongatum makroszinténikus kapcsolatanak feltarasa
érdekében a polimorf COS markerek EST szekvencidit a buza referencia szekvenciajara
térképeztiikk. Az igy kapott térképen jol elemezhetd a bliza és a Th. elongatum homologia viszonya
kromoszomakarok szintjén. A buza és a Th. elongatum genomjai kozott nagyfoktt homologiat
tapasztaltunk COS markerekkel. A buza 3-as homeoldg csoport kromoszémak hosszu karjai
részleges homologiat mutatnak az SEL kromoszomaval egy marker alapjan, a biiza 5-6s homeolog
csoport kromoszomak hosszt karjai a 4EL és a 7EL kromoszomaval 2 marker alapjan, mig a buza
6-os homeolog csoport kromoszomak a 4EL kromoszomaval mutatnak homologiat egy marker
alapjan. SNP markerekkel tortént vizsgalatok szintén nagymértékii homologiat mutattak ki az A.
cristatum P genomja és a buza genomjai kozott, néhany kisebb mértékii atrendezddéstdl eltekintve
(Zhou et al., 2018).

Vizsgalataink sordn szadmos duplikaciot figyeltiink meg az E genomban. A 2EL és 6EL
kromoszoéma karok kozott nagyobb mértékii, mig a 2ES és 6ES kozott kisebb mértékii duplikaciot
tapasztaltunk. Tovabba az 5-0s, 6-0s és 7-es homeoldg csoportok kromoszomai esetében is
kimutattunk 1-1 marker altal jelzett duplikaciot. Kisebb mértékii duplikaciokat Hu et al. (2012) is
tapasztaltak a Th. elongatum genomjaban EST-SSR markerekkel végzett kutatasaik sordn. Jelentds
mértékli duplikacio fordul eld a buza, arpa, rizs, szdja és kukorica genomjaban is, illetve a bliza
vad rokon fajai koziil kiilonb6z6 Aegilops fajokban is azonositottak mar korabban tobb duplikaciot
is (Anderson et al., 1992; Mayer et al., 2011; Molnar et al., 2013; Salse et al., 2009). Egy 0jabb
evolucios elmélet alapjan a genomok teljes vagy részleges duplikacidjanak, kromoszomak
egyesiilésének, transzlokaciok kialakuldsdnak sorozata nagymértékben jarult hozza a fufélék
genomjanak kialakulasahoz (Salse et al., 2009). Génduplikaciok kialakuldsa hatterében tobbféle
mechanizmus is allhat, pl. transzpozabilis elemek jelenléte, nem homolog kromoszomak kozti
rekombinaci6 kialakulasa, és az ezeket javitd mechanizmusok (Flagel ¢s Wendel, 2009; Panchy et

al., 2016).
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Mind a FISH alapt kromoszoma kariotipusok, mind az azonositott kromoszéma-specifikus
markerek jelentdésen gyorsithatjdk a nemesités folyamatat, a biza genomjaba beépiilt idegen
kromatin megfelel6 azonositasdval. A részletes genom-analizis alapjan pedig a nemesitési

programok megtervezését lehet hatékonyabba tenni a még sikeresebb génatvitelek javitasaval.

4.3. Fiatalkori levélrozsda-rezisztenciavizsgalat

Az éveld tarackbuzafajok szamos biotikus rezisztenciagénnel rendelkeznek, igy igen
fontos génforrasok a hexaploid buza nemesitése soran. Mar tobb agronémiailag hasznos gént is
sikeresen épitettek at a buza genomjaba, mint pl. az Lr19, Lr29, Sr25, Sr43 gének (Friebe et al.,
1996), am még mindig vannak kiaknéazatlan lehetdségek.

Chinese Spring buzafajtan, CS-A. cristatum, illetve CS-Th. elongatum diszomas (DA) és
diteloszomas (DtA) addicidés vonalain csirandvénykorban mesterséges liveghazi levélrozsda-
fertdzési kisérletet hajtottunk végre. A CS-Th. elongatum 6sszes addicids vonala fogékonynak
bizonyult, (Stakman-skala: 4-es érték), kivéve a 6E diszémas addicids vonalat, amely mérsékelten
fogékony volt (Stakman-skala: 3-as érték). A CS-A. cristatum addicios vonalak esetében tobbféle
eredményt tapasztaltunk (26. dbra). A 2PL diteloszomas addicids vonal nagyon rezisztensnek (;),
a 2PS diteloszomas addicids vonal fogékonynak (4), mig a 2P diszomas addicidos vonal
mérsékelten fogékonynak (3) bizonyult. Az 1PS DtA vonal esetében nem volt egyértelmii, hogy
rezisztens (1) vagy mérsékelten rezisztens (2) volt-e az eredmény, azonban az 1P DA mérsékelten
rezisztens (2) volt, 1PL DtA vonalat nem vizsgaltuk, mert nem volt a birtokunkban. A 6PS DtA
vonal mérsékelten fogékonynak (3), a 6PL DtA fogékonynak (4), mig a 6P DtA mérsékelten
rezisztensnek (2) bizonyult. A t6bbi vonal (DA: 3P, 5P; DtA: 4PS, 5PL) fogékony (4) volt. A 3PS
DtA vonal esetében kevés szem csirazott, amelybdl gyenge novények lettek, hamar el is

pusztultak, a 4P DA vonal a fert6z¢és utan par nappal szintén kipusztult.
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26. abra A CS-A. cristatum diteloszomas ¢és diszoémés addicidés vonalainak csirandvénykori
mesterséges levélrozsda-fertzés eredménye. (Fertdzés: Kéarolyiné Dr. Cséplé Monika, Fotd: Gaal
Eszter, 2018)

4.3.1. A fiatalkori levélrozsda-rezisztenciavizsgalatok eredményeinek megvitatasa

Eredményeink 6sszhangban allnak a Jiang et al. (2018) altal publikalt adatokkal, aki az A.
cristatum 2P kromoszémadjanak eltéré méreti szegmentumait hordozo buza-A. cristatum
transzlokacidés vonalak levélrozsda-rezisztencia vizsgalata soran a 2P kromoszoma hossza
lisztharmat-rezisztenciagént is térképeztek a 2P kromoszémaéra (Li et al., 2017). Mindezen
eredmények alapjan a jovoben tervezziik a phlb mutans bliza vonalak felhasznalasdval homeolog
rekombindaciok 1étrehozasat a bliza és az A. cristatum 2P kromoszomadja kozott. A 2P rekombinans
vonalak kivalogatasat eldsegithetik azok a polimorf COS markerek (c746642, TR636), melyeket
korabban a 2P kromoszdéma hosszu karjan lokalizaltunk (Said et al., 2019b).

Agronomiai jelent0ségén tal, a levélrozsda rezisztenciat hordozo 2P transzlokacidkat fel
lehetne hasznalni a rezisztenciagén azonositasara is, knock-out mutansok eldallitdsaval. A
MutChromSeq eljaras (Sanchez-Martin et al., 2016) sordn a rezisztens vad tipusbol illetve az
érzékeny mutans genotipusokbdl aramlésos citometria segitségével izoldljak az idegen
kromoszoma szegmentumot hordozo6 transzlokécios kromoszémat, melyeket megszekvenalnak, és
az adott kromoszoma régié génjeinek mutacidibodl és a fenotipusos valtozasokbol kovetkeztetnek
a rezisztenciagénre. Az A. cristatum Kkromoszomai, tobbek kozott a 2P, és a 2PL is nagy

tisztasagban izolalhatd, igy lehetséges a kromoszdma szekvenalasa is (Said et al., 2019a).

4.4.Uj elénemesitési anyagok eléallitasa

Keresztezési kisérleteink elsé részében CS- Th. elongatum diszémas, illetve monoszomas

addiciés vonalakat kereszteztiink a megfeleldé CS- A. cristatum diszémas, ill. monoszémas
74



addicids vonalakkal. Munkank célja, olyan introgresszios vonalak eldallitdsa, amelyek hordozzak
egyik vagy lehet6leg mindkét tarackbuzafaj hasznos tulajdonséagait, és felhasznalhatok buza
elénemesitési programokban. Tovabbi célunk volt, hogy a P- és E-genom kromoszémak egy-egy
szegmentumat hordozo vonalak eldallitasaval olyan sorozatot allitsunk eld, mely a jovOben
alkalmazhat6 lesz az egyes kromoszomak fizikai térképezésére.

A keresztezések megkezdése eldtt GISH segitségével ellendriztiik, hogy a keresztezésre
hasznalt genotipusok tartalmazzak-e az idegen kromoszémat. Ennek sordn a CS- 4. cristatum 2P
addicidt igen instabilnak tapasztaltuk, hiszen a 66 csiraztatott szem koziil mindossze 1 tartalmazta
diszomas formaban az addiciot. A két monoszémas 2P addicidonak bizonyult ndvény korai fazisban
kihalt, igy nem tudtunk veliik keresztezést végrehajtani. A CS- A. cristatum 3P addicids vonal
esetében is tobb esetben tapasztaltuk, hogy az adott névény csak monoszoémas, teloszomas, vagy
monoszomas ¢€s teloszomas formaban tartalmazta a 3P kromoszomat. Az elvégzett keresztezések

részletei az 5. tablazatban lathatok.

5. tablazat Chinese Spring hattérben Th. elongatum (E) ill. A. cristatum (P) addiciok
keresztezéseinek adatai. A keresztezési kombinaciokban elsé helyen az anyai, méasodik helyen az
apai genom szerepel. (DA: diszémas, MA: monoszdémas addicio)

Kombinaci6 1Ex1P 1Px1E 3E x 3P 3P x 3E 4Ex4P 4Px4E SExSP 5Px5E

DAxDA DAXxDA | DAx DAx DAx | MAx DAxDA DAxDA DAxDA « DAxDA
DA MA DA | DA

Keresztezett

kalaszok 13 13 7 4 9 7 11 9 13 13
szama

Virag 308 294 136 68 198 214 234 192 266 268
Szem 19 12 40 17 76 40 0 23 5 2
Szemkotés 6 4 29 25 38 19 0 12 1.9 0.7
(%)

Legmagasabb szemkotést (38%) a 3P diszomds addicios anyai vonal és 3E diszomas
addicids apai vonal keresztezésénél tapasztaltuk, de kiugroan magas volt a szemkotés a tobbi 3-as
homeolog csoporthoz tartozdé kombinacié esetén is. A 4E x 4P keresztezés esetén nem
tapasztaltunk szemkotést. A keresztezésbdl szarmazoé Fi utdodok vizsgalatanak eredményei a 6.
tablazatban és a 27. dbran lathat6, a 4-es és az 5-6s addicids vonalak vizsgalata még folyamatban

van.
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6. tablazat A CS-A. cristatum és CS-Th. elongatum addicios vonalak keresztezésébdl szarmazd
Fi utédok vizsgélatanak eredménye (DA: diszomas addicio, MA: monoszomas addicio,

teloszomas addicio, TRL: transzlokacid)

Kombinacio Fiutédok szama, genetikai dsszetétele
Vizsgalt MA E, | MAE, P | MAE P tE, P TRL E, | O
szemszdm | MA P P
DAIE x DAIP |9 9 (100%) | - - - - - -
DAIPx DAIE |7 7 (100%) | - - - - - -
DA3E x DA3P 19 1 (5%) 10 (53%) | 1 (5%) 421%) [ 1(5%) | 1(5%) | 1(5%)
DA3E x MA3P | 10 1 (10%) 1(10%) | 7(70%) | - - - 1(10%)
DA3P x DA3E | 26 2 (8%) 22 (85%) | - 2 (8%) - - -
MA3P x DA3E | 12 4 (33%) 1 (8%) 6 (50%) 1 (8%) - - -

Annak ellenére, az 1E és 1P addicids vonalak kombinaciéi joval kisebb aranyt szemkotést
produkaltak a 3E-t és 3P-t tartalmazd kombinéaciokhoz képest (5. tablazat), az utdédnemzedékben
mindkét keresztezési irdny esetén stabilan megjelent mindkét (1E és 1P) idegen kromoszdéma (6.
tablazat). A 3E ¢és 3P kromoszomak esetében mindkét kromoszoma nagyobb aranyban esett ki az
utédokbol. Amennyiben a 3E diszomas addicios vonal volt az anya, a 19 vizsgalt utod esetén 12
(63%) utdd tartalmazott 3E kromoszomat, mig 3P kromoszomat csak 1 (5%) utdd tartalmazott, 16
(84%) utod tartalmazott teloszéma formdjaban 3P-t, és Osszesen 1 (5%) utdd tartalmazott
egyszerre 3E és 3P kromoszomat. Amennyiben a 3P diszémds addicids vonal volt az anya, a 26
vizsgalt utdd esetén 24 (92%) utod tartalmazott 3E kromoszomat, mig 2 (8%) utdd tartalmazott 3P
kromoszomat, teloszoma formajaban pedig 24 (92%) utédban volt megtalalhaté. Osszesen 2 utod
(8%) tartalmazott egyszerre 3E és 3P kromoszomat is, kicsivel magasabb aranyban, mint az el6z6
esetben. Azonban ha az egyik sziil6 monoszémas 3P addicids vonal volt ezek az aranyok nottek.

Amennyiben az apa volt a monoszémas vonal 10-b6l 9 utdd (90%) tartalmazott 3E addiciot,
1 utoéd (10%) 3P addiciot, mindkét addiciot egyszerre 1 utéd (10%). Amennyiben az anyai vonal
volt a monoszémads addicié 12 utdodbol 11 (92%) tartalmazott 3E addiciot, mig 4 utod (33%)
tartalmazott 3P addiciét, egyszerre mindkét addiciot 4 utéd (33%) tartalmazott. Erdekes, hogy
olyan vonalat nem talaltunk, amelyben csak 3P addici¢ lett volna, mig csak 3E addiciot tartalmazo
vonal tobb is volt, illetve lathaté, hogy a 3E kromoszoma esetén joval kisebb aranyban

tapasztaltunk teloszomas addiciot, mig a 3P kromoszéma kdnnyebben tort.
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CS- A. cristatum DA 1P % CS- Th. elongatum DA 1E

2n=44, 21" ABD + 1'P l 2n=44, 21" ABD + 1'E
I:1 Fl I:1
21"ABD+1'P+1'E 21" ABD (TRL)+ 1tP 21" ABD + 1' E+1tP
2n=44 2n=42 2n=43

27. abra A CS-A. cristatum ¢és CS-Th. elongatum addicios vonalak keresztezésébdl szarmazd
utodok GISH mintazata. A GISH soran a Th. elongatum kromoszémak z6lden, mig az A. cristatum
kromoszémak pirosan jeloltek, a buza kromoszomak hattérfestése DAPI-val tortént. A skala 10

um-nek felel meg.

28. abra 3E transzlokaciot és 3P teloszomas addicios ndveény kalaszfotdja (Foto: Gaal Eszter,
2019)

A vizsgalt novények kozott azonositott 3E transzlokaciot hordozé ndvény sajnos steril lett
(28. abra). Sok esetben tapasztaltunk stirti, tomott kaldszokat. A 29. dbran 1év6 3E monoszdmas és
3P teloszoémas addiciot tartalmazd novény, strt, ,,emeletes” viragu kaldsza 91 szemet tartalmazott.

crer

cristatum kalaszahoz.

77



29. abra 3E monoszomas ¢€s 3P teloszomas addiciot tartalmazd novény kaldszfotoja (Fotd: Gaal
Eszter, 2019).

Ennek ellenkez6jére is volt példa, viszonylag kevés szemet — 6 szemet — tartalmazott az 1E

¢s 1P monoszomas addicidt tartalmazo novény igen tomott kaldsza (30. abra).

30. abra 1E és 1P monoszomas addiciot tartalmazd ndvény kaldszfotoja (Fotd: Gaal Eszter,
2019).

Keresztezési kisérleteink masik részében a CS- A. cristatum diszémas addicios vonalak és a
gametocid géneket hordozd CS- Ae. cylindrica 2C diszémés addicids vonal 8. &bra szerinti

keresztezésébdl szarmazo FoBCi generaciot vizsgaltuk, ezekben mar varhato a gametocid gének
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okozta kromoszéma atrendezddések megjelenése, ill. ontermékenyitettiik ezeket a novényeket,
tovabbi atrendezodések kialakulasa érdekében. A CS- A. cristatum 5P, illetve 6P diszomas
addicios vonal és a CS- Ae. cylindrica 2C diszémas addiciés vonal keresztezésébdl szarmazd
F2BCi utdédok vizsgalatainak eredménye a 7. tablazatban lathato.

7. tablazat A CS- A. cristatum 5P, illetve 6P diszomas addicids vonal és a CS- Ae. cylindrica 2C

diszomas addicids vonal keresztez€sébol szarmazd utddok vizsgalati eredménye (DA: diszomas
addicidé, MA: monoszomas addicid, TRL: transzlokacio, ¢: teloszomas addicio)

CS-DASP x CS-DA2C keresztezésb6l szarmazo CS-DAG6P x CS-DA2C keresztezésbol szarmazo

utodok utodok

Osszes vizsgalt szem: | 77 Osszes vizsgalt szem: | 89

Transzlokécio: 6 (8%) Transzlokacio: 2 (2.2%)

MA 5P, MA 2C: 0 (0%) MA 6P, MA 2C: 3 (3.4%)

MA 5P: 5(6.5%) MA 6P: 55 (61.9%)

MA 2C: 10 (13%) MA 2C: 0 (0%)

t5P: 5(6.5%) 16P: 0 (0%)

0. 40 (52%) : 6 (6.7%)

Nem csirazott: 10 (13%) Nem csirazott: 23 (25.8%)

A 7. tablazat alapjan lathatd, hogy a keresztezések soran az 5P kromoszéma igen nagy
aranyban esett ki az utddokbol, azonban nagyobb aranyban keletkeztek transzlokaciok is, mint a
6P kromoszoéma esetén. A transzlokdcidk azonositdsa azonban nem minden esetben volt
egyértelmii. A 31. &bran lathaté buza-6PS.PL transzlokacids vonal esetén is lathato, hogy a
gametocid hatdsu gének nemcsak az A. cristatum eredeti kromoszoémat torték, hanem sok esetben

a buza kromoszomakat is.
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31. abra A CS-A. cristatum és CS- Ae. cylindrica 2C addicios vonalak keresztez€sébdl szarmazod
bliza-6PS.6PL transzlokaciot tartalmazo utdd kromoszomalis Gsszetételének ellendrzése GISH (a)
¢s FISH (b) segitségével. A GISH soran az A4. cristatum kromoszoma zolden jelolt (a). FISH soran
a kromoszomakat az Afa-family (piros), a pSc119.2 (zdld), és a pTa7l (sarga) repetitiv DNS
probak hibridizacidés mintdzata alapjan azonositottuk (b). A kromoszémak kontrasztfestése DAPI-
val (kék) tortént (a, b). A skéla 10 um-nek felel meg.

Osszesen 2 db 6P és 6 db 5P kromoszoma transzlokaciot tartalmazé vonalat azonositottunk
(32. abra). Minden vonal esetén kaptunk utddszemeket, melyek felhasznalhatok az adott
trasnzlokacié diszomas allapotanak stabilizalasara, illetve tobbszori visszakeresztezéssel a bliza

genom visszaallitasara.
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32. abra Az azonositott transzlokacids vonalak transzlokaciot hordozo kromoszomai, illetve a
kalaszfotoik. A transzlokaciot tartalmazo utdd kromoszomalis Osszetételének ellenorzése GISH
segitségével. A GISH soran az A. cristatum kromoszoma zolden vagy pirosan jelolt. A
kromoszémak kontrasztfestése DAPI-val (kék) tortént.
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4.4.1. Uj el6nemesitési alapanyagok el6allitasaval elért eredmények megvitatasa

A CS-A. cristatum és a CS-Th. elongatum diszoOmas, illetve monoszémas addicios vonalak
kozti keresztezési kisérleteink alapjan elmondhatd, hogy az E genom jobban atadodik a
keresztezések soran, mint a P genom. Ez 6sszhangban all a COS markeres vizsgalatokkal kapott
genetikai hasonlosaggal, amely szerint a Th. elongatum E genomja kozelebb all a buzadhoz, mint
az A. cristatum P genomja (19. abra). A CS-A. cristatum 2P diszomas addiciés vonallal nem
sikeriilt keresztezniink, a 2P kromoszoma instabilitdsa miatt, amely Osszefiiggésben lehet a 2P
kromoszéma nagyobb méretével (Said et al., 2019a), illetve COS markerekkel végzett
kisérletekben tapasztalt nagyobb mértéki buza ¢és A. cristatum 2P kozdtti homologiai
kiilonbségekkel (Said et al., 2019b). Az 1E ¢és az 1P kromoszémak kisérletiinkben stabilan
oroklodtek, minden utdd tartalmazta az adott kromoszémakat. A 3E kromoszoéma nagyobb
aranyban 0roklédott at az utédokba, mint a 3P, ami gyakran eliminalodott vagy tort. Ezek
Osszefiiggésben lehetnek a COS markeres vizsgalatok alapjan megfigyelt homologia
viszonyokkal. Az 1E ¢és a buza 1A, 1B és 1D kromoszomai, illetve a 3E és a buza 3A, 3B és 3D
kromoszémai kozott nagymértékli homologia tapasztalhato (23. dbra). Az 1P és a biza 1A, 1B és
1D kromoszémai kozott nagymértékli homologia, mig a 3P és a 3A, 3B és 3D kozott tobb
polimorfizmust is leirtak (Said et al., 2019b).
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4.5. Uj tudomanyos eredmények

1.

Elkészitettik az 4. cristatum 2 vonalanak (MvGB1509, MvGB1521), a Th. bessarabicum
3 vonaldnak (MvGB1705, MvGB1703, MvGB1706) ¢és a Ps. spicata 2 vonalanak
(MvGB1615, MvGB1607) fluoreszcens in situ hibridizacids kariotipusat Afa-family,
pScl19.2 ¢és pTa7l repetitiv DNS probakkal. E kariotipusok felhasznalasaval a Th.
bessarabicum faj kromoszémai egyértelmlien azonosithatok, és pontosan nyomon

kovethetdk az elénemesitési folyamatokban.

Az elkészitett kariotipusok ¢s COS markerek segitségével megerdsitettiik, hogy a Th.

elongatum és a Th. bessarabicum E ill. J genomja kiilonb6zo.

A Th. elongatum, az A. cristatum, a Ps. spicata és a Th. elongatum fajok eltéré foldrajzi
szarmazasu vonalainak COS markeres vizsgalataval kimutattuk, hogy genetikailag a Ps.
spicata fajok allnak legtdvolabb a buzahoz, majd az A. cristatum fajok, és legkdzelebb a
Th. elongatum &ll legkdzelebb a termesztett buzdhoz. Ezzel dsszefliggésben kimutattuk,
hogy a fajidegen génatvitel soran a Th. elongatum kromoszomai nagyobb valoszintiséggel

adddnak at a kovetkezd generacidokba, mint az A. cristatum kromoszomai.

A Th. elongatum diszomas ¢és diteloszomds addiciés vonalainak segitségével
kromoszomaspecifikus COS markereket azonositottunk, melyek segitségével feltartuk a
buza ¢és Thinopyrum kromoszémak kozti homoldgia viszonyokat. A markerek szintén

alkalmasak lehetnek a jovoben btuza-Th. elongatum introgresszids vonalak szelekciojara.

Tetraploid eredetli A. cristatum addiciés vonalak vizsgélataval kimutattuk, hogy az
Agropyron cristatum 2P kromoszémadjanak hosszi karjan egy hatékony levélrozsda-

rezisztenciagén van.

CS- A. cristatum diszémas addicios vonalak CS-Ae. cylindrica 2C diszémas addicios
vonallal torténd keresztezésébol, majd az utdodok viszakeresztezésébdl sikeresen
azonositottunk 2 db 6P, és 6 db 5P kromoszomaszakaszt tartalmazoé transzlokacios vonalat.
Minden vonal esetén kaptunk utddszemeket is, melyek Ontermékenyitve diszomas

allapotban hasznos elénemesitési alapanyagként szolgéalhatnak.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

5.1. Tarackbuzafajok kariotipizalasa

A gabonafélék esetén altalanosan hasznalt FISH probakkal (Afa-family, pSc119.2, pTa7l)
sikeriilt az altalunk vizsgalt harom tarackbuzafaj (Th. bessarabicum, A. cristatum, Ps. spicata)
kromoszémait megkiilonboztetniink, illetve kiilonbozé mértéki polimorfizmust is felfedeztiink a
fajok kiilonb6z6 foldrajzi szdrmazast vonalai k6zott. Az elkészitett kariotipusok alkalmazaséaval
lehetdségiink nyilik tovabbi nemesitési alapanyagok szelekcidjara. Kisebb méretli kromoszéma
atrendezddések azonositdsa érdekében azonban célszeri lehet tovabbi repetitiv DNS probak
azonositasa, esetleg egyedi single-gene FISH probak tervezése, ezzel novelve a diagnosztikus

savok szamat, és lehetdvé téve részletesebb kariotipusok elkészitését.

5.2. COS markerekkel végzett vizsgalatok

COS markerekkel végzett vizsgéalataink két részbdl alltak. El6szor tobb, mint 100 COS marker
alkalmazaséaval vizsgaltuk négy tarackbuzafaj (4. cristatum, Ps. spicata, Th. elongatum, Th.
bessarabicum) tobb valtozatanak (kétféle P, haromféle St, E és J) genomjat. Ennek soran
feltérképeztilk e fajok rokonsagi viszonyait egymashoz, illetve a hexaploid buzahoz képest.
Vizsgalataink masik részében szdmos kromoszoma specifikus markert sikeriilt azonositanunk az
E genom esetében, melyek alkalmasak lehetnek a kiilonb6z6 nemesitési alapanyagok, addiciok és
transzlokaciok gyorsabb ellendrzésére, szelekciojara, de alkalmazhatok agronomiailag fontos
gének térképezését célzo kutatasi projektekben is. Terveink kozott szerepel mas tarackbuzafajok

esetén is egyedi kromoszdéma specifikus markerek azonositasa.

5.3. Fiatalkori levélrozsda-rezisztenciavizsgalat

A CS-A. cristatum diteloszomas ¢és diszomas addicids vonalainak fiatalkori mesterséges
levélrozsda-fertdzés eredménye alapjan a 2P kromoszéma hosszii karjat tartalmazo vonalak
rezisztensnek bizonyultak. Erre a kromoszoémara mar térképeztek egy levélrozsda-
rezisztenciagént, illetve lisztharmat-rezisztenciagént is. Ezen eredmények alapjan phlb mutans
buza vonalak segitségével érdemes lenne keresztezési programot inditani, olyan rekombinansok
létrehozasa érdekében, melyek hordozzak a 2P kromoszoma hosszukarjan talalhat6 levélrozsda-
rezisztenciagént. Sikeres rezisztens transzlokacids vonal eléallitdsa esetén lehetséges lenne az

adott rezisztenciagén azonositasa MutChromSeq mddszer alkalmazasaval.
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5.4. Keresztezési vizsgalatok

Keresztezési kisérleteink soran buza hattérben 1&vé A. cristatum, illetve Th. elongatum
diszomas addicids vonalakat kereszteztiink egymassal. Az Fi generacioban tobb novényt is
azonositottunk, amely egyszerre hordozta a két faj genomjabol szarmazo 1-1 kromoszomat, illetve
talaltunk egy transzlokaciot tartalmazo vonalat is, azonban ez a névény steril volt. A tovabbiakban
folytatjuk a vizsgalatot az F» generacidban, Gjabb transzlokacidkat keresve, illetve bovitjiik a
keresztezési vizsgalatot tovabbi addicids vonalak felhasznalasdval. Keresztezési programunk
masik részében az Ae. cylindrica 2C kromoszémajanak gametocid tulajdonsagat hasznaltuk fel
transzlokaciok eloéallitasara buza-A. cristatum 5P, illetve 6P és buza-Ae. cylindrica 2C diszémas
addicios vonalak keresztezése soran. Az BCiF> utédok kozott tobb ndvényt is azonositottunk,
amelyek 42 kromoszomat és transzlokaciot hordoznak, illetve olyan utddokat is, amelyek még
mind az 5P vagy 6P, illetve a 2C kromoszomat hordoztak, ezek utdodai kozott még varhatodak
transzlokaciok. Célunk a transzlokacids vonalak vizsgalata, tovabbi transzlokacidk azonositasa, €s

a tobbi addicios vonal bevondsa a keresztezési programba.
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6. OSSZEFOGLALAS

A kenyérbuzéanak, mint az egyik legelterjedtebb gabonafélénknek, kiemelt szerepe van az
emberiség ¢lelmezésében. Emiatt a buzanemesités elsddleges célja a kiilonbozo abiotikus, illetve
biotikus stresszekkel szemben ellenalld buzafajtak eldéllitasaval, a bliza termésmennyiségének
novelése. A buzaval rokon vad fajok szamos agrondmiailag hasznos gént hordoznak, melyek faj-
, €s nemzetségkeresztezés soran atvihetok a buzaba. A tarackbuzafajok a buza harmadlagos
génforrasai kozé tartoznak, kozos genomjuk nincs a buzaval, azonban szamos levél-, szar-, €s
sargarozsdaval, illetve lisztharmattal szembeni rezisztenciagént hordoznak, hideg-, ¢és
szarazsagtiirdek, jo adaptacios képességii fajok. Tobb rezisztenciagént is sikeresen vittek mar at
tarackbuzafajokbol a buza genomjaba, azonban e téren is még szamos kiaknazatlan lehetdség van
benniik.

A minél sikeresebb génatvitelhez fontos a donor €s a recipiens faj genomjanak alapos ismerete,
¢s a kiillonbozé genomok pontos azonositdsa. Munkénk célja hdrom tarackbuzafaj részletes
vizsgalata molekuléris citogenetikai és markeres moddszerekkel, illetve hasznos tulajdonsagaik
génjeiknek a bizaba valo atvitele, kiilonb6z6 introgresszios vonalak eléallitasaval.

Elkészitettiik az A. cristatum (PP), Ps. spicata (StSt) és a Th. bessarabicum (1)) részletes
fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH) alapu kariotipusait, amelyek alkalmazéasaval a kiilonb6z6
genomok kromoszomai megkiilonboztethetoek a bliza genomjaban. Vizsgaltuk e genomok eltérd
foldrajzi szarmazasu vonalai kozotti polimorfizmusokat is. Az emlitett fajok és a Th. elongatum
(EE) genomjait COS markerekkel vizsgalva megallapitottuk az egymashoz és a buzéhoz vald
rokonsagi viszonyukat. Ennek sordn egyértelmtivé valt a Th. elongatum és a Th. bessarabicum
genomjainak kiilonbozdsége, ugyanis e két genom egyezdsége vagy kiillonbozdosége régota vita
targya a kutatok kozott. Buza-Th. elongatum diszoOmas ¢€s diteloszomas addicidés vonalak
felhasznalasaval szamos kromoszoma, illetve kromoszémakar specifikus COS markert
azonositottunk, amelyek felhasznalhatok a bliza elénemesitési alapanyagok vizsgélatira, és
alkalmazésukkal gyorsithato a kedvezd tulajdonsagt vonalak szelektalasa. Az azonositott COS
markerek alapjaul szolgdlo EST szekvencidk és a buza referencia (IWGS ref. seq v1.0)
szekvencidja alapjan vizsgaltuk a Th. elongatum E genomja és a buiza A, B, és D genomja kozotti
homologia viszonyokat és abrazoltuk ezt egy direkt erre a célra készitett szoftver alapjan. Ennek
soran kisebb mértékii kromoszoma atrendezddéseket tapasztaltunk, illetve egy duplikaciot a 2E és

6E kromoszoma hosszu karja kozott.
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A buza-A. cristatum, és a baza-Th. elongatum diszémas ¢és diteloszomas addicios vonalain
elvégzett mesterséges levélrozsda fert6zés kimutatta, hogy a 2P kromoszoma hossza kart
tartalmaz6 vonal nagy hatdst rezisztenciat hordoz.

Keresztezéseinket olyan transzlokacidés vonalak eldallitasa érdekében inditottuk, amelyek
egyszerre tartalmaznak hasznos géneket mind az E, mind a P genombol. Ennek megfelelden buza-
Th. elongatum ¢és buza-A. cristatum diszo6mas addicios vonalakat kereszteztiink egymassal, és
vizsgaltuk a keletkezett F; utddokat. Egy transzlokéaciot tartalmazo novényt tudtunk azonositani.
A gametocid hatdsu kromoszoémaékat gyakran alkalmazzék kiilonboz6 transzlokacios vonalak
eldallitasara sikeresen. Keresztezési munkaink soran bekapcsolodtunk egy btiza-Ae. cylindrica 2C
¢s buza A. cristatum diszomas addicidos vonalak keresztezési programjaba és az utddok
vizsgalataba. 5 db 5P és 2 db 6P kromoszomat tartalmazd transzlokacids vonalat tudtunk
molekuléris citogenetikai modszerekkel (FISH, GISH) azonositani. Az azonositott transzlokécios
vonalak igéretes bluiza elénemesitési alapanyagnak tlinnek, azonban a nemesitési programokba

val6 alkalmazasuk még tovabbi vizsgalatokat igényel.

6.1. Summary

The wheat, as one of our most widespread cereals plays a significant role in the human diet.
Therefore the main goal of the wheat breeding programs is to increase the wheat yield. For this
reason, improving the resistance of wheat to biotic and abiotic stresses is necessary. The wild
relatives of wheat provide rich sources of agronomically useful traits which can be transfer into
wheat by interspecific or intergeneric hybridization. The wheatgrasses contain genomes that are
non-homologous to those of the wheat, but these are important as tertiary gene pools for wheat
improvement. They possess genes conferring resistance to various disease, such as leaf, stem, and
yellow rust, and powdery mildew, and they show high tolerance against cold, salt and drought
stresses. Many resistance genes have already been successfully transferred from wheatgrasses into
wheat genotypes, but still they are of a great potential for wheat improvement.

For the successful gene transfer it is important to understand the organization of the
genomes of wheatgrasses and to identify these genomes with a high molecular precision. The goal
of our study was to analyse the genomes of three diploid wheatgrasses (4. cristatum, Ps. spicata,
Th. bessarabicum) using molecular cytogenetic methods and molecular markers, and development
of wheat-wheatgrass introgression lines.

We developed the fluorescent in situ hybridization (FISH) karyotypes of 4. cristatum (PP),
Ps. spicata (StSt) and Th. bessarabicum (J1]), and these karyotypes could be used to identify the

chromosomes of these genomes in a wheat background. We analysed the chromosome

86



polymorphism between lines from different geographical origins. Using COS markers we analysed
the phylogenetic relationships between the previously mentioned species and the Th. elongatum
and bread wheat. Our results support the theory that the genomes E and J are distinct, which is a
significant result considering that the relationship of these two genomes has been a source of
controversy for decades. Using wheat-Th. elongatum disomic and ditelosomic addition lines we
identified specific markers for all seven E genome chromosomes and chromosome arms, which
markers can be useful for marker assisted selection (MAS) in wheat pre-breeding programs. We
investigated the macrosyntenic relationship between the wheat and Th. elongatum genomes using
a sequence similarity between the source EST sequences of the assigned COS markers and the
reference sequences of wheat chromosomes. We found some chromosome rearrangements and a
duplication between the long arms of 2E and that of the 6E chromosomes.

We examined the leaf rust resistance of the wheat-A4. cristatum and wheat-Th. elongatum
addition lines, and found that the long arm of the 2P chromosome showed high level of resistance
against leaf rust.

Our crossings were aimed to develop translocation lines which contains useful genes from
both E and J genomes. We crossed wheat-Th. elongatum and wheat-A. cristatum disomic addition
lines and analysed the F; generation. We were able to identify one plant containing translocation.
We also completed a crossing program using gametocidal system, and analysed the progenies from
the crossings of wheat-de. cylindrica 2C and wheat-A4. cristatum disomic addition lines. We
identified 7 translocation lines containing SP and 6P chromosomes using molecular cytogenetic
methods (FISH, GISH). The identified translocation lines are considered as promising pre-

breeding materials which need further detailed analysis.
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M2 8. tablazat A kariotipizalasi munkak soran felhasznalt primerek neve, szekvencidi, olvadaspontjuk és a felszaporitott

termékek mérete

Oligonukleoti Forward primer Reverz primer Olvadasi PCR profil Termék hossza (bp)
d neve homérséklet
°C)

Afa-family GATGATGTGGCTT GCATTTCAAATGAA 55 94 °C 3 min; 29 ciklus: 94 °C 1 min, 55 °C 1 min, 72 340
TGAATGG CTCTG A °C 2 min; és 72 °C 10 min

pSc 119.2 GTGCTGATGACCG GCACTCGCAGTTTT 60 94 °C 5 min; 35 ciklus: 94 °C 30 sec, 60 °C 30 sec, 120
AAACG GGCCG 72 °C 1 min 30 sec; és 72 °C 5 min

pTa7l CGAACTGTGAAAC TAGGAGCGACGGGC 68 94 °C 5 min; 35 ciklus: 94 °C 35 sec, 68 °C 50 sec, 1600
TGCGAATGGC GGTG TG 72 °C 1 min 40 sec; és 72 °C 5 min

AAC AACAACAACAACA TTGTTGTTGTTGTTG 62 94 °C 5 min; 35 ciklus: 94 °C 35 sec, 62 °C 50 sec, (AAC),
ACAACAACAAC TTGTT GTT 72 °C 1 min 40 sec; és 72 °C 5 min

ACG ACGACGACGACGA CGTCGTCGTCGTCG 64 94 °C 5 min; 35 ciklus: 94 °C 35 sec, 64 °C 50 sec, (ACG)n
CGA TC 72 °C 1 min 40 sec; és 72 °C 5 min

ACT ACTACTACTACTA AGTAGTAGTAGTAG 50 94 °C 5 min; 35 ciklus: 94 °C 35 sec, 50 °C 50 sec, (ACT),
CTACT TAGTA 72 °C 1 min 40 sec; és 72 °C 5 min
ACTACTACTACTA GTAGTAGTAGTAGT
CT

CAC CACCACCACCACC GTGGTGGTGGTGGT 63 94 °C 5 min; 35 ciklus: 94 °C 35 sec, 63 °C 50 sec, (CAC),
ACC GG 72 °C 1 min 40 sec; és 72 °C 5 min

CAG CAGCAGCAGCAGC GTCGTCGTCGTCGT 64 94 °C 5 min; 35 ciklus: 94 °C 35 sec, 64 °C 50 sec, (CAG)n
AGC CG 72 °C 1 min 40 sec; és 72 °C 5 min

GAA GAAGAAGAAGAA  CTTCTTCTTCTTCTT 54 94 °C 5 min; 35 ciklus: 94 °C 35 sec, 54 °C 50 sec, (GAA)n
GAAGA AGAA CTTCTT 72 °C 1 min 40 sec; és 72 °C 5 min
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Ma3. Az in situ hibridizaciés vizsgalatokhoz alkalmazott torzs és munkaoldatok
osszetétele

Torzsoldatok

20xSSC: 3M NacCl, 0,3M Ce¢HsNa3;O07-2H,0 (trinatrium-citrat dihidrat)
10xPBS: 137 mM NacCl, 27 mM KCI, 80 mM Na,HPO4, 15 mM KH,PO4
TNB: 0,1 M Tris-HCI, 150 mM NaCl, 0,5% Blocking Reagent (Roche)

Munkaoldatok

2xSSC: 900 ml MQ viz + 100 ml 20xSSC

4xSSC-Tween: 800 ml MQ viz + 200 ml 20xSSC + 2 ml 10 % Tween-20
1xPBS: 900 ml MQ viz + 100 ml 10xPBS

Paraformaldehid: 50 ml MQ viz + 2 g paraformaldehid + 8 M NaOH
Etanol sorozat: 70% — 90% - 100% etanol

Pepszin: 1 mg/ml 10 mM HCl-ban oldva

RNaz: 5 mg/ml 2xSSC-ben oldva
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M4. 9. tablazat A molekularis markeres munkak soran felhasznalt primerek neve, szekvenciai és olvadaspontjuk

Marker Homolég Olvadasi
neve buza Forward primer Reverz primer hiimérséklet
csoport (°C)

TR170 I ATTCCTGTTGATGAGCGGAT GCTCAACGACTGAGATTCCC 51
TR196 I GTGAAGCAGCTCAACGAGTG CCAGTTGCGGTCGGACTC 53
TR218 I TGTCTCAGAACAACCCCTCC TCGAGGACCATGTTGACGTA 52
TR574 I CGTGATTGTCGGAGTCTTGA CAAAAATCACGTGCAGGAAC 50
TRS592 I GAAATGGCACCTGGAGTGAC TGCTGCCATTTAACAGCTTG 51
BE443103 1 GTCGAAGAAGAGACGCACG GCCACATTCATAGCATGTCC 60
726029 I TCAGAATCTCCATCAGTGCC AGAAGCTATATGCTGCCACG 59
735941 I CCTCTGGGTAGATCTCTCGC GTTGAAGATGACCGCAGC 59
737520 I GCTACAAGCAGAAGCTGAGG GTTCAACGATGAGGTCTTCC 58
738964 I AGATCTCAGGAGGAGGTTGC AAGATTTGACAAGGATAGGCG 58
743018 I GCAGCTGGAGTTCTTCTACG TGCATTAGCTAACTCGGTGC 59
743346 I GGACTTCGAGATGTCGCC TCGTGTATCGTGTTCCTAACC 59
744533 I TGCTAAAGCTGAAGAAACGG TGTTGTCACAATGATCTGGC 58
744747 I AATGGGTTAGTTTTTGTTGGG TAGCCAGATCTTCAGCAAGC 58
757212 I AAGCACGTGATTGCCTTCTC TTCTTTAAATTTACCAGCAGCAAC 60
1J I AAGATTGATGGAGAACCTGGAGACT GAGATTGTAACTGTTGCATGCAGGT 55
TR143 II CCAGAGAGATCTTGAAGTCATC TTCAGCCAGTCTTCTCTGCAG 52
TR146 II GGACAGGTTCTACAGGCAGAG CTCTGCGGATTTGGTACTTTC 52
TR248 II GTCTCCTCCGACGTGCTC GAAGTTACGGCCAAGGATCA 53
TR390 II ATTGCTATCATGAGCCACCC CAACATTGTGAGAATAGGAACAACA 50
TR416 II CTTGGTGCTGAAAGACTCCG TCTACAGCTTTGCCATGACG 52
TR430 II AGCCTAAGCCTCAACCCATT TCCTTGGTGGCATGATGATA 51
TR636 II GCAGCAATTGAGGCTATGGT ACAGGGCTTGCTTTACCCTT 52
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TR725 I GTCCTTCATCTTCGGGGACT CGTAGTTCACGCCGTTCAG 52
TR731 I AGAAAGGAAAAGGGTGGCAT AGGTTCCATTCCAGATGTGC 51
737274 II AGGCGGTAAGCAGAAAGTGG CAGAAATTCTCTTGATGCTCG 62
740970 II AAGTCAAGCTCGCCTTCC GTAGAAGACGATGAGGTCGC 58
744070 II CACCTACCTCGTCAACGG GCCGAGAGCTCGATCAGG 62
746642 II GTGCTGCTGCCATTACTTTAG AGCAGCAGCCAATTGAAG 58
757237 II CTTGAGGAAGGAATCAGACG CTGAATGAGGTCGTAGGGG 58
2N II CTTGATGGAAGCCATCAGCTGCA CTGGGGCTAATGAAAGCTGAGAAGA 55
2R I CTGATGTTGACGAGAAGGTAGACGA CGTTTCTGGTGTCGTGTCATCTTCA 55
TR4 I TCAACTTCGGCGACTCCTAC TACGCATTCAGGTAACGCAG 52
TR60 III AATGATGTTGGTGCTGTGGTG ACTTCAGCCACTGATACGTTG 52
TR62 III ATGTGCTCGAAGATGCTGGAC TGGTCTCGATGCGGAAGGTTG 55
TR63 III GTAGATGAGATCCTGCTTGTC ACTTCACATGCTTGTTGTCTG 49
TR67 III CAGAGTTTAACGTCAAAGGAC GGCTGGTACCAGAAATCATAG 48
TR71 I GAACTCGTTGCTCACTATCTG AATGCCACTTGTTATCCTGTG 49
TR72 I CGTCGTACGTCCTTGAAAAG TGAACTCCGTGTCCATCCAGTC 54
TR73 I CGCTCATCAAGCAGGACTTC GAAATCGGCGTTTCTAAGGTC 51
TR76 I CTATGCCGACAATCCAGAGTG GTTGTACATCCTTTGCCAACTG 51
TRS80 III GAGAAGCACGCCAACATCATG TCTGAGCTCCTTGAGGTCGAC 54
TRS82 III GCTTAACACGTCATGTGCATC GTTTGAGAATGCTTTCTGACC 49
TR85 III ATAACAATGGTGCCCTCGGAG GAGTGTGCCGGAGAACCAGGAG 57
TR87 III AGATGTTTTCTCTGTCATGGTG TGATAGGTCGGTACTCTGGTG 50
TR90 I AACAGCTCCATGAGCAACTAG TATCTTGCATGCTCCTCTATG 49
TR96 I TTTCACCCGGATACACCCATG CTCGCAGGTCATATAACCTG 53
751053 I CGAGGCTGACCTTTAGTGG AAATTTCCAGGGCATTTAGC 58
752685 I GCAACATGAACCACTGGG AATGCCTTGTGCAGTGGC 60
755442 III GCTCGTCTTGCATTTITGG GGCTGCGTATCTTTCTTGG 59
756059 III TACTGGAAGCGGTTGTAAGG CTGAAAGATGTTTGCTTCCG 58
757460 III AGTTCTACGACCACTCGTGC CTGATGGAGTTCTTGTTGGG 58
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767527 I CACAGTTGATTGCACGTAGG TCTGCTGAAGAAATCAAGGC 58
803223 III TGAAGCTCCTGAGGTACTCG TCCTCTCGTACTTGGAGTGC 58
805553 III CTCTGCTACAAGAAGTGGGC ATGAGCAGGTTGAAGTGAGG 58
TR114 v TCAAGGAGGAGTTGTTGACTC CACGCGAACCTTTGACACATC 52
TR116 v TCTGAATTTGCTGCACGCAAG CTCAACCATCAAAGCCATATC 51
TR118 v GAATGGTCTTTAATGAAGAGGG TGCCATGTCCAAGGAATG 48
TR119 v ATGCAGTACGAGAATTTCCTG CTCCCATTGAGTGTCCAATG 49
TR131 v AAAGACCACCTCACCACCGTC AGTACTGGTCACAGATGTAAC 51
TR133 v CATTGAACAGCCTTGGCAATG TCTGCCAGATACTGTTCAGAC 51
TR634 v TGGAGTTGTTGGGGCTACTC CTTTCAAACCCAGTCCTCCA 52
TR638 v CCCCAACTTTCAAGCTCAAG CCCATCTTGGCATCCTTGTA 50
TR647 v CAAATGAGCTATCCAGGCGT CGAATTTGCAGTCAGATCACA 50
752858 v CAGAGTCCATCAAAACCGC AGGATGAGGAGGTCCTTGG 59
758628 v CAACTGTAGCAACATAGGCG AGCTTGGCGTTAGGAATGG 60
760004 v AAGAAGTACGTGGACATCGG GGTAATTGAACTTGATGGCG 58
765452 v CCTCTTTCAGAAGGGAAAGC GTACACCGCGTAGATGATCC 58
770094 v AAAGAAACGATGTAGCAGGC CTCCCCATATAGAGGATGCC 58
771467 v CTTATGCATTTGCTCCTGC ATATCACGCTCTTGTGGAGC 58
771529 v CGGACAATCTGGAGACTAAGC AGGTCAGATAGTGTGCGAGG 57
4C v GTCCAAGTAGAAAGCATGCTCCGA  GGCCCTGTCACAATCCTCAACT 55
TR128 \ TCTGAAGAAACCTGGAGGATC ATTTGCTTTGGGTTGACCAAG 50
TR451 \% GATGAGAAGCACATTGGGGT CATTGATCCTCCTCTGCCAT 51
TR471 A% AGCCCAGGAGTCTCTTGACA CTGCTCTTTTGTCCTACCGC 52
TR512 A% TTCCTGATGAAACGAGGAGG AGCATCCATGITGAAGGATTG 50
TRS513 A% ATCGAGGGTGGCCTTCTTAC TCATTTGGTTGGAGCTGCTT 52
TRS514 \Y ATGTGCCCTCCATATTCAGC GGAACCAAACGGAACATCAT 50
TR757 \ CATGACGGTGGAGAAGTTCA AGAAGGATGAGCCTCAGCAA 51
TR759 \ TGGCGGTTACACAGTTTGAA CAGCTGGAACCTCCAATGTT 51
TR764 \ CCGACTCCAAGAAGAGGAGA CTTTATCTTTGCTCTGGGCG 51
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TR766 A% ACACCGAGGAGTCCTACCCT AACCGTCGATCACCTCAAAG 55
717465 v TATATTGCTTGGACATTCTTTGG GTTCACTAGCATGCCTTTCC 49
749645 \Y GACTTCATCGACTGGACCG TGAAGGGGATGTAGATGAGC 51
762599 \Y TGCTTTCTACTTGGACTGGG GCTGCTATACGGCTTACTGC 58
764126 \ TCATCCAACCCTAAGTCTGC CACTGCAATCTCTTGGAAGG 50
TRS8 VI CTTTTCTGCGCCTCCCTAAG GTCAATAGTCTTCTTGTGGCAG 49
TRI1 VI GCGAAAGCGCAAATCGTTCTC AAAACGATCACGAAGAGGATG 53
TR92 VI TTGAATCGCACGCCTTCGGAC CATGTCATAGCAGGAAGCTTG 54
TR103 VI CGGCACGCCCAAGGACAC CTTCGCCAATTGCAGGAC 54
BE426214 VI CTGGGCTTTACCGTGGATTCAACA  GGTCATCATCATCCTTCTGCGGA 55
BE445667 VI AACCTGAGCTTGCACTCTCACCT TCGCCTTGACGTCTCTATGGATGA 56
BE446153 VI GCTCTTCGAGAGAATGCTGTTCTGA TGCTGAGCCTGCTGTAGATGCA 56
BE490226 VI GATTCCTACCAGCTACCAGATGCT  CGTTCCTCCTCAGTGATTCCCAA 54
BE496826 VI CAGTATACTTCGACGTTCCACTGCT GAAGGACAACACCTACGTCTACATGT 54
BE591696 VI CGTATCGTCAGCAATGATGAGCGT  GCCCTGTTTGTTGCTCCAAGTACA 55
724406 VI GCAGCAATCAAAAGAAATGG CTCCTCTTCCATTCTCCTCG 51
741435 VI GGCATCTTCGTCATCACC GTGTACAAGTATGCTCCGCC 51
747871 VI GAACAATGAAGGTTGGTTGC TTTCCAATCTCTTGTGTCACC 49
749072 VI GTCTTCACATTGATCCCAGC TCTCAAGAACCTACCCTGCC 51
756538 VI GAGAAGAAGAAATCGAGAGCG CGACTTCTCGAAGACCTGC 50
TR151 VII GGTATAAGCCAGAGGTTGGTG AACCGCCAGCGCTTTGGAG 55
TR329 VII AAGAGCTGTGGTTGTTGGCT CCTCATTCTTGGTACGCCAT 52
TR335 vl AGACCACCATCCACGACTTC AGATGAGCGCCATGTCTITTT 52
TR355 vl CTGAGGGCAGAGACACACAA CATCCAACCCTTGAAACAGAA 53
TR453 vl CAGCGTCGACTACATCCAGA GGCCAAGTGGTAGTACCTGC 53
TR495 vl AGTGATGATGGTAGGCGTCC GTCGTTTGAAAGAGCGCAAT 51
TR738 VII ATGCCACATGAGAAGCACAG CATTGATGAGGCATGTGAGC 51
TR749 VII TTGGAAGTGCTTCAACGACA CATCATCCACGATTCGACAG 50
741119 VII GAAGACAATGTGATTTCCCG AGGGCTGACCGACAACAC 52

119



753911 vl CTCTGCTCTCTCGCATCC CGACCCTTCACGAACTCC 52
754211 VII CATCAGCCTCTTCTTTTCCC GAACCACTAGATGTCGCCC 50
759439 VII AGCAAAGCAAGACTTCATGG ACTTCTTGTTGCTACCGTGC 51

7C

VII

GCTGGTTGAATCCAGGTGGTGT

CCCAAACCACTTCTTATTGGTGCT

55
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MS. A COS markeres vizsgalatokhoz felhasznalt CS-Th. elongatum diszomas és
diteloszomas addicios vonalak ellendrzése molekularis citogenetikai
modszerekkel

33. abra A Chinese Spring-Th. elongatum 1E (a, b), 4E (c, d) és 5E (e, f) diszomas addiciés vonalainak
kromoszomalis Osszetételének ellenérzése FISH (a, ¢, ) és GISH (b, d, f) segitségével. A FISH soran a
kromoszomakat az Afa-family (piros), a pSc119.2 (z6ld), és a pTa71 (sarga) repetitiv DNS probak

hibridizacios mintazata alapjan azonositottuk (a, c, €). A GISH soran a Th. elongatum kromoszoémak zélden

jeloltek (b, d, f). A kromoszomak kontrasztfestése DAPI-val (kék) tortént. A skala 10 pm-nek felel meg.
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34. abra A Chinese Spring-Th. elongatum 6E (a, b) és 7E (c, d) diszomas addiciés vonalainak

kromoszomalis Osszetételének ellendrzése FISH (a, ¢) és GISH (b, d) segitségével. A FISH soran a
kromoszéomakat az Afa-family (piros), a pSc119.2 (z6ld), és a pTa7l (sarga) repetitiv DNS probak
hibridiz4ciés mintdzata alapjan azonositottuk (a, c). A GISH soran a Th. elongatum kromoszémak zdlden

jeloltek (b, d). A kromoszoémak kontrasztfestése DAPI-val (kék) tortént. A skala 10 um-nek felel meg.
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35. abra A Chinese Spring-Th. elongatum 1ES (a, b), 1EL (c, d), 2ES (e, f) és 2EL (g, h) diteloszémas
addicios vonalainak kromoszémalis Gsszetételének ellendrzése FISH (a, ¢, e, g) és GISH (b, d, f, h)
segitségével. A FISH soran a kromoszdémakat az Afa-family (piros), a pSc119.2 (z61d), és a pTa71 (sarga)
repetitiv DNS préobak hibridizacios mintazata alapjan azonositottuk (a, c, e, g). A GISH soran a 7h.
elongatum kromoszémak zoélden jeldltek (b, d, f, h). A kromoszomak kontrasztfestése DAPI-val (kék)

tortént. A skala 10 um-nek felel meg.
123



36. abra A Chinese Spring-Th. elongatum 4ES (a, b), SES (c, d), SEL (e, f) és 6ES (g, h) diteloszémas
addicios vonalainak kromoszomalis Gsszetételének ellendrzése FISH (a, c, e, g) és GISH (b, d, f, h)
segitségével. A FISH soran a kromoszomakat az Afa-family (piros), a pSc119.2 (z61d), és a pTa71 (sarga)
repetitiv DNS probék hibridizacios mintazata alapjan azonositottuk (a, c, e, g). A GISH soran a Th.
elongatum kromoszomak zdlden jeloltek (b, d, f, h). A kromoszoémak kontrasztfestése DAPI-val (kék)

tortént. A skala 10 pum-nek felel meg.
124



37. abra A Chinese Spring-Th. elongatum 7TES (a, b) és 7EL (c, d) diteloszomas addiciés vonalainak
kromoszomalis Osszetételének ellenérzése FISH (a, ¢) és GISH (b, d) segitségével. A FISH soran a
kromoszomakat az Afa-family (piros), a pSc119.2 (z6ld), és a pTa71 (sarga) repetitiv DNS probak
hibridizacids mintazata alapjan azonositottuk (a, c. A GISH soran a Th. elongatum kromoszoémak zodlden
jeloltek (b, d). A kromoszomak kontrasztfestése DAPI-val (kék) tortént. A skala 10 pm-nek felel meg.

M6. A BLASTn kereséprogrammal végzett keresés eredményei

A Th. elongatum E genomja és a buza A, B, és D genomja kozotti hasonldsagok és eltérések
vizsgalatdhoz a polimorf COS markerek alapjaul szolgald EST szekvencidkat 6sszevetettiik a buza
referencia szekvencigjaval ((IWGSC, 2018), RefSeq vl www.wheatgenome.org). Az
Osszehasonlitashoz a BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, (Altschul et al., 1990))
alkalmazast hasznaltuk (https://urgi.versailles.inra.fr/Tools/BLAST). A polimorf markerek EST

szekvenciait keresO szekvenciaként haszndlva végeztilkk a BLASTn keresést a buza referencia
szekvencian a homologia viszonyok feltarasa érdekében. A BLASTn keresés eredményei koziil a
megfeleld (E-érték < 2.8¢%%, Identity (azonossag) > 82% és szekvencia hossz > 100bp) talalatokat

valasztottuk ki a biiza és a Th. elongatum genomjai kozotti homologia viszonyok abrazoldsahoz.
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10. tablazat A Th. elongatum E genomja és a buza A genomja kdzotti BLASTn 6sszehasonlitas eredményei

1A: 594102056 bp

BLASTn eredmény Syntenic  Th.
Marker bin :(s;)d 6 pozicio Score I((g)ijnet::/i‘lesngth) ﬁ;‘;nOSSég Expect elongatum
c737520 - 66892280 327 236/255 92 8.00E-87 1ES
c757212 C-1AL1-0.17 248879477 208 105/105 100 5.00E-51 1EL
TR574 - 279740841 615 319/322 99 1.00E-172 | 1EL
c744533 1AL1-0.17-0.61 342381202 250 129/130 99 2.00E-63 1EL
2A: 780798557 bp

BLASTn eredmény Syntenic  Th.
Marker bin :(s;)d 6 pozicio Score I(g)ijnet::/i‘le:ngth) ﬁ;c))nosség Expect zlr(())r;g:)atum
TR725 - 69202904 773 463/484 95 0.0 2ES
2R - 107383863 426 215/215 100 1.00E-116 | 2ES
TR430 - 122400280 40.1 23/24 95 33 2ES, 6ES
TR416 - 127201636 83.8 51/54 94 2.00E-13 2ES
TR636 - 414989866 392 396/462 85 1.00E-105 | 2EL, 6EL, 6ES
TR146 - 526065155 747 384/385 99 0.0 2EL, 6EL
744070 C-2AL1-0.85 678372250 293 162/169 95 1.00E-76 2EL, 6EL
2N - 705878686 238 126/128 98 2.00E-59 2EL, 6EL
746642 2AL1-0.85-1.00 773181048 212 107/107 100 3.00E-52 2EL, 6EL
3A: 750843639 bp

BLASTn eredmény Syntenic  Th.
Marker bin :(s;)d 6 pozicio Score I(g)ijnet::/i‘le;ngth) ﬁ;c))nosség Expect Z/rc;r;iatum
TR4 - 13410325 934 535/550 97 0.0 Amp
TR85 - 13518619 95.6 81/92 88 2.00E-16 Amp
c755442 3AS4-0.45-1.00 45598297 365 193/196 98 4.00E-98 Amp
c752685 3AS4-0.45-1.00 84189859 367 188/189 99 1.00E-98 Amp
¢756059 3AS4-0.45-1.00 150718564 266 134/134 100 3.00E-68 Amp
c767527 C-3AL3-0.42 438602901 430 236/241 97 1.00E-118 | Amp
TR63 - 497649227 1023 516/516 100 0.0 Amp
TR62 - 649544516 428 280/300 93 1.00E-117 | Amp
TR67 - 663437994 301 215/236 91 3.00E-78 Amp
TR82 - 710826801 250 180/198 90 6.00E-63 5EL
4A: 744588157 bp

BLASTn eredmény Syntenic  Th.
Marker bin :(s;)d 6 pozicio Score I(gzjnet:/i‘le;ngth) z’-;())nosség Expect Z/rf)?iatum
¢770094 4AS3-0.76-1.00 6887650 145 88/93 94 7.00E-32 4EL
c765452 4AS4-0.63-0.76 122736265 319 161/161 100 2.00E-84 4ES
c771467 4AL12-0.43-0.59 513288259 454 242/245 98 1.00E-125 | 4EL
760004 4AL12-0.43-0.59 559044545 484 244/244 100 1.00E-134 | 4EL
TR131 - 582508204 101 120/143 83 2.00E-18 4ES
4c - 597678521 781 505/544 92 0.0 4EL
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5A: 709773743 bp

BLASTn eredmény Syntenic  Th.
Marker bin :(s;)dé pozicio Score :((fur::\t/iTSngth) ﬁ;c))nosség Expect zlr(())r;g:)atum
TR759 - 397515227 184 123/133 92 9.00E-43 4EL
TR513 - 417051515 347 250/275 90 6.00E-92 5EL
TR764 - 466027716 115 67/70 95 3.00E-22 7EL
TR757 - 540063102 258 184/202 91 4.00E-65 5EL
TR471 - 559809946 428 216/216 100 1.00E-117 | 5ES
c764126 5AL10-0.57-0.78 561553309 274 147/150 98 1.00E-70 5EL
TR128 - 570505617 418 211/211 100 1.00E-113 | 4ES, 5EL
749645 5AL17-0.78-0.87 619679235 178 103/106 97 5.00E-42 5EL, 7ES
6A: 618079260 bp

BLASTn eredmény Syntenic  Th.
Marker bin :(;;)dé, pozicid Score I((geur:ri:/i(le:ngth) é/i;)nosség Expect Z/rf)?iatum
c747871 (;280_6A55-0.65- 18707197 270 181/196 92 2.00E-69 6ES
TR88 - 52398149 551 290/294 98 1.00E-153 | 6ES
TR636 - 71537193 414 419/489 85 1.00E-112 | 2EL, 6EL, 6ES
TR90 - 77538748 99.6 229/290 78 2.00E-17 6ES
TR91 - 97987789 93.7 98/115 85 4.00E-16 6ES
TR92 - 105179069 250 132/134 98 4.00E-63 6ES
c741435 6AL_C-6AL4-0.55 |455708365 147 77/78 98 2.00E-32 4EL
BE490226 |- 550077241 365 184/184 100 9.00E-98 2EL, 6EL
7A: 736706236 bp

BLASTn eredmény Syntenic  Th.
Marker bin :(;;)dé, pozicid Score I(((j)feur:::/i(f:ngth) (A;;)nosség Expect zlr(())r;g:)atum
7C - 55003417 367 188/189 99 2.00E-98 7ES
TR451 - 101446124 42.1 21/21 100 11 2EL, 6EL
TR355 - 127770622 46.1 26/27 96 0.040 7ES
TR151 - 143355558 198 286/348 82 2.00E-47 7ES, 7EL
TR335 - 206924941 50.1 46/53 86 0.007 7ES
753911 3%—””'0‘39' 543774355 168 88/89 98 5.00E-39 | 7EL

11. tablazat A Th. elongatum E genomja és a bliza B genomja kozotti BLASTn 6sszehasonlitas eredményei

1B: 689851870 bp

BLASTn eredmény Syntenic Th.
. e Identities elongatum
Marker bin Kezd6 pozicio (bp) Score (Query length) Percentage Expect group
2.00E-
c737520 109728206 490 254/255 99 135 1ES
c757212 C-1BL6-0.32 278090562 184 102/105 97 8.00E-44 | 1EL
TR574 - 311427628 955 496/498 99 0.0 1EL
1BL1-
c744533 0.47- 354223088 242 204/235 86 4.00E-61 | 1EL
0.69
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2B: 801256715 bp

BLASTn eredmény Syntenic Th.
. e, Identities elongatum
Marker bin Kezd6 pozicio (bp) Score (Query length) Percentage Expect group
TR725 - 105688194 918 481/486 98 0.0 2ES
1.00E-
2R - 160402589 426 215/215 100 116 2ES
TR416 - 175633425 81.8  50/53 94 7.00E-13 | 2Es
TR430 - 354084615 441 38/42 90 0.21 2ES, 6ES
TR636 - 385568090 361 392/462 84 4.00E-96 | 2EL, 6EL, 6ES
1.00E-
TR146 - 461093002 557 351/373 94 155 2EL, 6EL
c744070 | C-2BL2-0.36 636481972 254 157/169 92 1.00E-64 | EL, 6EL
c746642 2BL6-0.89-1.00 788658562 212 107/107 100 3.00E-52 | 2EL, 6EL
2N - 677807241 254 128/128 100 3.00E-64 | 2L, 6EL
3B: 830829764 bp
BLASTn eredmény Syntenic Th.
. e, Identities elongatum
Marker bin Kezd6 pozicié (bp) Score (Query length) Percentage Expect group
TR4 - 7380646 198 210/244 86 2.00E-47 | Amp
TR85 - 8132772 95.6 81/92 88 2.00E-16 | Amp
c755442 3BS9-0.57-0.78 55735939 389 196/196 100 i'OOSOE- Amp
1.00E-
c752685 | 3BS9-0.57-0.78 117928502 375 189/189 100 101 Amp
¢756059 | 3BS1-0.33-0.57 193614684 232 130/134 97 4.00E-58 | Amp
c767527 3BL10-0.50-0.63 423812076 396 225/232 96 1'00705 Amp
TR63 - 488532420 922 504/516 97 0.0 Amp
TR62 - 676947169 726 436/460 94 0.0 Amp
TR67 - 700070819 307 251/283 88 5.00E-80 | Amp
TR82 - 765332654 250 180/198 90 6.00E-63 | 5EL
4B: 673617499 bp
BLASTn eredmény Syntenic Th.
. e, Identities elongatum
Marker bin Kezd6 pozicié (bp) Score (Query length) Percentage Expect group
4C - 10592429 726 384/390 98 0.0 4EL
TR131 - 30839217 109 121/143 84 1.00E-20 | 4ES
c760004 4;3)50—4851-0'81- 59594777 307 228/251 90 8.00E-81 | 4EL
1.00E-
c771467 | C-4BS4-0.37 106860020 438 240/245 97 120 4EL
c765452 C-4BL1-0.71 424862093 278 156/161 96 7.00E-72 | 4ES
c770094 | 4BL5-0.86-1.00 578043183 200 101/101 100 1.00E-48 | 4EL
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5B: 713149757 bp

BLASTn eredmény Syntenic Th.
. e, Identities elongatum
Marker bin Kezd6 pozicié (bp) Score (Query length) Percentage Expect group
TR759 - 341530282 182 241/290 83 3.00E-42 | 4EL
TR513 - 373046529 339 249/275 90 1.00E-89 | 5EL
TR764 - 430741570 117 68/71 95 9.00E-23 | 7EL
TR757 - 515197145 226 198/226 87 1.00E-55 | 5EL
TR471 - 540255332 367 213/221 96 3.00E-98 | 5ES
c764126 5BL14-0.75-0.76 541527247 297 150/150 100 7.00E-78 | 5EL
TR128 - 551505947 379 206/211 97 i.OO:lOE- 4ES,5EL
749645 5BL16-0.79-1.00 612670392 165 104/109 95 7.00E-38 | 5EL, 7ES
6B: 720988478 bp
BLASTn eredmény Syntenic Th.
: P _ Identities elongatum
Marker bin Kezd6 pozicié (bp) Score (Query length) Percentage Expect group
c747871 6BS_6BS-Sat 32329624 309 186/196 94 2.00E-81 | 6ES
TR88 - 95327126 155 93/98 94 3.00E-34 | 6ES
TR636 - 127604664 361 392/462 84 4.00E-96 | 2EL, 6EL, 6ES
TR90 134825701 91.7 64/70 91 5.00E-15 | 6ES
TR91 - 156219229 103 100/116 86 5.00E-19 | 6ES
TR92 - 165330180 266 134/134 100 7.00E-68 | 6ES
741435 i%LOﬁBLS'OAO' 506126376 137 75/77 97 2.00E-29 | 4EL
BE490226 | - 604214114 357 183/184 99 2.00E-95 | 2EL, 6EL
7B: 750620385 bp
BLASTn eredmény Syntenic Th.
. e, Identities elongatum
Marker bin Kezd6 pozicid (bp) Score (Query length) Percentage Expect group
TR355 - 88561592 46.1 26/27 %6 0.040 7ES
TR151 - 106597810 222 289/348 83 1.00E-54 | 7ES, 7EL
TR451 - 446845894 44.1 22/22 100 0.28 2EL, 6EL
753911 3%3—7&2'0'33' 477819390 176 89/89 100 2.00E-41 | 7EL
TR335 - 730547065 46.1 29/31 93 0.11 7ES
7C - - - - - 7ES

12.

tablazat A Th. elongatum E genomja és a buza D genomja kozotti BLASTn dsszehasonlitas eredményei

1D: 495453186 bp

BLASTn eredmény

» Syntenic Th.
Identities elongatum
Marker bin Kezd6 pozicio (bp) Score  (Query Percentage Expect group
length)
c737520 - 68445853 351 238/255 93 6.00E-94 1ES
c757212 1DL4-0.18-0.41 198087389 200 104/105 99 1.00E-48 1EL
TR574 - 217644495 815 479/498 96 0.0 1EL
c744533 1DL2-0,41-1.00 258587294 289 206/232 88 2.00E-75 | 1EL
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2D: 651852609 bp

BLASTn eredmény

dentit Syntenic Th.
Marker bin Kezd6 pozicio (bp) Score (Oijnetll:es Percentage Expect elognriﬁt;um
length)
TR725 - 65639691 648 451/490 92 0.0 2ES
2R - 110938900 426 215/215 100 1.00E-116 | 2ES
TR416 - 122867454 75.8 50/54 92 4.00E-11 2ES
TR430 - 294965384 441 38/42 90 0.21 2ES, 6ES
TR636 - 317947598 408 398/462 86 1.00E-110 | 2EL, 6EL, 6ES
TR146 - 389278457 700 378/385 98 0.0 2EL, 6EL
744070 i%B_ZDLg-OJG_ 535108642 278 160/169 94 7.00E-72 2EL, 6EL
2N - - | 565478843 230 122/124 98 4.00E-57 2EL, 6EL
746642 i%t)_zmg-o.m- 647283255 196 105/107 98 2.00E-47 | 2EL, 6EL
3D: 615552423 bp
BLASTn eredmény . Syntenic Th.
Marker bin Kezd6 pozicio (bp) Score (Cilnetrltlles Percentage Expect e/ognriz;um
length)
TR85 - 6729401 105 74/81 91 2.00E-19 Amp
TR4 - 6971953 720 502/542 92 0.0 Amp
c755442 3DS6-0.55-1.00 33184185 381 195/196 99 1.00E-103 | Amp
c752685 3DS6-0.55-1.00 71969285 375 189/189 100 1.00E-101 | Amp
¢756059 3DS3-0.24-0.55 135379495 218 128/134 95 6.00E-54 | Amp
c767527 C-3DL2-0.27 326700889 476 240/240 100 1.00E-131 | Amp
TR63 - 374928615 898 501/516 97 0.0 Amp
TR62 - 514653860 888 448/448 100 0.0 Amp
TR67 - 529486158 317 247/276 89 5.00E-83 Amp
TR82 - 574824072 250 180/198 90 6.00E-63 | 5EL
4D: 509857067 bp
BLASTn eredmény . Syntenic Th.
Marker bin Kezd6 pozicio (bp) Score (Czjnetrltlles Percentage Expect e/ognrizi)um
length)
4Cc - 6037616 1047 528/528 100 0.0 4EL
TR131 - 18725916 109 121/143 84 1.00E-20 4ES
c760004 11%80_4D52-0.82- 40657024 309 221/244 90 2.00E-81 4EL
c771467 4DS3-0.67-0.82 74374799 462 246/249 98 1.00E-127 | 4EL
c765452 4DL9-0.31-0.56 343061378 295 158/161 98 3.00E-77 4ES
c770094 4DL12-0.71-1.00 462835649 153 89/93 95 3.00E-34 4EL
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5D: 566080677 bp

BLASTn eredmény

o Syntenic Th.
Identities elongatum
Marker bin Kezd6 pozicid (bp) Score  (Query Percentage Expect group
length)
TR759 - 299940216 192 136/149 91 4.00E-45 4EL
TR513 - 321903540 339 249/275 90 1.00E-89 5EL
TR764 - 364745816 117 68/71 95 9.00E-23 7EL
TR757 - 425850515 242 200/226 88 2.00E-60 5EL
TR471 - 443636914 404 213/216 98 1.00E-109 | 5ES
c764126 - 444710638 297 150/150 100 7.00E-78 5EL
TR128 - 451681243 402 209/211 99 1.00E-109 | 4ES,5EL
749645 5DL5-0.76-1.00 495615345 170 92/94 97 1.00E-39 5EL, 7ES
6D: 473592718 bp
BLAST! dmé
n ereameny o Syntenic Th.
Identities elongatum
Marker bin Kezd6 pozicié (bp) Score  (Query Percentage Expect group
length)
747871 (15%%—6'356'0'99' 18013781 389 196/196 100 1.00E-105 | 6ES
TR88 - 41928088 178 96/98 97 2.00E-41 6ES
TR636 - 56909276 414 419/489 85 1.00E-112 | 2EL, 6EL, 6ES
TR90 - 60547435 91.7 64/70 91 5.00E-15 6ES
TR91 - 81589689 103 100/116 86 5.00E-19 6ES
TR92 - 87278803 234 130/134 97 3.00E-58 6ES
741435 glil;_GDL6-0.29- 318151539 155 78/78 100 7.00E-35 4EL
BE490226 |- 403321603 333 180/184 97 3.00E-88 2EL, 6EL
7D: 638686055 bp
BLAST! dmé
n ereameny o Syntenic Th.
Identities elongatum
Marker bin Kezd6 pozicié (bp) Score  (Query Percentage Expect group
length)
7C - 53261770 375 189/189 100 1.00E-101 | 7ES
TR335 - 72921601 60.0 48/54 88 7.00E-06 7ES
TR355 - 126996735 46.1 26/27 96 0.040 7ES
TR151 - 141356056 214 288/348 82 3.00E-52 7ES, 7EL
753911 ;DE_,LIJDLS'O'?’O' 454090119 168 88/89 98 5.00E-39 | 7EL
TR451 - - - - - - 2EL, 6EL
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bekapcsolddhassak az osztalyon folyo citogenetikai és markeres munkakba.

Kiilon koszonet illeti a Génmegdrzési Osztaly minden jelenlegi és volt munkatarsat, hogy
munkamat mind szakmailag, mind emberileg segitették, megosztottak velem tapasztalataikat €s
javaslataikat a citogenetikai, keresztezési és molekuldris markeres munkak soran. Készénom Dr.
Farkas Andrasnak ¢és Ivanizs Laszlonak a molekuldris markeres vizsgalatokban nyujtott
segitségiiket, Dr. Konyvesné Lakner Ildikonak a szamos feldolgozasban ¢és citogenetikai
munkaban nyujtott segitségét.

Koszonettel tartozom Dr. Vida Gyuldnak és Kaérolyiné Dr. Cséplé Monikanak a
rezisztenciakisérletekben nytjtott munkajukért.

Ko6szonom csaladomnak, sziileimnek, hogy tdmogattak tanulmanyaimat, 6sztonzésiiket €s

lelki timogatéasukat.
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